Avallacao da seguranca da utilizacao dc
corante Azul Cresil Brilhante em modelo de

cultura primaria de células foliculares

Para o segundo experimento, GCs e CCs foram expostas

Q a diferentes concentracoes de BCB (13, 20 ou 26 uM) por
60 minutos, utilizando o diluente mDPBS, a fim de avaliar
a concentracao mais segura.

A selecao de oocitos destinados a maturacao in vitro
(MIV) baseia-se na morfologia do complexo cumulus-
oocito, apesar de este método nao ser preciso. Desta  concentracdes de BCB

Tabela 2: Resultados da contagem celular e MTT entre grupos tratados com diferentes

forma, técnicas nao invasivas de selecao de odcitos | GCs | CCs
estao sendo desenvolvidas, sendo uma delas baseada na e I = R W WO =
utilizacdao do corante Azul Cresil Brilhante (BCB), ja
consolidada em espécies animais, mas nao em humanos.
Visto que a utilizacao de od6citos humanos para pesquisa
é restrita e que as células murais da granulosa (GC) e do
cumulus oophorus (CC) apresentam intima relacao com o
oocito, a utilizacao do BCB nestas células permite
elucidar, de forma indireta, o possivel efeito do BCB  ° different from BCB 13 uM.

sobre oocitos humanos e indicar o protocolo de < gigerent from BCB 20 uM and BCB 26 uM.
aplicacao do BCB considerado mais seguro. Assim, este
estudo avaliou a viabilidade das GCs e CCs expostas a
diferentes protocolos de aplicacao do BCB.

DMEM with phenol red | 336 +0.58 | 0.052 = 0.006 | 549102 | 0.088 £ 0.011°
BCB 13 yM in mDPBS 348 +0.80 0.051 £ 0.006 579+1.02 0.073 £0.006
BCB 20 yM in mDPBS 350+0.72 0.046 = 0.004 515+0.82 0.067 = 0.006
BCB 26 uM in mDPBS 299 +0.67 0.042 +0.003° 4 67 = 0.56° 0.067 = 0.006

* different from DMEM \'Nith phenol red'and BCB 13 pM. |

As células tratadas com 20 uM e 26 uM apresentaram
menor viabilidade e proliferacao em relacao ao grupo
controle (Tabela 2). Sendo assim, a concentracao de 13

> UM foi utilizada na avaliacao da exposicao das células ao
MetOdOS & ReSUItadOS BCB nos tempos 60, 90 e 120 minutos. O tempo 60
minutos demonstrou nao afetar a viabilidade e a

GCs e CCs foram coletadas de 24 pacientes submetidas oroliferacio celular em relacdo ao controle (Tabela 3).

4 pungao Ovarlana’. cultivadas Separadament.e p?r 48 Tabela 3: Resultados da contagem celular e MTT entre grupos tratados com diferentes
horas e expostas a diferentes protocolos de aplicagao do  tempos de exposicdo ao BCB

BCB. A fim de avaliar o efeito dos tratamentos, ensaios | GCs | cCs

de proliferacao (contagem celular com azul de tripan) e Cellcounter ~ MTT  Cellcounter  MTT

de viabilidade celular (ensaio de MTT) foram realizados ouemuinphenoired  10.8282126 0071320003 100572133 00952 0,008

apos mais 48 horas de cultivo. 60 minutes 9.823+101 007110003 10411+165  0.087+0.008
Para avaliar o melhor diluente a ser utilizado como ., . . Sl dal  GERe s vimsn i s coieg

BCB as células foram expostas a DMEM com vermelho
fenol (controle), DMEM sem vermelho fenol, DPBS ou
DPBS modificado (mDPBS), por 60 minutos.

Tabela 1: Resultados da contagem celular e MTT entre grupos tratados com diferentes diluentes

ocs | ces Conclusao

Cell counter MTT Cell counter MTT

120 minutes 9676 +1.20 0.0696 = 0.003 7.09+1.16° 0.084 £ 0.008

* different from DMEM with phenol red and 60 min.

® different from DMEM with phenol red

A viabilidade e a proliferacao das células foliculares nao
foram comprometidas, quando expostas ao BCB 13 uM
diluido em mDPBS por 60 minutos, demonstrando a

DMEM with phenol red 3.96 = 1.09 00700007 168+x020 0.085+0.009
DMEM without phenol red 3.56 £ 0.86 00730006 158+025 0.085+0.007

DeE i i arelinc seguranca da aplicacao deste protocolo, e levantando a
i _ 429=080 007820006 1792037 00872010  hindtese de que sua aplicacdo n3o ird interferir com a
* different from mDPBS. qualidade de od6citos humanos.

Nao houve diferenca na viabilidade e proliferacao
celular dos grupos em relacao ao controle (Tabela 1). Financiamento: CNPq e FIPES - HCPA
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