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Abstract

The objective was to investigate in vitro nuclear maturation of bovine oocytes 
selected by Brilliant Cresyl Blue (BCB) after maintenance in Talp-Hepes medium. 
Cumulus oocyte complexes (COCs) obtained from slaughterhouse ovaries were 
randomly assigned to 6 treatments. I. As a percentage of oocytes that presented 
nuclear configuration of MI (Metaphysis I) at the end of IVM, T3 and T5 were higher 
than T1, T2 and T4 (p <0.05). As for the ability of oocytes to complete IVM, expressed 
by competence in reaching MII (Metaphysis II), T1, T2, and T4 treatments presented 
a higher percentage of MII than T3 and T5 (p <0.05). Of the oocytes submitted to 
IVM, T1 had a lower percentage of degenerates than T2, T3, T4, T5 (p <0.05). It 
was concluded that the ability of staining of oocytes by BCB did not change after 
maintenance of CCOs for 5 hours in Talp-Hepes and that BCB dye showed to be 
effective in the selection of more competent oocytes after maintenance of CCOs 
for 5h in Talp-Hepes.
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Resumo

Objetivou-se investigar a competência in vitro da maturação nuclear 
de ovócitos selecionados pela técnica do corante  Azul Cresil Brilhante 
(ACB), após manutenção em meio Talp-Hepes. Complexos cumulus 
ovócito (CCOs) foram obtidos de ovários de matadouro e distribuídos 
aleatoriamente em 6 tratamentos. Quanto percentual de ovócitos que 
apresentaram configuração nuclear de MI (Metáfise I) ao término da 
MIV, notou-se que T3 e T5 apresentaram-se superiores ao T1, T2 e T4 
(p<0,05). Quanto à capacidade dos ovócitos de completarem a MIV, 
expresso pela competência em atingirem MII (Metáfise II), observou-se 
que os tratamentos T1, T2, T4 apresentaram maior percentual em MII que 
T3 e T5 (p<0,05). Dos ovócitos submetidos a MIV, T1 apresentou menor 
percentual de degenerados que T2, T3, T4, T5 (p<0,05). Concluiu-se 
que a capacidade de coloração de ovócitos por ACB não alterou após 
manutenção dos CCOs por 5 horas em Talp-Hepes e que o corante 
ACB mostrou-se eficaz na seleção de ovócitos mais competentes após 
manutenção de CCOs por 5h em Talp-Hepes. 
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Introdução

Na produção in vitro de embriões (PIVE), o advento 
da aspiração folicular guiada por ultrassom 
(OPU-Ovum Pick Up) possibilitou a obtenção 
de complexos cumulus ovócitos (CCOs) a partir 
de doadoras vivas (MAPLETOFT e HASLER 
2005; DENIS, 2008), fato este que impulsionou 
definitivamente a PIVE. Entretanto, situações 
como o transporte dos CCOs do local de coleta 
até o laboratório, assim como métodos adequados 
que avaliem a competência desses COCs, ainda 
permanecem como desafios e necessitam ser 
profundamente compreendidos (BLONDIN, 2017).
 
Meios de manutenção/transporte de COCs 
utilizados, assim como o pH e a temperatura 
destes influenciam os resultados de produção 
de embriões (TWAGIRAMUNGU et al., 1998; 
SCHWARTZ et al., 1998; LEIVAS et al., 2004; 
KONRAD et al.,   2013). Outro fator demonstrado 
interferir negativamente na PIV é a baixa 
qualidade dos ovócitos selecionados para a 
maturação in vitro (MIV) (MACHATKOVA et al 
2004; DESSIE et al. 2007). Tal fato compromete 
a fertilização ou limita o desenvolvimento 
embrionário, principalmente durante as primeiras 
clivagens até a ativação do genoma embrionário 
(GANDOLFI e GANDOLFI, 2001). 

Aspectos morfológicos de seleção de ovócitos 
são utilizados rotineiramente em laboratórios, 
na qual o número de camadas de células do 
cumulus, grau de compactação destas (MADISON 
et al., 1992), e o aspecto do citoplasma (HAWK 
e WALL, 1994) são parâmetros adotados na 
avaliação. No entanto, o baixo percentual de 
ovócitos que atingem o estádio de blastocisto in 
vitro, demonstra que tal seleção visual é subjetiva, 
não demonstrando a real competência dos CCOs 
utilizados (DE LOOS et al., 1992; DESSIE et al. 
2007). Não obstante, as técnicas de seleção dos 
gametas competentes devem cumprir alguns pré-
requisitos: serem simples e rápidas, de baixo custo 
e alta confiabilidade e, acima de tudo, não serem 
tóxicas para os ovócitos e as células somáticas 
que o circundam (GOOVAERTS et al., 2010; BOLS 
et al., 2012, CONZATTI, 2013).

Neste contexto, o corante Azul Cresil Brilhante 
(ACB) tem sido empregado amplamente como 
método de seleção morfológica de CCOs, na 

tentativa de otimizar a seleção de ovócitos 
imaturos mais competentes para a PIVE, 
sendo descrito sua utilização com sucesso em 
várias espécies (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ, et 
al., 2002, 2003; PUJOL, et al., 2004; ALM et 
al.,2005; WONGSRIKEAO et al., 2006; KĄTSKA-
KSIĄŻKIEWICZ et al., 2007; MANJUNATHA et 
al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2009; MOTA et al., 
2010; PEREIRA et al., 2013; TABANDEH et al., 
2012; CASTANEDA et al., 2013; SU et al., 2012; 
MIRSHAMSI et al., 2013; BUDNA et al. 2017).

Ao longo da oogênese, RNAs e proteínas se 
acumulam no interior do ovócito (FAIR et. al. 1995), 
como a Glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH) 
(CETICA et al., 2002). A G6PDH participa da via 
das pentoses fosfato no metabolismo de glicose, 
fornecendo NADPH (um redutor intracelular) 
e Ribose (substrato para a síntese de ácidos 
nucléicos) importantes para o crescimento 
celular (TIAN et al 1998). A enzima G6PDH 
apresenta maior atividade em ovócitos em 
crescimento quando comparada aqueles ovócitos 
que atingiram seu crescimento final (MANGIA e 
EPSTEIN, 1975). Dada à capacidade da enzima 
G6PDH degradar o corante ACB e o padrão 
metabólico descrito, tem sido possível selecionar 
ovócitos imaturos bovinos mais competentes, 
de citoplasma azul (ACB+), daqueles, menos 
competentes de citoplasma incolor (ACB-) 
(PUJOL et al., 2004; ALM et al., 2005; OPIELA 
et al., 2008; MOTA et al., 2010). Ovócitos ACB+ 
tem demonstrado maior diâmetro (ALM et al., 
2005; PUJOL et al., 2004), maior volume, maior 
número de cópias de DNAmt (DNA mitocondrial) 
(EL SHOURBAGY et al., 2006) e maiores taxas 
de maturação nuclear in vitro (ALM et al., 2005; 
MANJUNATHA et al., 2007; PRAXEDES et al, 
2014) que ovócitos ACB-.

Devido tais circunstâncias, o corante ACB 
poderia ser utilizado como uma ferramenta de 
auxílio à seleção de COCs depois de prolongado 
período de manutenção/transporte. Desta forma, 
tornaria possível distinguir com maior precisão 
aqueles ovócitos mais competentes para os 
sistemas de produção in vitro de embriões. O 
objetivo do trabalho foi de avaliar a competência 
de maturação nuclear in vitro de COCs bovinos 
imaturos selecionados por ACB, após 5h de 
manutenção destes em meio Talp-Hepes.
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Material e métodos

Coleta e seleção dos ovócitos. Ovários de 
fêmeas mestiças (Bos Taurus x Bos Indicus) 
foram coletados em frigorífico imediatamente após 
abate dos animais. Após coleta os ovócitos foram 
transportados em garrafas térmicas em solução 
fisiológica (NaCl 0,9%) acrescida de sulfato 
de estreptomicina (100mg/L), em temperatura 
variando de 35 a 38°C em um período máximo 
de duas horas.

No laboratório, os folículos ovarianos de 2 a 8 
mm de diâmetro foram puncionados a partir de 
seringas de cinco mililitros acopladas de agulha 30 
x 8 (21G) e o líquido folicular contendo os ovócitos 
foi depositado em cálices cônicos mantidos 
dentro do banho-maria à 37°C. Após o período de 
decantação de cinco minutos, o pellet contendo 
ovócitos foi recuperado e transferido para uma 
placa de Petri. 

Os ovócitos recuperados foram selecionados 
com auxílio de um microscópico estereoscópico 
(aumento 40x) e classificados morfologicamente, 
de acordo com COSTA et al. (1997a). Apenas os 
ovócitos imaturos classificados como cumulus 
compacto e com até três camadas de células do 
cumulus foram selecionados para o experimento. 

Coloração por ACB. Os CCOs submetidos 
à coloração foram expostos por 60 minutos a 
solução de 26µm de ACB (B-5388, Sigma, USA) 
diluídos em meio Talp Hepes. A exposição dos 
CCOs a solução de ACB foi realizada em placas 
Nunc® (Nunc A/S; Cat.176740) sobre placa 
aquecedora à 37ºC. Ao término do período de 
exposição os CCOs foram lavados duas vezes 
em meio Talp Hepes e posteriormente divididos 
em dois grupos de acordo com a coloração do 
citoplasma dos ovócitos. Ovócitos apresentando 
citoplasma azul foram classificados como ACB+ 
e aqueles demonstrando citoplasma incolor foram 
classificados como ACB-. 

Maturação in vitro dos ovócitos. O meio de 
maturação in vitro dos ovócitos foi constituído 
por TCM 199 acrescido de 10% de SVE (soro de 
vaca em estro) e 10 µg/mL de FSH  (Hormônio 
Folículo Estimulante). A maturação foi realizada 
em placas Nunc® de quatro poços, contendo 
aproximadamente 20 ovócitos em 400 µL de meio 

de maturação em cada poço, em temperatura de 
38,5°C, com 5% de CO2, 95% de ar atmosférico 
e 95% de umidade em estufa incubadora. Os 
ovócitos foram cultivados nestas condições de 
temperatura e atmosfera durante 24 horas. Após 
este período foram submetidos à avaliação da 
taxa de maturação nuclear.

Delineamento experimental. Um total de 
515 ovócitos imaturos foi distribuído em 
seis tratamentos. No T1 (testemunha) após 
a decantação e seleção, os ovócitos foram 
imediatamente submetidos ao procedimento 
de maturação in vitro, conforme descrito 
anteriormente. O restante dos ovócitos foram 
mantidos em Talp-Hepes sobre placa aquecedora 
a 37º em condições atmosféricas do ambiente, 
por dois tempos diferentes, zero e cinco horas. 
Ao termino do período de manutenção, os COCs 
foram submetidos a coloração por ACB por um 
período de 60 minutos. No tempo zero hora, os 
ovócitos foram expostos diretamente ao corante 
ACB. No tempo cinco horas, após o término do 
período de exposição, os ovócitos foram expostos 
durante 60 minutos ao corante ACB. Após o 
período de coloração organizou-se os seguintes 
tratamentos: corados zero hora (T2), não corados 
zero hora (T3), corados cinco horas (T4) e não 
corados cinco horas (T5). Um outro grupo (T6), 
os ovócitos foram  mantidos em Talp-Hepes por 
5 horas e submetidos imediatamente a MIV. 
Em seguida ovócitos de cada tratamento foram 
submetidos à maturação in vitro para posterior 
avaliação da taxa de maturação nuclear. Foram 
realizadas três repetições para cada tratamento.

Avaliação da miv. Para avaliação da taxa de 
maturação, os ovócitos de todos os tratamentos 
foram submetidos ao procedimento de remoção 
do cumulus oophorus (COSTA et al., 1997b). 
Posteriormente, foram hipotonizados, fixados em 
lâmina e corados com orceína a 2%, segundo 
COSTA et al. (1997c). A leitura das lâminas foi 
realizada em microscópio óptico, com aumento 
de 1.000X em imersão, para se avaliar o estádio 
do ciclo celular meiótico. Os ovócitos foram 
classificados, de acordo com a configuração dos 
cromossomos, em metáfase II (MII), metáfase I 
(MI), cromatina condensada em grumos (CCG) 
ou sem configuração cromossômica (SCC). 
Foi considerado como maturado nuclearmente 
os ovócitos que apresentasse configuração 
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cromossômica nuclear em metáfase II e, estruturas 
que apresentassem o primeiro corpúsculo polar.
As taxas de maturação nuclear foram comparadas 
em tabelas de contingência e analisadas pelo 
teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade 
(SAMPAIO, 2002).

Resultados e Discussão

Ovócitos considerados corados (ACB+) 
apresentaram coloração citoplasmática azul, 
enquanto ovócitos classificados como não 
corados (ABC-) apresentavam coloração de 
citoplasma sem a presença de alteração, como 
demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Demonstração dos ovócitos corados (ACB+) 
e não corados (ACB-) após serem expostos a 60 min 
ao corante Azul Crezil Brilhante (ACB). Fonte: Arquivo 
dos autores

Os resultados referentes às taxas de ovócitos 
ACB+ e ACB-, expostos ao ACB (por 60 minutos) 
imediatamente após seleção morfológica ou após 
cinco horas de manutenção em Talp Hepes, 
encontram-se dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Taxa de coloração de ovócitos expostos ao 
corante ACB por 60 min imediatamente após seleção 
morfológica ou após cinco horas de manutenção em 
Talp-Hepes

Grupo 
experimental

Número de 
Ovócitos ACB+ (%) ACB- (%)

G1 211 114(54,0)a 97(46,0)b

G2 219 129(58,9)a 90(41,1)b

Grupo 1 - Ovócitos expostos ao corante ACB logo 
após seleção morfológica
Grupo 2 - Ovócitos expostos ao corante ACB após 
período de cinco horas em Talp-Hepes 
Letras iguais na mesma coluna indicam valores 
semelhantes (p>0,05) pelo teste de qui-quadrado.

No presente trabalho a taxa de ovócitos ACB+ e 
ACB- quando expostos a solução de coloração 
por uma hora, foram semelhantes às taxas 
encontradas por MANJUNATHA et al. (2007). 
Estes autores, apesar de trabalharem com 
ovócitos de búfalas, submeteram os CCOs a 
mesma concentração de ACB (26µM) diluído em 
mPBS e durante o período de 90min de exposição, 
em condições de incubação, encontrando taxas 
de 57% de ovócitos ACB+ e 43% de ovócitos 
classificados como ACB-, valores próximos aos 
encontrados neste trabalho. Ao testarem o corante 
em CCOs bovinos, aspirados de ovários de 
animais abatidos, ALM et al. (2005) e MOTA (2008) 
encontram taxas de 58% (ACB+); 42% (ACB-) 
e 60% (ACB+); 40% (ACB-), respectivamente, 
valores também similares aos apresentados 
neste experimento. Adicionalmente, BHOJWANI 
et al. (2007) buscando utilizar esta técnica para 
selecionar ovócitos ACB+ imaturos bovinos 
para a produção de embriões, pela técnica de 
Transferência Nuclear de Células Somáticas, 
obtiveram 59,4% de ovócitos ACB+ e 40,6% de 
ovócitos ACB-. 

Diferente do presente experimento, os trabalhos 
até aqui citados expuseram os CCOs a solução de 
ACB diluído em mPBS, em estufas incubadoras 
sob condições de atmosfera umidificada e não 
sobre placa aquecedora em condições de umidade 
ambiental. De acordo com as taxas descritas 
e comparadas neste trabalho, a exposição dos 
CCOs ao ACB em placas Nunc® sobre placa 
aquecedora (sem controle de umidade), não 
comprometeu a interação entre a G6PDH e o 
corante, visto que, as taxas de coloração foram 
semelhantes. Outro fator de variação é o tempo 
de exposição dos ovócitos ao corante. Dentre os 
estudos encontrados, nota-se que MOTA (2008) 
manteve os CCOs por apenas 60 min, diferente 
de MANJUNATHA et al. (2007), BHOJWANI et al. 
(2007) e ALM et al. (2005) que incubaram por 90 
min. No entanto, é possível afirmar que os 60 min 
de exposição dos CCOs ao ACB são suficientes 
para que os ovócitos mais competentes se tornem 
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corados de azul, possibilitando a referida seleção 
bioquímica.

Com relação aos ovócitos mantidos por cinco 
horas em Talp Hepes, simulando transporte 
do campo para o laboratório, e em seguida 
expostos ao corante, não verificou-se diferença 
(p>0,05) nas taxas de ACB+ e ACB- quando 
comparadas à coloração imediatamente após 
seleção morfológica (Tabela 1). 

Diante destes achados, sugere-se que o corante 
ACB foi capaz de selecionar os ovócitos mais 
competentes (ACB+) mesmo após longo período 
(5 horas) em condições de transporte simulado. 
Provavelmente, os níveis e/ou a atividade da 
G6PDH dos ovócitos em meio Talp-Hepes não 
alteraram ao longo das cinco horas, e uma vez que 
as estruturas estavam continuamente expostas 
ao corante à enzima foi capaz de degradar o 
ACB da mesma maneira de quando é exposto 
imediatamente. 

LEIVAS et al. (2004) concluíram que o transporte 
de ovócitos em meio TCM-HEPES por períodos 
de até 12 horas a 39º C não determinaram 
decréscimo nas taxas de desenvolvimento 
embrionário in vitro bem como no número de 
células de blastocistos eclodidos. De acordo com 
MONTAGNER et al. (2000) a adição de Hepes 
aos meios de maturação de ovócitos (TCM-199 
modificado) e desenvolvimento embrionário 
(KSOM modificado) minimiza a variação de 
pH, diminuem a variabilidade dos resultados e 
incrementam os índices de blastocistos.

Dessa forma, o período de apenas cinco horas de 
simulação de transporte, somado as propriedades 
de manutenção da viabilidade do gameta 
proporcionadas pelo tampão Hepes, mantiveram 
os CCOs em condições bem semelhantes aqueles 
ovócitos imediatamente expostos ao ACB. A partir 
do exposto, pode-se afirmar que o corante ACB 
se mostrou eficaz na seleção de ovócitos bovinos 
imaturos, mesmo quando os mesmos foram 
submetidos a períodos prolongados de transporte 
simulado. 

WONGSRIKEAO et al., (2006) ao testarem a 
dupla exposição de CCOs suínos observaram 
que todos os ovócitos classificados como ACB+ 
ao início da MIV também exibiram o citoplasma 

corado após exposição ao corante depois de 44h 
de MIV. Apesar dos autores utilizarem espécie 
distinta e meio de cultivo suplementado com 
outros fatores (objetivando a maturação nuclear 
in vitro), impossibilitando assim a comparação 
direta com o meio Talp Hepes, o fato dos ovócitos 
ACB+ continuarem classificados como ACB+ 
após 44h corrobora com os achados do presente 
experimento, de que, a taxa de ovócitos ACB+ 
após zero ou cinco horas em Talp Hepes continua 
semelhante.          

Neste trabalho, foi também avaliada a capacidade 
de maturação in vitro de ovócitos a partir da 
seleção dos CCOs corados ou não após seleção 
morfológica ou após cinco horas de manutenção 
em Talp Hepes. Os resultados encontram-se 
sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Maturação nuclear in vitro de ovócitos ACB+ e 
ACB- selecionados após exposição imediata ao corante 
ou após cinco horas de manutenção em Talp Hepes.    

Tratamentos N MI (%) MII (%) Degenerados
(%)

T1-Controle 105 16 (15,2)a 82 (78,1)a 7 (6,7)a

T2- ACB+ 98 5 (5,1)b 72 (73,5)a 21 (21,4)b

T3- ACB- 94 29 (30,9)c 36 (38,2)b 29 (30,9)b

T4- ACB+ (5h) 103 10 (9,7)ab 68 (66,0)a 25 (24,3)b

T5- ACB- (5h) 81 24 (29,7)c 30 (37,0)b 27 (33,3)b

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenças 
(p < 0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Aproximadamente 70-80% dos CCOs bovinos 
submetidos aos sistemas de maturação in vitro 
atuais, atingem o estádio de MII da meiose (ALM et 
al., 2005; DODE e ADONA et al., 2001). De acordo 
com os resultados obtidos neste experimento, 
observa-se que a taxa de maturação nuclear 
de ovócitos ACB+ foi superior aqueles ACB-, 
independente do momento em que foram expostos 
ao corante. Entretanto, os ovócitos do grupo ACB+ 
(zero ou cinco horas) não apresentaram maior 
capacidade de maturação quando comparado 
ao grupo controle. Esses resultados corroboram 
os achados de ALM et al. (2005), os quais 
também obtiveram maior percentual de ovócitos 
ACB+ (72,5%) em MII comparado aos ovócitos 
ACB- (58,1%). Semelhantemente estes autores 
também não verificaram maior taxa de maturação 
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de ovócitos ACB+ quando comparado ao grupo 
controle. MANJUNATHA et al. (2007) obtiveram 
maior percentual de maturação in vitro a partir de 
ovócitos bubalinos ACB+ (82,6%) comparado aos 
classificados como ACB- (59,2%). No entanto, 
ovócitos ACB+ também apresentaram o mesmo 
percentual de maturação que o grupo controle.

O percentual de maturação nuclear in vitro de 
CCOs pode variar principalmente em função do 
diâmetro dos ovócitos (OTOI et al., 1997; YONG et 
al.,1997; FAIR et al., 1995). CHRISTMANN et al., 
(1994) sugeriram que ovócitos em crescimento, 
ainda não possuem capacidade de ativar o 
complexo fator promotor de mitose (MPF) devido 
à presença de inibidores no ooplasma do gameta. 
De fato, ANGUITA et al. (2007) observaram que 
ovócitos de maior diâmetro apresentaram maior 
atividade de MPF ao término da MIV. Além 
disso, FAIR et al. (1995) argumentaram que 
ovócitos bovinos apresentando diâmetro <100 
µm ainda não possuem completa capacidade 
para transcrição e tradução de importantes 
mRNAs necessários para a sínteses e ativação 
de proteínas requeridas para o rompimento 
do envelope nuclear. Segundo esses autores, 
ovócitos bovinos adquirem completa competência 
meiótica quando apresentam cerca de 110µm. 
   
Trabalhando com ovócitos de novilhas (7-11 
meses), PUJOL et al., (2004) verificaram que 
ovócitos ACB+ (incluindo a zona pelúcida) 
apresentam maior diâmetro médio (152,6 µm) que 
os ACB- (147,0 µm). Maior diâmetro de ovócitos 
ACB+ também já foi confirmado em porcas (ROCA 
et al. 1998) e cabras pré-puberes (RODRÍGUEZ-
GONZÁLEZ et al., 2002). Considerando que, 
ovócitos ACB+ apresentam menor atividade da 
enzima G6PDH (ALM et al., 2005) tornando-se 
corados ao término da exposição e que  apresentam 
em média maior diâmetro que os aqueles ACB-
, verifica-se que os ACB+ apresentam maior 
competência para a retomada da divisão meiótica, 
fato este confirmado no presente experimento.  O 
presente estudo identificou que maior número de 
ovócitos classificados como ACB- apresentaram 
a configuração nuclear de MI ao término das 24 
horas de MIV, comparado ao tratamento controle 
e aos ovócitos ACB+. Tal resultado demonstra 
que ovócitos ACB- apresentam atraso e/ou 
incapacidade de completarem a divisão meiótica.
 

EL SHOURBAGY et al. (2006) demonstraram 
que ovócitos suínos ACB- apresentam menor 
número de cópias de DNAmt  do que os ACB+. 
Ainda, WU et al., (2007) trabalhando com ovócitos 
de camundongas, observaram que ao término 
da MIV, os ovócitos ACB- apresentaram um 
padrão de distribuição mitocondrial mais difuso 
no citoplasma e não próximo a placa metafásica 
como aqueles ACB+. Tais trabalhos demonstram 
que a incompetência citoplasmática de ovócitos 
ACB- pode comprometer diretamente a maturação 
nuclear.         

No presente estudo foi possível notar que ovócitos 
submetidos ao corante ACB, independente da 
classificação, apresentaram maiores taxas de 
degeneração ao término da MIV, comparado 
ao tratamento controle (não exposto ao corante 
ACB). Segundo ALM et al., (2005) a exposição dos 
ovócitos ao ACB por 90 min não está associada 
à alterações na configuração das cromatinas. No 
trabalho supracitado verificou-se que 12,5% dos 
ovócitos apresentaram sinais de degeneração logo 
após aspiração dos folículos, e ao término dos 90 
min em solução de ACB foi encontrado 15,7% de 
ovócitos apresentando sinais de degeneração, 
caracterizados por cromatina picnótica em vários 
estágios da meiose ou cromatina degenerada 
e dispersa pelo ovócito. Da mesma forma, ao 
avaliar os mesmos parâmetros após a MIV, ALM 
et al.(2005) observaram que 14,6% de ovócitos 
expostos ao ACB mostraram-se degenerados 
e ao passo que apenas 5,7% se apresentaram 
degenerados para o grupo controle (MIV logo 
após seleção morfológica, sem exposição ao 
corante). Apesar da concentração mínima 
para coloração de 26µM de ACB estar sendo 
enfatizada na maioria dos trabalhos, confirmada 
por MANJUNATHA et al., (2007), e não apresentar 
efeitos deletérios ao embrião (TIFFIN et al., 1991), 
KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al. (2007) observaram 
que do pool total de CCOs de cabras expostos 
ao ACB, 3,6% do total apresentaram sinais de 
degeneração no citoplasma. 

De acordo com os autores alguns ovócitos 
poderiam ser mais sensíveis ao ACB apresentando 
característ icas apoptóticas. Outra razão 
que poderia justificar elevação das taxas de 
degeneração é o tempo de exposição a este 
corante em condições que não sejam totalmente 
propícias para a maturação do ovócito. A falta 
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de nutrientes essenciais para a completa 
maturação nuclear e citoplasmática dos ovócitos 
e possivelmente um reinicio da meiose precoce, 
em razão da retirada da estrutura do ambiente 
folicular, poderiam representar causas prováveis 
de degeneração à ovócitos expostos por um 
tempo prolongado à soluções corantes.

Portanto, a partir do presente estudo esclareceu 
duas possibilidades bastante pertinentes. 
Primeiramente, mesmo que outros parâmetros 
como a competência para o desenvolvimento 
embrionário e a qualidade dos embriões não 
tenham sido analisados, verificou-se que a 
seleção não invasiva de CCOs via corante ACB, 
selecionando ovócitos de maior competência 
meiótica, é possível na ausência de condições 
atmosféricas controladas. Adicionalmente, a 
constatação de que os ovócitos ainda apresentam 
capacidade de coloração através do ACB 
mesmo após cinco horas em Talp Hepes, abre 
possibilidades para que a seleção bioquímica 
de CCOs possa ser empregada, mesmo após 
longo períodos compreendidos entre aspiração 
e o início dos procedimentos de cultivo in vitro. 
Neste sentido, mesmo na ausência de estufas 
incubadoras, os CCOs poderão ser submetidos 
a coloração por ACB sobre placa aquecedora 
ou mesmo serem submetidos ao teste de 

coloração durante o transporte para o laboratório 
em período de 5 horas, no intuito de selecionar 
bioquimicamente as estruturas mais viáveis e 
possivelmente mais competentes.

Este estudo precursor abre inúmeras possibilidades 
futuras para comprovação cientifica da eficiência 
da utilização de uma classificação química para 
complexos cumulus oophorus que são utilizados 
no processo de PIVE de embriões bovinos. Tal fato 
viria de encontro à necessidade extremamente 
pertinente de utilização de métodos menos 
subjetivos e mais precisos para classificação dos 
gametas femininos.

Conclusões

A capacidade de coloração de ovócitos por ACB 
não se altera após manutenção dos mesmos por 
cinco horas em meio Talp-Hepes.

A competência de ovócitos ACB+ em atingir o 
estádio de MII é maior que ovócitos ACB-, mesmo 
após cinco horas de manutenção dos CCOs em 
meio Talp-Hepes.
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