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1. INTRODUÇÃO 
 
 A produção in vitro (PIV) de embriões suínos representa um grande 
aumento na eficiência de transmissão de melhoria de potencial genético 
(DOBRINSKY, 2001). Além disso, há um grande interesse na PIV dessa espécie 
para fins de investigação biomédica, devido à similaridade fisiológica com os 
seres humanos (ABEYDEERA, 2002). 
 Os resultados obtidos através da utilização dessa biotécnica são menos 
satisfatórios quando comparados com os resultados da PIV de embriões bovinos. 
Esses problemas são decorrentes de falhas durante o desenvolvimento do 
embrião, como maturação citoplasmática ineficiente, elevado grau de polispermia 
e baixas taxas de produção de blastocistos viáveis (NIEMANN & RATH, 2001). 
Grande parte dessas falhas é decorrente da seleção de oócitos com baixa 
qualidade (NARUSE et al., 2006), que não apresentam características 
morfológicas, moleculares, bioquímicas, celulares e metabólicas adequadas para 
manter seu desenvolvimento (WALCZAK et al., 2012). 
 O corante Brilliant Cresyl Blue (BCB) auxilia no processo de seleção dos 
oócitos que serão destinados a produção de embriões. O BCB é um corante vital 
(PUJOL et al., 2004) que permite avaliar a atividade intracelular da G6PDH, 
enzima produzida durante o crescimento do oócito. Contudo, sua produção é 
cessada quando o gameta finaliza seu crescimento (WONGSRIKEAO et al., 
2006). O teste consiste na avaliação da capacidade da G6PDH em degradar o 
BCB (ALM et al., 2005). Portanto, oócitos imaturos possuem altas concentrações 
da enzima, conseguindo converter o corante e mantendo-se incolores; enquanto 
que oócitos maturos possuem baixas concentrações da enzima, não convertendo 
o corante, permanecendo corados (MANJUNATHA et al., 2007). O BCB tem sido 
utilizado por vários autores, os quais utilizaram para a coloração o meio D-PBS 
(ROCA et al., 1998; WONGSRIKEAO et al., 2006; OPIELA et al., 2008;  MOTA et 
al., 2009; OPIELA et al., 2010; PAWLAK et al., 2011; PEREIRA et al., 2013). 
 O objetivo desse trabalho foi avaliar a seleção de oócitos suínos através do 
BCB em diferentes meios, na maturação (MIV) e na fertilização in vito (FIV). 

 
2. METODOLOGIA 

 
Ovários de fêmeas pré-púberes foram coletados em frigorífico local e 

transportados em NaCl 0,9 % acrescida de gentamicina em temperatura de 30-35 
°C. No laboratório, os complexos cumullus oócitos (CCOs) foram recuperados a 
partir de folículos entre 3-6 mm de diâmetro, puncionados através de agulha 19 G 
acoplada à bomba de vácuo com pressão de 14 mmHg. Após a sedimentação os 
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oócitos foram selecionados em lupa estereoscópica. Somente os oócitos com 
citoplasma homogêneo e com células do cumulus compactas foram classificados. 
Após classificação, os CCOs foram separados em 5 grupos, os 2 primeiros com 
acréscimo do Brilliant Cresyl Blue (BCB) e os 3 últimos sem acréscimo 
(controles): 1)BCB+D-PBS ; 2) BCB+Repropel; 3) D-PBS; 4)ReproPel; 5) meio 
controle líquido folicular (PFF), no qual os oócitos não tiveram contato com 
nenhum meio além do PFF durante a busca e seleção. Em cada grupo, os CCOs 
permaneceram por 60 min, em placa fechada dentro de estufa de CO2 sob a 
temperatura de 39 °C. Após este tempo foi feita a observação de coloração e os 
CCOs foram separados em corados e não corados. 

 Todos os CCOs foram colocados para maturação por 48h em meio NCSU-
23 suplementado com 10% de líquido folicular suíno (PFF), piruvato (0,727 mM), 
hipotaurina (5 mM), cisteína (0,6 mM), EGF (10 ng/ml), glutamina (1,0 mM) e B-
mercaptoetanol 25 µM.  Sendo que somente nas primeiras 24 horas os meios 
foram acrescidos de 10 Ui de hCG e eCG e dAMP-c (1 mM).  

A fecundação in vitro foi realizada utilizando meio mTBM (ABEYDEERA et al., 
1997). Foi utilizado sêmen congelado de um macho com fertilidade previamente 
conhecida em todo o experimento. A seleção espermática foi realizada através do 
método mini-percoll, sendo que o gradiente utilizado foi de 45% e 80%, ambos 
utilizaram o meio mTBM para diluição do percoll. A primeira rotação foi de 1.000 
rcf por 2 min. O pellet foi ressuspendido em meio de FIV e realizada a segunda 
rotação de 900 rcf durante 1 min. Após foi retirado o sobrenadante e realizada a 
concentração. Os oócitos foram inseminados em gotas de 400 µL com a 
proporção de 200.000 espermatozóides/gota, durante 6 h. Passado este período 
foi realizado o cultivo, em meio PZM3 acrescido de piruvato 0,2mM, glutamina 
1mM, hipotaurina 5mM e BSA 3mg/mL até o D4. No D4 o meio foi trocado, foi 
utilizado a partir deste dia meio PZM3 com os mesmos aditivos anteriores, com 
exceção do BSA, este foi alterado por 10% soro fetal bovino inativado. Após a FIV 
foram avaliados a clivagem e o desenvolvimento embrionário. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A taxa de clivagem, avaliada no segundo dia após a FIV, e as 
porcentagens de mórula compacta e blastocisto, avaliados no sétimo dia após a 
FIV, estão descritos na Tabela 1. 

 
Tabela 1: Porcentagem de oócitos clivados, desenvolvimento de mórula 

compactada e blastocistos nos diferentes meios utilizados. 
 

Método  D2 % (n) MC+BL %(n) (n) total 

PBS+ 44,8 (69) 10,4 (16)ab 154 

PBS- 36,7 (29) 17,7 (14)a 79 

PBSc 47,7 (169) 6,2 (22)b 354 

Repropel+ 46,5 (114) 7,8 (19)b 245 

Repropel- 100 (26) 3,8 (1)c 26 

Repropelc 46,3 (74) 10,6 (17)ab 160 

( n) Total 481 89 1018 

 Os resultados deste trabalho mostraram que ambos os meios podem ser 
utilizados para a manutenção oocitária. Porém, para o teste de seleção BCB os 



 

resultados obtidos foram contraditórios para ambos meios. Com a utilização do 
meio PBS, não houve diferença nos resultados entre os grupos positivo e 
negativo, o que demonstrou que nesse meio a seleção de oócitos com maior 
viabilidade não ocorreu eficientemente. Já no meio ReproPel, houve diferença 
entre o grupo positivo e o negativo, contudo o grupo controle não diferiu do grupo 
corado. Esse resultado demonstra que o meio ReproPel teve maior eficiência na 
seleção oocitária que o meio PBS. Entretanto, como não houve diferença do 
grupo corado com o controle, questiona-se a necessidade da utilização do BCB.  

A seleção de oócitos competentes é crucial para a produção in vitro de 
embriões (FAKRUZZAMAN et al., 2013). O BCB foi considerado um teste simples 
e eficaz para a seleção oocitária em várias espécies (ROCA et al., 1998; 
WONGSRIKEAO et al., 2006; OPIELA et al., 2010). Entretanto, existem autores 
que acreditam que o BCB é um método duvidoso, devido aos oócitos corados, os 
quais são considerados mais viáveis, não diferirem do grupo controle, sem 
exposição ao corante (OPIELA et al., 2008; PEREIRA et al., 2013). Também, 
PAWLAK et al., (2011) encontraram altas taxas de alterações cromossomais em 
oócitos após exposição ao BCB. 

 A baixa taxa de desenvolvimento embrionário encontrada neste trabalho 
pode ter ocorrido em decorrência do período em que os oócitos ficaram em 
contato com o corante e com o meio durante o teste do BCB. Todos os oócitos 
fecundados foram expostos somente ao meio ou ao meio com corante por um 
tempo adicional de 60 min. Este período de exposição pode afetar o 
desenvolvimento (OPIELA & KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2013). GOOVAERTS et 
al. (2010) e VANDAELE (2008) relataram que o tempo para o teste BCB, 
geralmente entre 60 e 90 min pode acarretar em perda na viabilidade, 
comprometendo o desenvolvimento embrionário posterior.  

  
4. CONCLUSÕES 

 
A manutenção dos oócitos suínos pode ser realizada através da utilização 

dos meios PBS e ReproPel. Entretanto, para a seleção através do BCB, é 
necessária a realização de outros estudos para confirmar a efetividade do meio 
ReproPel. 
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