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Introducéo: A selecdo de odcitos destinados & maturacéo in vitro (MIV) baseia-se na
morfologia do complexo cumulus-odcito, apesar de este método ndo ser preciso. Portanto,
técnicas ndo invasivas de selecdo de odcitos estdo em desenvolvimento. Dentre estas, destaca-se
a utilizacdo do corante Azul Cresil Brilhante (BCB), ja consolidada em espécies animais, mas
ainda ndo em humanos. Uma das restricGes da utilizacdo do BCB em humanos é a falta de
conhecimento do protocolo de aplicagdo do BCB que apresente-se seguro. Visto que a utilizagédo
de odcitos humanos para pesquisa é restrita e que as células murais da granulosa (GC) e do
cumulus oophorus (CC) apresentam intima relacdo com o odcito, a utilizacdo do BCB nestas
células permite elucidar, de forma indireta, o possivel efeito do BCB sobre o6citos humanos e
indicar o protocolo de aplicacdo do BCB mais seguro. Dessa forma, este estudo avaliou a
viabilidade das GCs e CCs expostas a diferentes protocolos de aplicacdo do BCB.

Meétodos: GCs e CCs foram coletadas de 24 pacientes submetidas a pun¢do ovariana.
Estas células foram cultivadas separadamente por 48 horas e entdo expostas a: DMEM com
vermelho fenol (controle), DMEM sem vermelho fenol, DPBS ou DPBS modificado (mDPBS) —
a fim de avaliar o melhor diluente para o BCB (primeira etapa experimental); a 13, 20 ou 26 uM
de BCB, a fim de avaliar concentragcdo mais apropriada do BCB (segunda etapa experimental);
ou a 13 uM de BCB diluido em mDPBS por 60, 90 ou 120 minutos, a fim de determinar o
melhor tempo de exposicdo (terceira etapa experimental). ApOs exposi¢cdo aos tratamentos as
células foram cultivadas por 48 horas e a proliferacdo (contagem celular com azul de tripan) e a
viabilidade celular (ensaio de MTT) foram avaliadas.

Resultados: Os diferentes diluentes ndo promoveram diferenca na viabilidade e na
proliferacdo das células, quando comparado com o grupo controle. Da mesma forma, ndo houve
diferenca na proliferacdo celular quando as células foram expostas a diferentes concentracoes de
BCB. Porém GCs expostas a 26 uM demonstraram menor viabilidade celular em relacdo aos
grupos controle e 13 uM. Igualmente, a viabilidade foi menor nas CCs tratadas com 26 uM e 20
uM, quando comparados com o grupo 13 pM. Aquelas tratadas com 26 pM tiveram menor
viabilidade em relagdo aquelas com 13 puM de BCB. Desta forma, a concentragdo 13 pM foi
utilizada na terceira etapa experimental. Quanto ao melhor tempo de exposi¢cdo, GCs expostas ao
corante por 90 minutos apresentaram menor proliferagdo em comparagdo ao grupo 60 minutos
(contagem celular), ndo havendo diferenca na viabilidade celular. As CCs demonstraram menor
proliferagdo no grupo 120 minutos e menor viabilidade no grupo 90 minutos, comparado com o
controle.

Conclusdo: A viabilidade e a proliferacdo das células foliculares ndo foram
comprometidas, quando expostas a0 BCB 13 puM diluido em mDPBS por 60 minutos,
demonstrando a seguranca da aplicacdo deste protocolo, e levantando a hipoOtese de que sua
aplicacdo ndo ira interferir com a qualidade de odcitos humanos.



