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E.P. Costa’, F.G. Lopes?, E.C.M. Pereira?, V.L.D. Queiroz®, G.G. Macedo?,
J.R.M. Almeida Neto?, A.H.A. Costa’

!Departamento de Veterinaria - UFV
Av. PH Rolfs, s/n
36570-000 — Vigcosa, MG
2Aluno de pés-graduacéo - DVT-UFV — Vigosa, MG
3Aluno de graduacdo - DVT-UFV - Vicosa, MG
*GERMOVET - Vicosa, MG

A contagem do nimero total de células tem sido
utilizada como um importante pardmetro na
avaliacgho da qualidade de embrides. O
desenvolvimento fetal normal é dependente do
nimero de células totais do embrido, e o
estabelecimento de uma proporcdo adequada
entre massa celular interna e trofoblasto é
considerado  essencial para assegurar a
viabilidade embrionaria (Lane e Gardner, 1997).

A escolha do método de coloragdo depende dos
tipos de células e dos objetivos especificos de
cada trabalho. O método de coloracdo de
embrides que utiliza o corante DNA especifico
Hoeschst 33342 foi descrito por Pursel et al.
(1985) e Handyside e Hunter (1984) e mais tarde
utilizado por Ellington et al. (1990), ao
trabalharem com embribes bovinos.

Esse método foi também descrito em outras
espécies como em murinos (Warger Il et al.,
2008) e ovinos (Smith e Wilmut, 1989). Tal
técnica envolve a utilizacdo do corante Hoeschst
33342 e a visualizacdo em microscopia de
fluorescéncia apds fixacdo em lamina e laminula.
Tarin et al. (2002) descreveram o uso de dois
corantes, o iodeto de propideo e o Hoeschst
33342 sucessivamente. Além disso, métodos
mais simplificados e de custos reduzidos também
tém sido utilizados, como a coloracdo de Giemsa,
descrita em embribes de camundongas
(Hishinuma et al., 1996).
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Lim et al. (1994) propuseram um método de
contagem de células baseado na metodologia
utilizada para preparacdo de cromossomos de
zigotos e blastocistos bovinos. Nesse estudo,
embries bovinos foram mantidos em solugéo de
citrato de sédio 0,9% em temperatura de 20 a
25°C, por 15 minutos. Apos esse periodo, os
embrides foram mantidos em solucéo de fixacdo
aceto-alcool por 60 a 90 segundos e transferidos
posteriormente para as laminas. A solugdo
fixadora era composta de metanol, acido acético
e agua destilada na proporcdo 3:2:1, em
temperatura de 4°C. Apds secagem, durante 30
minutos em temperatura ambiente, as laminas
foram coradas por 15 a 20 minutos com solugdo
Giemsa 10%. Em seguida, o corante foi
removido com 4gua destilada, e as células
contadas em microscopio invertido.

O método de contagem de células proposto por
Fukui e Ono (1989) consiste na manutencdo de
embrides em solucdo de citrato de sodio 0,9%
em temperatura ambiente, por 10 a 20 minutos.
Apo6s esse tempo, os embrides devem ser
mantidos por um minuto em solucédo de fixacéo e,
entdo, fixados em lamina, em depoésito de
pequeno volume de fixador. A solucdo fixadora
foi composta de alcool, acido acético e agua
destilada na propor¢do 3:2:1, a 4°C. Apds a
secagem, durante uma hora em temperatura
ambiente, as l&minas foram coradas por 15
minutos com solucdo Giemsa a 10%.
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Posteriormente, o corante foi removido com agua
destilada, e as células contadas em microscopio
de contraste de fase.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
técnica simplificada e eficiente para contagem do
nimero total de células de embrides de
camundongas.

O trabalho foi realizado com embriGes de
camundongas da espécie Mus musculus, da
linhagem Suica-Albina. As fémeas doadoras de
embrides foram submetidas ao protocolo de
superovulacdo  (Rafferty Jr., 1970) e,
posteriormente, colocadas em gaiolas individuais
para o acasalamento, na proporcdo de duas
fémeas para cada macho, por 24 horas.

Apos 60 a 80 horas do acasalamento, as fémeas
doadoras foram submetidas a eutanasia para
posterior coleta dos embrides. Os procedimentos
relacionados ao sacrificio dos animais foram
aprovados pela Comissdo de FEtica do
Departamento de Veterindria da UFV, processo
10/2006, em reunido realizada no dia 26 de abril
de 2006.

A coleta dos embrides foi precedida da lavagem
dos cornos uterinos, por onde se perfundiu o
meio PBS modificado por Whittingham (1971),
previamente equilibrado (37°C), mediante 0 uso
de uma seringa de 3mL acoplada a uma agulha
hipodérmica (30 x 0,70mm, 22G). Depois de
classificados, foram selecionados para o cultivo
apenas embrides nos estadios de blastocisto
inicial, mérula compacta graus | e Il, que foram
posteriormente cultivados durante 10 horas.

Ap06s o término do tempo de cultivo, os embrides,
transferidos e lavados em placa escavada, em
meio Talp-Hepes modificado, previamente
equilibrado  (37°C), foram classificados
novamente guanto ao estadio de
desenvolvimento e a qualidade embriondria
(Stringfellow e Seidel, 1998), com o auxilio de
um  microscopio  estereoscépio  (Olympus
Optical®, modelo SZ-40/ SZ-ST) em ocular de
10X e objetiva de 4X. Depois de classificados,
195 embriGes viaveis no estadio de blastocisto
foram processados para contagem do ndmero de
células de acordo com a nova técnica proposta.

A fim de se proceder a contagem do nimero de
células, foram executadas sucessivas etapas.
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Primeiramente, laminas previamente preparadas
e limpas com solucdo alcool-éter (1:1) foram
riscadas em forma de circulo com uma ponteira
de diamante a fim de se delinear o espaco onde
se encontrard o embrido durante o procedimento.
Apds o término do tempo de cultivo, os embrides
foram  classificados  morfologicamente e
mantidos em  geladeira, aguardando o
processamento para proxima etapa. Cada
embrido foi submetido separadamente a todos 0s
procedimentos subsequentes. Inicialmente o
embrido foi transferido e mantido por 60
segundos em solugdo de citrato de sddio 0,88% e
agua destilada, na proporcao 1:1, em temperatura
ambiente. Apds esse tempo, o embrido foi
transferido e mantido por 30 segundos em
solucdo de fixacdo, composta de metanol:acido
acético:agua destilada, na proporgdo 3:2:1, a 5°C.
Apos esse periodo, o embrido foi transferido para
uma lamina previamente limpa, desengordurada
e enxuta. Depois, com o auxilio de um
microscopio estereoscopio em ocular de 10X e
objetiva de 4X e uma micropipeta
(confeccionada de tubo capilar para micro-
hematdcrito), foi aspirado todo o excesso de
solucdo de fixacdo, até que o embrido ficasse
levemente aderido na superficie da lamina. Em
seguida, a lamina foi fixada a temperatura de
37°C, sobre placa aquecedora, por 15 minutos.
Apos a fixacdo, a preparacdo, corada com o kit
de coloracdo panético réapido (Instant Prov®), foi
imersa sequencialmente nos corantes nimeros 1,
2 e 3, em intervalos de cinco segundos.
Posteriormente, a lamina  foi  lavada
cuidadosamente em éagua destilada e seca ao ar.
Imediatamente ap6s a secagem, foi adicionada
uma pequena gota de dleo de imersdo (2uL) na
preparacdo, sendo coberta com uma laminula (22
X 22mm) e vedada as margens com esmalte. Por
fim, foi realizada a contagem do nUmero de
celulas utilizando-se um microscopio
estereoscopio em ocular de 10X e objetiva de 4X
ou microscopio convencional.

Foram analisadas 195 laminas confeccionadas
pela técnica descrita a partir de embrides
murinos previamente expostos a meios de
manipulagdo. A técnica desenvolvida é diferente
dos métodos convencionais (Fukui e Ono, 1989;
Lim et al., 1994), usualmente empregados para
contagem de células embrionérias nas diferentes
espécies de animais. A técnica desenvolvida
permitiu uma andlise rapida e precisa do nimero
total de células embrionérias, aspecto essencial

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.6, p.1507-1510, 2010



Nova técnica para contagem...

para estudos de maturacdo embrionéaria e
fecundagdo in vitro. Além disso, possibilitou
visualizagdo nitida de células em microscopio
estereoscOpio e maior tempo de permanéncia da
qualidade de colora¢éo em laminas.

O tempo de confecgdo das laminas é um fator
determinante para o diagnostico rapido e seguro
durante os procedimentos de producdo de
embrides in vitro, principalmente quando se tem
um ndmero elevado de Ilaminas a serem
analisadas. O método que utiliza a coloracdo de
Giemsa 10%, descrito por Fukui e Ono (1989),
prevé o tempo de uma hora para secagem das
laminas ap6s a fixacdo, enquanto Lim et al.
(1994) preveem 30 minutos. O método proposto
descreve a secagem das laminas em um menor
tempo, apenas 15 minutos. Além disso, o tempo
de exposicdo ao corante representa outra
vantagem da metodologia proposta. O tempo de
permanéncia do corante Giemsa para coloragdo
de laminas de embrides foi descrito com duragéo
aproximada de 15 minutos (Fukui e Ono, 1989;
Lim et al., 1994), mais longo que o descrito nesta
técnica, que é de aproximadamente 15 segundos,
sendo de 5 segundos em cada solugdo.

Outra vantagem da técnica proposta consiste no
procedimento de visualizacdo das células
embrionarias para a realizagdo da contagem.
Enquanto técnicas exigem microscopia de
contraste de fase (Fukui e Ono, 1989),
microscopia invertida (Lim et al., 1994) ou
microscopia de luz (Hishinuma et al., 1996) para
a contagem de células, no método proposto este
procedimento pode ser realizado com o uso de
equipamento mais simples, que é o microscopio

estereoscopio (40x de aumento), o qual permite a
visualizacdo e individualizacdo das células (Fig.1)
para a realizacdo do procedimento de contagem,
tendo em vista que o uso do pandtico como
corante possibilita boa nitidez na visualizacdo
das células embrionérias.

-~ .
-. .-‘ e .
- ~‘ ‘
. e 3
s A
L »

Figura 1. Células de um embrido no estadio
inicial de blastocisto expandido e que utilizou a
técnica descrita, sob aumento de 400X.

A  técnica  desenvolvida  permitiu o
processamento mais rapido de embrides para
avaliacdo do numero de células, assim como o
uso de microscopios estereoscpios nas analises,
e constituiu uma alternativa as técnicas
convencionais.

Palavras-chave: contagem de células, embrido,
reproducao

ABSTRACT

A simplified, fast, and innovative method was developed to count the total cell number in blastocysts.
Murine blastocysts (N = 195) were used in this study. They were obtained after 10h culture of initial
blastocysts, compact morulae grades | and Il recovered from superovulated mouse. After culture, the
blastococysts were selected to test the new proposal of counting. The process was done after embryo
fixation in a sodium citrate solution, and adherence in glass slide. Following, the coloration was done
using a fast panoptic coloration kit. As a result, it was possible to identify the blastomeres and count them
in each blastocyst. This method provided a fast and effective analysis of the total cell number when
compared with other techniques. Moreover, this new method shows advantages related to the cell
visualization, which can be done in more simple equipment like stereoscopic microscope. Other
interesting observed point was the long period of time and quality that the coloration stays on slides,
considering other techniques.

Keywords: cell count, embryo, reproduction
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