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Introducio: O cultivo in vitro de tecido ovariano bovino pode ser realizado por até 6
dias, sendo os fragmentos posteriormente processados por técnicas histologicas. No
entanto, esse processamento pode comprometer a integridade do tecido, restringindo a
analise a morfologia e reduzindo a confiabilidade na avalia¢do da viabilidade folicular.
Diante dessa limitagdo, a utilizagdo do corante Vermelho neutro (Neutral Red), surge
como uma alternativa ndo invasiva e promissora para a avaliagdo da viabilidade
tecidual. O corante permite identificar os foliculos viaveis durante o cultivo, pois se
acumula preferencialmente em organelas como os lisossomos, em funcao da sua
afinidade por estruturas lipidicas ativas. Essa colorag@o possibilita o monitoramento da
integridade celular ao longo do periodo de cultivo. Com isso, aumentando a precisdo
das andlises e reduzindo a dependéncia do processamento histologico tradicional.
Objetivo: Avaliar os diferentes tempos de incubag¢do (30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3
horas e 4 horas) com o corante Neutral Red para padronizar um protocolo eficaz para a
avaliacdo da viabilidade dos foliculos inclusos no tecido ovariano bovino cultivados in
vitro. Métodos: Os fragmentos de tecido ovariano bovino foram padronizados com
tamanho aproximado de 1,5mmx0,5mm e cultivados em pogos de 300uL de meio a-
MEM suplementado com BSA, (1,25 mg/mL) glutamina (2mM), hipoxantina (2mM),
penicilina/estreptomicina (100 pg/mL), insulina (10 pg/mL), transferrina (5,5 pg/mL),

selénio (10 ug/mL). Em seguida, foi adicionado corante Neutral Red, na concentragao
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de 50 pg. Apos a adigdo do corante, os fragmentos foram analisados em microscopio
invertido nos seguintes intervalos de tempo: 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4
horas. Posteriormente, os fragmentos foram incubados com Hoechst incudabos por 15
minutos e analisados em microscopio confocal Mica Widefield Live Cell. Usando a
objetiva de 10x para identificagdo dos foliculos viaveis por fluorescéncia em todo o
tecido, e a objetiva de 63x para observagao detalhada das estruturas foliculares presentes
no tecido. Resultados: ApoOs cada intervalo de cada tempo, os fragmentos foram
analisados. No perido de 30 minutos a 1 hora, foi observado uma marcagao muito fraca
das células do foliculos viaveis presentes no tecido. No periodo de 2 horas, houve um
aumento na intensidade da marcagdo desses foliculos, porém, somente entre 3 ¢ 4 horas
a marcagao tornou-se mais evidente e confidvel para a avaliacdo da viabilidade celular
utilizando o microscopio confocal Mica Widefield Live Cell. Conclusdes: As analises
indicaram que o intervalo de 4 horas de exposi¢do ao Neutral Red proporciona melhor
coloracdo dos foliculos pré-antrais iniciais, facilitando a identificagdo dos foliculos
vidveis presentes no tecido. Assim, contribuindo para a padronizacdo de um protocolo
de avaliagdo da viabilidade dos foliculos inclusos no tecido ovariano bovino cultivados

in vitro.
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