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RESUMO 

 

SANTOS, Giancarlo Magalhães dos, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto 
de 2011. Vitrificação de ovócitos imaturos de bovinos. Orientador: Eduardo Paulino 
da Costa. Co-orientadores: Carlos Antônio de Carvalho Fernandes, Tarcízio Antônio 
Rêgo de Paula, Luiz Sérgio de Almeida Camargo e João Henrique Moreira Viana. 

 

 

Objetivou-se avaliar o efeito de soluções vitrificantes e da vitrificação em 

ovócitos imaturos bovino. Os ovócitos foram obtidos a partir de ovários coletados de 

fêmeas bovinas logo após o abate, selecionados morfologicamente e distribuídos de 

acordo com os tratamentos. O procedimento experimental foi dividido em duas fases. 

Na primeira fase foi testada a toxicidade de soluções de vitrificação. Na segunda fase, 

foi testado o efeito da vitrificação. Na primeira fase, os ovócitos foram submetidos à 

maturação “in vitro” após manutenção em diferentes soluções de vitrificação (61 

tratamentos). Foram testadas soluções de equilíbrio (SE) de 3, 8, 16, 20, 32 e 40% de 

Etilenoglicol (EG) em tempos (TE) de 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 10 minutos e posteriormente 

mantidos por 1 minuto em solução de vitrificação (SV) contendo 40% de EG e 1,0 

mol.L-1 de sacarose. O mesmo procedimento foi realizado, porém, utilizando solução 

de vitrificação contendo 25% de EG, 25% de DMSO e 1,0 mol.L-1 de sacarose. Após 

estes procedimentos, os ovócitos foram reidratados e submetidos ao cultivo ‘in vitro” 

por 24 horas. Observou-se maturação nuclear em grande parte dos tratamentos com 

exceção das combinações de SE com 32 e 40% de EG nos diferentes TE. Da mesma 

forma, os ovócitos expostos à SV de 25% de EG + 25% de DMSO + 1 mol.L-1 de 

sacarose não possibilitaram a maturação.  Os melhores resultados foram as soluções de 

SE contendo 3%, 16%, expostas por cinco minutos e 20% de EG, expostas por 10 

minutos (76,7, 57,1 e 66,7% de ovócitos em metáfase II, respectivamente). Todos 

estes tratamentos foram expostos ao final do equilíbrio à SV, contendo 40% de EG + 

1,0 mol.L-1 de sacarose. Na segunda etapa, ovócitos foram submetidos aos 

procedimentos conforme descrito na primeira fase. Foram testadas SE com 3% de EG 

(por 1, 5, 6, 8, e 10 minutos), 8% de EG (por 1, 5 e 10 minutos), 16 e 20% de EG (por 

5 e 8 minutos). Posteriormente, os ovócitos foram mantidos por 1 minuto em SV 

contendo 40% de EG e 1,0 mol.L-1 de sacarose. Posteriormente, os ovócitos foram 

envasados em palhetas de 0,25 mL, vitrificados (imersos em nitrogênio líquido) e 
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posteriormente desvitrificados, rehidratados e submetidos à maturação “in vitro” por 

24 horas. Observou-se que as combinações SE com 3% de EG, com TE de 1, 5, 6, 8 e 

10 minutos proporcionaram taxas de metáfase II de 10,4; 19,3; 10,0; 7,6 e 14,3% 

respectivamente. As combinações SE com 8% de EG, com TE de 1, 5 e 10, e SE com 

16% de EG, com TE de 5 minutos e SE de 20% de EG, com TE de 8 minutos 

proporcionaram taxas de metáfase II de 12,9; 6,9; 2,4; 23,1 e 2,0% respectivamente, 

sendo que todas diferem (P<0,05) ao grupo testemunha (73,7%).  Foram processados 

ovócitos para a avaliação da ultraestrutura e expressão gênica. A ultraestrutura indicou 

que ovócitos de todos os tratamentos testados (exceto o grupo testemunha) 

apresentavam organelas degeneradas. Adicionalmente, não foi observada a 

distribuição citoplasmática típica de mitocôndrias de um ovócito maduro. Já na 

expressão gênica observou-se que ovócitos expostos a solução de equilíbrio de 16% de 

EG em tempo de cinco minutos apresentam maior quantidade de transcritos 

relacionados com o estresse oxidativo (HSP 70.1). No entanto, os transcritos da 

transcrição materno-zigótica (MATER e ZAR1) foram sub-regulados (P<0,05). 

Conclui-se que os procedimentos de desidratação testados para vitrificação de 

ovócitos, com exceção das combinações de SE com 32 e 40% de EG nos diferentes 

TE, podem não comprometer a taxa de maturação nuclear após maturação “in vitro”. 

Entretanto, comprometem a integridade ultraestrutural, a maturação citoplamática e a 

expressão gênica. 
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ABSTRACT 

 

SANTOS, Giancarlo Magalhães dos, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 
2011. Vitrification of bovine immature oocytes. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. 
Co-advisers: Carlos Antônio de Carvalho Fernandes, Tarcízio Antônio Rêgo de Paula, 
Luiz Sérgio de Almeida Camargo and João Henrique Moreira Viana. 

 
 

The aim was to investigate the effects of vitrification solutions and vitrification 

of bovine immature oocytes. The oocytes were obtained from ovaries collected from 

bovine females immediately after slaughter, morphologically selected and distributed 

according to the treatments. The experimental procedure was divided into two phases, 

in the first phase was tested the toxicity of vitrification solutions and in the second 

phase was tested the effect of vitrification. In Experiment 1, the oocytes were matured 

in vitro after maintenance in differents vitrification solutions (61 treatments). 

Solutions of equilibrium (SE) of 3, 8, 16, 20, 32 and 40% ethylene glycol (EG) were 

tested to equilibration time (ET) of 1, 2, 4, 5, 6, 8 and 10 minutes and then maintained 

by 1 minute in the vitrification solution (VS) containing 40% EG and 1.0 mol L-1 

sucrose. The same procedure was performed in other tratament, but using the 

vitrification solution containing 25% EG, 25% DMSO and 1.0 mol L-1 sucrose. After 

these procedures, the oocytes were rehydrated and subjected to cultivation in vitro for 

24 hours. Nuclear maturation was observed in most treatments except in SE 

combinations with 32 and 40% EG at different ET. Likewise, the oocytes exposed to 

SV 25% EG + 25% DMSO + 1 mol L-1 sucrose did not allow maturation. The best 

results were obtained with SE solutions containing 3% and 16% exposed for five 

minutes and 20% EG exposed for 10 minutes (76.7, 57.1 and 66.7% of oocytes in 

metaphase II, respectively). All treatments groups were exposed to the end of the 

equilibrium to the SV, containing 40% EG + 1.0 mol L -1 sucrose. In Experiment 2, 

oocytes were submitted to the procedures described in the Experiment 1. Were tested 

SE containing 3% EG (for 1, 5, 6, 8, and 10 minutes), 8% EG (for 1, 5 and 10 

minutes), 16 and 20% EG (for 5 and 8 minutes). Subsequently, the oocytes were 

maintained for 1 minute at SV containing 40% EG and 1.0 mol L-1 sucrose. 

Subsequently, the oocytes were packed into 0.25 mL straws, vitrified (immersed in 

liquid nitrogen) and subsequently desvitrificated, rehydrated and submitted to 

maturation in vitro for 24 hours. It was observed that the SE combination with 3% of 

EG, in ET of 1, 5, 6, 8 and 10 minutes provided the metaphase II rates of 10.4, 19.3, 

10.0, 7.6 and 14 3% respectively. The combinations SE with 8% EG with ET 1, 5 and 
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10 minutes and SE with 16% EG, 5 minutes with ET and SE of 20% EG with ET 8 

minutes provided rates of metaphase II 12.9, 6.9, 2.4, 23.1 and 2.0% respectively, all 

of which differ (P <0.05) than the control group (73.7%). Oocytes were processed for 

the evaluation of the ultrastructure and gene expression. The ultrastructure of oocytes 

indicated that all treatments (except control group) had degenerated organelles. 

Additionally, it not observed cytoplasmic distribution of mitochondria typical of a 

mature oocyte. In the gene expression was observed that oocytes exposed to the 

equilibrium solution of 16% EG in five minutes have a higher amount of transcripts 

related to oxidative stress (HSP 70.1). However, the transcripts of the maternal-

zygotic transcription (MATER and ZAR1) were under-regulated (P <0.05). We 

conclude that the procedures of dehydration tested for cryopreservation of oocytes, 

except for combinations of SE with 32% EG and 40 in different TE, cannot 

compromise the rate of nuclear maturation after maturation "in vitro". However, 

ultrastructural compromise the integrity, citoplasmatic maturation and gene 

expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O desenvolvimento e a utilização de biotécnicas ligadas à reprodução animal 

são condições indispensáveis para o aumento da eficiência reprodutiva dos rebanhos. 

Neste sentido, especialmente no tocante a ruminantes domésticos, biotécnicas como 

a inseminação artificial e a transferência de embriões vêm sendo utilizadas com 

sucesso. Adicionalmente, outras biotécnicas como a produção “in vitro” (PIV) estão 

cada dia mais difundidas, apesar de fatores limitantes como a necessidade de um 

laboratório de cultivo bem estruturado e próximo ao local de coleta. Deste modo, a 

possibilidade de criopreservação imediata dos ovócitos recém aspirados (imaturos) 

facilitará sobremaneira o procedimento de produção “in vitro” de embriões, 

tornando-o mais acessível e prático. 

Com a otimização de criopreservação de ovócitos, a técnica possibilitará a 

formação de bancos de germoplasma, mantendo a variabilidade genética entre as 

raças e preservando espécies selvagens em extinção. Finalmente, a criopreservação 

representa ainda um apoio essencial na produção de embriões, na engenharia 

genética e nos procedimentos de transferência nuclear e clonagem de embriões.  

Adicionalmente, o progresso da criopreservação de ovócitos permitirá uma 

melhor logística, tanto no manejo de doadoras e receptoras como também no 

laboratório (DIEZ et al., 2005), proporcionando disponibilidade de ovócitos que 

permite concentrar as atividades em dias programados, contribuindo na redução dos 

custos de produção “in vitro” de embriões. 

Dentre as metodologias para criopreservação de ovócitos, a vitrificação tem 

sido apontada como uma importante alternativa, sendo sua viabilidade demonstrada 

em várias espécies domésticas. Nos últimos anos, pesquisas têm indicado que o 

aumento da velocidade de resfriamento e reaquecimento proporciona maior 

sobrevivência aos ovócitos criopreservados e isto é obtido por meio das 

metodologias de vitrificação. Os resultados obtidos com a criopreservação de 

ovócitos bovinos, especialmente os imaturos, são ainda muito ruins e pouco atrativos 

economicamente.  

A criopreservação de ovócitos imaturos (recém aspirados) possibilita que o 

processamento seja realizado no próprio local de aspiração folicular. 

Adicionalmente, a vitrificação não requer equipamentos especiais, facilitando 
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sobremaneira a criopreservação de ovócitos no sentido prático e econômico, 

reduzindo significativamente os custos. Assim, o grande desafio é encontrar um 

protocolo de vitrificação de ovócitos imaturos que possa ser aplicado posteriormente 

na produção “in vitro” de embriões bovinos. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência de diferentes soluções 

e tempos de equilíbrio e de soluções de vitrificação para ovócitos imaturos bovinos 

que sejam eficientes sobre a taxa de maturação “in vitro”. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Produção “in vitro” de embriões bovinos 

 

 A PIV de embriões no Brasil encontra-se em destaque, sendo que no ano de 

2008 ultrapassou 66% da produção mundial (VIANA et al., 2010), tendo como 

principal objetivo acelerar o ganho genético do rebanho bovino (TESSMANN et al., 

2004). Entretanto, a técnica apresenta limitações, sendo um dos principais 

problemas, os baixos resultados do desenvolvimento “in vitro” dos embriões, uma 

vez que, em média, de cada 100 ovócitos bovinos colocados para maturar, apenas 30 

a 40% se desenvolvem até o estádio de blastocisto (MOORE et al., 2007;  

GONÇALVES et al., 2007). 

 Evidências sugerem que, enquanto as condições de cultivo na PIV podem 

influenciar o potencial de desenvolvimento dos embriões bovinos, a qualidade 

intrínseca do ovócito é o fator chave que determina a proporção de ovócitos que se 

desenvolvem até blastocisto (LONERGAN e FAIR, 2008). Deste modo, ovócitos de 

boa qualidade, com boas características morfológicas e de desenvolvimento, são o 

primeiro requisito para o sucesso da produção “in vitro” de embriões. Caso contrário, 

os índices podem ser ainda menores (SENEDA et al., 2001). 

 Segundo Peixer et al. (1995), além dos baixos índices de blastocistos, a PIV 

ainda apresenta outras limitações como a qualidade biológica e as dificuldades na 

criopreservação dos embriões, a menor viabilidade dos ovócitos obtidos de bezerras 

em relação aos de vacas e novilhas, e o custo, que pode ser superior ao do embrião 

produzido pela transferência de embriões (TE). De acordo com MIRANDA et al. 

(2007), o custo do embrião produzido ainda continua elevado em função da 

necessidade de infraestrutura laboratorial, que inclui equipamentos importados e de 

alto custo, bem como meios e reagentes para o cultivo celular/embrionário. Na 

maioria das vezes, estes reagentes e equipamentos são importados e, 

consequentemente, de difícil aquisição e sujeitos às variações de preço de acordo 

com a moeda estrangeira. 

 Portanto, a fim de se obter melhores resultados com a técnica de PIV, muitos 

estudos continuam sendo desenvolvidos visando avaliar individualmente cada uma 
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das etapas, procurando ajustar, da melhor maneira possível, todas as variáveis 

envolvidas no processo. 

 

 

2.2. Maturação Nuclear e Citoplasmática do Ovócito 

 

 Um dos principais motivos da PIV apresentar reduzidas taxas de eficiência é 

a ausência de competência dos ovócitos antes da maturação. Em condições “in vivo”, 

o reinício da meiose ou maturação ocorre após o pico pré-ovulatório do hormônio 

luteinizante (LH) durante o estro e, momentos antes da ovulação, são observadas 

modificações citoplasmáticas em ovócitos (MÁXIMO, 2009). Neste mecanismo, 

estão envolvidas a síntese de proteínas e as mudanças no número, tamanho e posição 

de organelas, como a migração periférica dos grânulos corticais.  

Contudo, no procedimento “in vitro”, a simples retirada do ovócito do contato 

com as células foliculares é suficiente para dar início ao processo de maturação 

nuclear, ou seja, a meiose é retomada espontaneamente (MAYES e SIRARD, 2001; 

GONÇALVES et al., 2002; DIEZ et al., 2005). 

 A maturação nuclear do ovócito compreende a progressão do estádio 

dictióteno da primeira prófase meiótica ou estádio de vesícula germinativa (VG), 

seguida das fases de metáfase I (MI), anáfase I e telófase I, até a fase de metáfase II 

(MII). Esta fase coincide com a expulsão do primeiro corpúsculo polar (CP), 

ocorrendo, assim, a segunda parada da meiose (MEHLMANN, 2005; DEKEL, 

2005).  

 A duração necessária para a conclusão da primeira divisão meiótica de 

ovócitos bovinos “in vitro” varia entre 18 e 24 horas (SÜSS et al., 1988; HYTTEL et 

al., 1989). Todavia, existe uma sequência de eventos para a maturação nuclear do 

ovócito, sendo que o processo de quebra da vesícula germinativa (QVG) “in vitro” 

ocorre entre sete e 12 horas após o início do cultivo, enquanto a MI ocorre entre 12 e 

15 horas e a MII a partir de 18 horas, com a eliminação do corpúsculo polar entre 18 

e 21 horas. Após seis a sete horas, o CP se degenera, não podendo mais ser 

observado (HYTTEL et al., 1989). 

 A correta ocorrência desta sequência de eventos é fundamental, pois a 

habilidade do ovócito em ser fertilizado e desenvolver normalmente depende tanto da 
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maturação nuclear quanto da citoplasmática (HURTT et al., 2000; MAGNUSSON et 

al., 2008). O ovócito somente reiniciará a segunda parada da meiose se for fecundado 

pelo espermatozoide (FIGUEIREDO et al., 2002). 

 Durante o crescimento folicular, os ovócitos adquirem sua competência 

progressivamente. O fato deles chegarem ao estádio de MII “in vitro” não 

necessariamente significa que sejam competentes para suportar uma fecundação 

normal e posterior desenvolvimento embrionário “in vitro” (CROZET et al., 1995). 

Isso demonstra que a capacidade de completar a maturação citoplasmática se 

desenvolve além da maturação nuclear (DODE et al., 2000). 

 A maturação representa o estádio final da preparação do ovócito para a 

fecundação. Nesse período, mudanças morfológicas e bioquímicas, denominadas em 

seu conjunto de maturação citoplasmática, são essenciais para completar a meiose e 

para seu desenvolvimento futuro (DONNAY et al., 2004; DIEZ et al., 2005). 

 Costa (1994) e Diez et al. (2005) caracterizaram o ovócito imaturo bovino por 

apresentar várias camadas de células do cumulus oophorus não expandidas, aderidas 

a zona pelúcida, com comunicações formadas com o ovócito por meio junções gap, e 

núcleos normais. As mitocôndrias estão situadas na periferia, intimamente ligadas a 

gotas lipídicas, juntas ao retículo endoplasmático, com presença de grânulos corticais 

próximo ao córtex. Além dessas características, ausência ou pequeno espaço 

perivitelínico (EPV) (COSTA, 1994). 

Entretanto, no decorrer da maturação ocorre redistribuição das organelas 

intracelulares (mitocôndrias migram para posição perinuclear e grânulos corticais 

depositam-se abaixo da membrana vitelina) e a maturação dos mecanismos de 

liberação do Ca2+ são alguns dos eventos citoplasmáticos que ocorrem no ovócito 

(MERMILLOD et al., 2000; MORATO et al., 2008), com desenvolvimento do EPV 

(COSTA et al., 1994). O ovócito e a população de células da granulosa e do cumulus 

oophorus encontram-se interconectados pelas junções gap (HYTTEL et al., 1989).  

As funções dessas junções gap são diversas, pois permitem a passagem de 

substâncias de baixo peso molecular via células do cumulus oophorus (GORDON, 

1994), transmitindo sinais elétricos e transportando moléculas mensageiras das 

células foliculares ao ovócito. Mensageiros como adenosina monofosfato cíclica 

(cAMP) e Ca2+ podem passar através das junções gap para as células vizinhas, 

propagando sinais induzidos por estimulação hormonal (LAWRENCE et al., 1978). 
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A integridade das junções gap ainda parece ser essencial para dar suporte ao 

processo de fecundação (TANGHE et al., 2003). 

Destarte que na maturação as mitocôndrias exercem papel de extrema 

importância, pois são responsáveis pelo suprimento energético no processo de 

maturação, sendo crucial para o desenvolvimento do ovócito a sua movimentação 

para áreas de alto consumo (MÁXIMO, 2009). Adicionalmente, um número reduzido 

de mitocôndrias no decorrer do metabolismo ovocitário, pode influenciar 

posteriormente na embriogênese inicial, por causar uma distribuição anormal de 

organelas (SHOUBRIDGE et al., 2007).  

Já os eventos moleculares relacionados à maturação citoplasmática não são 

ainda totalmente conhecidos (MERMILLOD et al., 2000), mas sabe-se que a 

transcrição e o armazenamento de proteínas no citoplasma, são de fundamental 

importância na maturação e garantem o desenvolvimento embrionário inicial até o 

estádio de oito células em bovinos, quando o genoma embrionário é ativado, 

tornando-se necessária a síntese de novas proteínas (MEIRELLES et al., 2004). 

Os ovócitos com uma maturação nuclear normal, em tempo regular, mas que 

possuem uma assincronia entre a maturação citoplasmática e a nuclear, não serão 

fecundados ou não irão ter um desenvolvimento embrionário satisfatório, tornando-

se degenerados (BEVERS et al., 1997; MAGNUSSON et al., 2008). 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) permite a investigação de 

eventos citoplasmáticos e tem sido utilizada para elucidar detalhes referentes à 

morfologia do ovócito (MORATO et al., 2008). 

 

 

2.3 Princípios da criopreservação 

 

A criopreservação com estocagem à temperaturas muito baixas em nitrogênio 

líquido (-196°C) é desejável por razões biológicas e comerciais (SHAW et al., 2000).  

Existe grande interesse em desenvolver um método viável para manter a viabilidade 

de ovócitos de mamíferos por longos períodos pensando em conservação de espécies 

(PRENTICE et al., 2011). 

O princípio do resfriamento consiste em diminuir a taxa metabólica e permitir 

a estocagem e transporte do ovócito (ZERON et al., 1999, DIEZ et al., 2005). 

Portanto, deve se remover o máximo possível de água das células antes de se 
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proceder a sua congelação. Quando esta desidratação não ocorre, grandes cristais de 

gelo se formam, lesando severamente a estrutura intracelular. Entretanto, a remoção 

demasiada de água das células também pode ser deletéria (SEIDEL Jr, 1986).  

Os diversos protocolos de criopreservação possuem princípios comuns que 

objetivam proteger os ovócitos dos efeitos nocivos do resfriamento, da formação 

intracelular de gelo, da desidratação e dos efeitos tóxicos dos crioprotetores (SHAW 

et al., 2000).  

Um dos fatores que limita o sucesso na congelação de ovócitos é a ocorrência 

de injúrias causadas pelo abaixamento da temperatura durante o processo. A maioria 

das células não sobrevive quando expostas a baixas temperaturas (-196°C), a menos 

que sejam colocadas soluções que as protejam, além de serem resfriadas e aquecidas 

mediante taxas específicas (SHAW et al., 2000). Estas injúrias resultam em danos 

irreversíveis à membrana plasmática, principalmente quando utilizado o método de 

criopreservação lenta, convencionalmente utilizado, caracterizado pela capacidade de 

causar choque osmótico e cristalização de partículas de gelo no interior da célula 

(LEDDA et al., 2007). Como os ovócitos bovinos são muito frágeis neste estádio, é 

desejável que o decréscimo da temperatura ocorra rapidamente, como acontece no 

processo de vitrificação (CETIN e BASTAN, 2006).  

A vitrificação é um processo termodinâmico, no qual o aumento da 

viscosidade determina que os fluídos crioprotetores adquiram propriedades 

mecânicas de um sólido amorfo semelhante ao vidro, mantendo as propriedades do 

líquido, prevenindo assim a formação de cristais de gelo (PEREIRA e MARQUES, 

2008; ZHOU et al., 2010). O sucesso da vitrificação está relacionado com a 

capacidade de permeação e concentração do crioprotetor e o tempo de exposição, os 

quais devem ser adequados para impedir a formação de cristais de gelo intracelular, 

sem, no entanto, produzir lesões osmóticas ou tóxicas (MEZZALIRA et al, 2002, 

CHECURA e SEIDEL Jr, 2007, PRENTICE et al. 2011). Apesar dos efeitos 

benéficos do crioprotetor, não existe uma técnica de criopreservação celular que 

permita 100% de sobrevivência após a congelação e descongelação, mesmo 

utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento consideradas ótimas. Existem 

duas razões para justificar as falhas na ação dos crioprotetores: primeiro, a toxicidade 

do crioprotetor que limita a concentração em que este pode ser utilizado antes do 

resfriamento, limitando, portanto a eficácia da ação crioprotetora (FAHY, 1986), e 

segundo, os agentes crioprotetores podem ter ação direta na produção de crioinjúrias, 



 

 8 
 
 

 

como por exemplo, alteram a polaridade do meio extracelular lesando as membranas 

(ARNOLD et al., 1983). 

A vitrificação de ovócitos tem sido relatada em várias espécies de mamíferos 

incluindo ratos, bovinos e humanos (CETIN e BASTAN, 2006). Entretanto, o 

sucesso da vitrificação do complexo cumulus-ovócito tem sido limitado devido a 

complexidade das estruturas e a sensibilidade ao resfriamento (MASSIP, 2003).  

Permitindo variações entre protocolos utilizados, o processo de vitrificação de 

ovócitos bovino é fundamentado em dois passos: primeiro, aumentando a velocidade 

da condução de temperatura e segundo, aumentando a concentração de 

crioprotetores. Neste contexto, por exemplo, o uso de um pequeno volume (<1μl) de 

crioprotetor em alta concentração, possibilita taxas de resfriamento muito rápidas 

(15.000 a 30.000ºC/min). A estratégia da vitrificação resulta numa eliminação total 

da formação de cristais de gelo, tanto no interior das células vitrificadas (intracelular) 

quanto na solução extracelular (LIEBERMANN et al., 2002).  

Uma vantagem é que enquanto os protocolos de congelação lenta utilizados 

para a criopreservação de ovócitos e embriões de diferentes espécies requerem o uso 

de equipamentos de elevado custo, o uso de técnicas ultra-rápidas como a vitrificação 

reduz significativamente os custos, uma vez que não requer nenhum equipamento 

especial e pode ser facilmente adaptada à rotina (BARIL et al., 2001). 

Para se obter altas taxas de resfriamento é necessário o uso de elevadas 

concentrações da solução crioprotetora, o que diminui a formação de cristais de gelo 

(COBO & DIAZ 2011; PRENTICE et al. 2011). Uma consequência disso é que uma 

concentração mínima de alguns crioprotetores pode levar à toxicidade osmótica ou 

química (PARK et al., 2001). A redução na concentração do crioprotetor pode ser 

obtida por meio do uso adicional de polímeros não permeáveis, os quais permanecem 

na área extracelular (CHECURA e SEIDEL Jr 2007). A redução da toxicidade do 

crioprotetor também pode ser obtida pelo uso de uma combinação de dois 

crioprotetores ou exposição das células em dois passos às soluções de 

criopreservação (LIEBERMANN et al., 2002; PRENTICE et al., 2011). 

A possibilidade de um ovócito sobreviver à criopreservação depende tanto de 

seu tamanho (ASADA e FUKUI, 2000; ANCHAMPARUTHY et al., 2009) quanto 

do estádio celular em que se encontra (OTOI et al., 1995; MAGNUSON et al., 2008). 

Quanto maior o volume do ovócito, maior o tempo necessário para que a célula atinja 

o equilíbrio osmótico em presença de crioprotetores (HENDRIKSEN et al., 2000). 
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Desta forma, sucesso limitado na criopreservação tem ocorrido em espécies com 

ovócitos muito grandes. Tal fato explica a maior dificuldade na criopreservação de 

ovócitos bovinos, resultando consequentemente em baixas taxas de produção de 

blastocistos após o aquecimento, FIV e cultura “in vitro”. Devido ao seu grande 

tamanho é mais difícil para a água e os crioprotetores se moverem através da 

membrana plasmática (SEIDEL Jr., 2006), características que associadas à 

penetração desigual do crioprotetor podem resultar em danos em parte do ovócito e 

crioproteção insuficiente em outra (FAGUNDES et al, 2004). 

A criopreservação de ovócitos bovinos proporciona a criação de bancos de 

recursos genéticos, permitindo o uso futuro em diversas biotecnologias, além de 

possibilitar um melhor planejamento da produção “in vitro” de embriões (DIEZ et 

al., 2005). Das perspectivas de conservação de recursos genéticos, a criopreservação 

de sêmen é um fato, mais assegura somente a metade da genética do animal. Sendo 

assim, o desenvolvimento de protocolo para manter a viabilidade de ovócitos é 

importante para a conservação da genética da fêmea (PRENTICE et al., 2011). 

Contudo, sabe-se que atualmente os resultados obtidos de FIV de ovócitos 

criopreservados são em geral muito baixos, sendo consequentemente, pouco atrativos 

comercialmente. Estes baixos índices são decorrentes da alta sensibilidade destes 

gametas ao resfriamento, o que é determinado por características próprias como o 

tamanho, o inter-relacionamento com as células da corona radiata, a funcionalidade 

e o posicionamento de organelas, o alto teor lipídico e o coeficiente de 

permeabilidade de sua membrana. Estes fatores, por sua vez, são diretamente 

influenciados pelo estádio de desenvolvimento e qualidade das estruturas 

(MEZZALIRA et al, 2002; MAGNUSSON et al., 2008).  

Assim, o estádio de desenvolvimento dos ovócitos no momento da 

criopreservação tem-se mostrado como fator crítico para a sua sobrevivência após a 

descongelação (DIEZ et al., 2005; MAGNUSSON et al., 2008; 

ANCHAMPARUTHY et al., 2009; ZHOU et al., 2010). Esta condição ocorre tendo 

em vista que ovócitos imaturos e maturados apresentam, cada um, características que 

refletem sua organização nuclear e citoplasmática (DIEZ et al., 2005).  

Lim et al. (1992) e Diez et al. (2005) concluíram que ovócitos bovinos 

imaturos não sobrevivem à congelação da mesma forma que os maturados “in vitro”. 

Isto ocorre devido ao arranjo das micro-organelas no ovócito imaturo que é mais 

sensível ao choque térmico, com comprometimento da síntese proteica envolvida na 
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maturação, fertilização e desenvolvimento. O comprometimento da competência de 

desenvolvimento dos ovócitos pode ser primeiramente explicado pelo dano nuclear, 

incluindo desorganização do fuso e perda de parte dos microtúbulos, como também 

outras alterações ultraestruturais observadas em ovócitos vitrificados (DIEZ et al., 

2005). O estádio nuclear no qual os ovócitos são submetidos à criopreservação pode 

influenciar na habilidade futura de desenvolvimento após a FIV. Diante desta, 

ovócitos maturados por zero, seis e 12 horas têm menos habilidade de sobreviver à 

criopreservação que os maturados por 24 horas (DIEZ et al., 2005). 

ZERON et al. (1999) observaram que ao resfriar ovócitos à temperatura de 

16°C ocorre redução mais acentuada da viabilidade com ovócitos imaturos do que 

com maduros. Nesta temperatura, os ovócitos imaturos apresentam a fase de 

transição da membrana lipídica, fato correlacionado com a quebra da integridade da 

membrana plasmática (ARAV et al., 1996). Esta redução na viabilidade também 

pode estar relacionada com o fato de que o citoesqueleto de ovócitos imaturos é 

particularmente mais susceptível ao frio que o citoesqueleto mais flexível de ovócitos 

em metáfase II (HURT et al., 2000). 

Também HOCHI et al. (1997), ao vitrificarem ovócitos com zero, seis, 12 e 

24 horas de maturação, verificaram que os ovócitos em MII foram mais resistente à 

criopreservação, uma vez que a maior porcentagem de blastocistos provenientes de 

ovócitos criopreservados foi obtida quando a vitrificação foi realizada com a célula 

no estádio de MII. Esses resultados sugerem que a tolerância dos ovócitos à 

criopreservação aumenta de acordo com o estádio de maturação. 

Por outro lado, algumas pesquisas têm mostrado que um dos fatores que 

afetam a competência do desenvolvimento de ovócitos bovinos congelados é o tipo 

de crioprotetor utilizado. Os crioprotetores são classificados de acordo com a sua 

permeabilidade à membrana celular em permeáveis (glicerol, dimetilsulfóxido, 

etilenoglicol, propanediol) e não permeáveis, os quais são divididos em carboidratos 

(sacarose, glicose, lactose, trealose e raffinose) e polímeros (ficoll, dextran e polivinil 

pirrolidona). O etilenoglicol (EG) tem sido usado como crioprotetor de eleição para a 

congelação pelo método convencional e para a vitrificação, graças a sua baixa 

toxicidade e peso molecular reduzido. Esta condição é caracterizada por rápida 

penetração nas células, removendo, consequentemente, grande parte da água 

intracelular antes da congelação. Desta forma, evita-se a formação de cristais de gelo 

e protege as organelas celulares dos efeitos deletérios da criopreservação (MIYAKE 
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et al., 1993; DINNYÈS et al., 2000). Contudo, alguns autores citam ainda que a 

exposição repentina a altas concentrações de crioprotetores pode ser muito tóxica ao 

ovócito (MORATO el al. 2008; SRIPUNYA et al. 2010). Uma alternativa sugerida 

para evitar o efeito tóxico de alguns crioprotetores é a utilização de soluções de 

equilíbrio com baixas concentrações de substâncias crioprotetoras a fim de 

minimizar o efeito tóxico das soluções vitrificantes (DHALI et al. 2000). 

Nos protocolos de vitrificação, o EG associado a outros crioprotetores não 

permeáveis tem se tornado a solução mais comumente utilizada (MARTINO et al., 

1996). Os aditivos com alto peso molecular, como os dissacarídeos (sacarose ou 

trealose), não penetram a membrana celular e podem reduzir significativamente a 

quantidade de crioprotetor requerida, bem como a toxicidade do EG. Isto ocorre 

devido à redução na concentração necessária para promover criopreservação bem 

sucedida (LIEBERMANN et al., 2002). Neste caso, a sacarose exerce 

concomitantemente um efeito osmótico fundamental, sendo, portanto, empregada na 

reihidratação após a descongelação. Diversas observações confirmam o efeito 

estabilizante da adição de sacarose na solução de vitrificação. Na presença de 

sacarose, a estabilidade da membrana dos ovócitos foi sensivelmente aumentada após 

exposição prolongada a altas concentrações de EG (RAYOS et al., 1994). 

Martins et al. (2005) avaliaram o efeito da vitrificação na maturação “in 

vitro” de ovócitos bovinos imaturos com diferentes soluções de equilíbrio (3; 20 e 

40% de EG), diferentes tempos de equilíbrio (0,5; 5 e 15 minutos) e diferentes 

soluções de vitrificação (40% EG + 1M de trealose e outra com 40% EG + 1M de 

sacarose). Os ovócitos foram envasados em palhetas de 0,25 mL após os banhos e 

imersos em nitrogênio líquido. Após o descongelamento, foram reidratados e 

maturados “in vitro” por 24 horas. Os autores verificaram que o protocolo utilizando 

20% EG na solução de equilíbrio, com tempo de equilíbrio de 5 minutos e com a 

solução de vitrificação contendo 40% de EG + 1M de sacarose, proporcionou índices 

razoáveis de maturação “in vitro” (44,55% em metáfase II). 

Yamada et al. (2006) compararam diferentes associações de EG, glicerol e 

DMSO na criopreservação de ovócitos bovinos imaturos. Os ovócitos foram 

colocados em solução de equilíbrio contendo 10% EG e 0,25M trealose por 10 

minutos. Posteriormente, foram colocados em soluções de vitrificação contendo 

0,5M de sacarose e diferentes crioprotetores: EG +DMSO1= 20% EG e 20% DMSO; 

EG +DMSO2= 25% EG e 25% DMSO ou EG +GLY= 25% EG e 25% glicerol 
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mantendo 30 segundos em cada solução. Durante este tempo, foram envasados em 

OPS (open pulled straw) e imediatamente imersos em nitrogênio líquido. 

Posteriormente, foram descongelados e lavados em três soluções diferentes: a 

primeira com 10% FCS, 10% EG e 1M trealose, a segunda com 10% FCS e 0,5% de 

trealose, e a última somente com 10% FCS. Os ovócitos permaneceram em cada 

solução por três minutos. Em seguida, foram maturados por 24 horas, obtendo 

respectivamente as seguintes taxas de maturação: EG + DMSO1 (11,7%); EG + 

DMSO2 (29,2%); EG + GLY (4,3%); EG + GLY. Os ovócitos do grupo controle 

alcançaram 75,9% de taxa de maturação. 

Já Cetin e Bastan (2006) avaliaram EG, DMSO e a mistura de ambos no 

processo de vitrificação de ovócitos. O grupo vitrificado em EG foi exposto a 20% 

de EG por 45 segundos e, posteriormente, colocado em solução com 40% EG e 1M 

de sacarose por 25 segundos. O mesmo procedimento foi realizado com o DMSO, 

sendo realizada a substituição do EG pelo DMSO. Na mistura de DMSO com o EG, 

foi utilizado na primeira etapa 10% de EG + 10% DMSO por 45 segundos, e na 

segunda etapa, 20% EG + 20% DMSO + 1M de sacarose. Posteriormente, foram 

envasados em palhetas e imersos em nitrogênio líquido por 30 dias, depois 

descongelados e lavados em três diferentes soluções (0,25; 0,15 e 0M de sacarose) 

em tempos de 1,5; 1,5 e 5 minutos, respectivamente. Estes ovócitos criopreservados 

foram maturados por 24 horas e fixados para posterior avaliação. A porcentagem de 

ovócitos observados com primeiro corpúsculo polar foi de 31,6%; 7,5%; 13,3% e 

74,7%, no estágio de Metáfase II foram 34,1%; 14,9%; 20,7% e 79,6% nos grupos 

EG, DMSO, ambos e controle, respectivamente.  

Pyles (2006) avaliou a vitrificação de ovócitos e embriões bovinos utilizando 

EG, DMSO e dimetilformamida (DF). Este autor vitrificou em OPS, ovócitos 

(experimentos 1, 2 e 3) e embriões bovinos (experimentos 4, 5 e 6) em três soluções 

de vitrificação distintas: experimentos 1 e 4 (20%EG + 20%DMSO + 0,5M 

sacarose); experimentos 2 e 5 (20%DF + 20%EG + 0,5M sacarose); experimentos 3 

e 6 (20%DF + 20%DMSO + 0,5M sacarose). Os embriões foram vitrificados na 

presença ou não de citocalasina B. Os ovócitos foram vitrificados ou somente 

expostos aos crioprotetores imaturos (G0h e G0hexp), ou após 6 horas (G6h e 

G6hexp), 12 horas (G12h e G12hexp) ou 22 horas de MIV (G22h e G22hexp). Após 

a exposição ou aquecimento, parte dos ovócitos foi cultivada para completar 22 horas 

de MIV e foi destinada à PIV, para avaliação da capacidade de se desenvolverem até 
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blastocisto. Observou-se neste experimento, que a associação de EG+DMSO é a 

mais eficiente para vitrificação de ovócitos, pois ocorreu clivagem (1G12h=7,3%; 

1G22h=4,2%). A realização da MIV antes da vitrificação foi benéfica. Apesar de 

nenhuma das soluções de crioprotetores ter sido capaz de promover proteção 

adequada aos ovócitos submetidos à vitrificação em qualquer momento da MIV, não 

houve produção de blastocistos em nenhum experimento. Os únicos grupos de 

embriões vitrificados, nos quais ocorreu re-expansão foram aqueles que utilizaram 

DF na composição da solução crioprotetora, indicando que esta substância pode ter 

um efeito benéfico na vitrificação de embriões bovinos.   

 Outro fator que parece estar ligado à eficiência na maturação do ovócito é a 

idade do animal submetido à coleta. Albarracín et al. (2005) avaliando o efeito da 

vitrificação de ovócitos obtidos de novilhas pré-puberes e vacas adultas concluíram 

que a vitrificação de ovócitos bovinos no estádio de Metáfase II pelo método OPS 

produz mudanças biológicas nos mesmos. Estas mudanças compreendem 

anormalidades na organização de microfilamentos de actina e alterações na 

configuração de cromossomos e microtúbulos. Entretanto, os ovócitos recuperados 

de vacas adultas foram mais sensíveis à exposição aos crioprotetores, enquanto a 

vitrificação apresentou piores efeitos em ovócitos de novilhas. Apesar dessas 

alterações, uma determinada proporção de ovócitos vitrificados foi capaz de se 

desenvolver até a fase de blastocisto. 

 Tão importante quanto os meios de vitrificação utilizados é o diâmetro da 

pipeta em que são alocados os ovócitos para o processo de vitrificação. O objetivo 

análogo é acondicionar os ovócitos em um recipiente de volume mínimo 

proporcionando uma taxa de congelamento ultra-rápida e satisfatória (PRENTICE et 

al. 2011). Os métodos utilizados em pesquisas incluem a OPS que faz uso de uma 

paleta estirada (VATJA et al. 1998), utilização de paletas de 0,25 mL (MARTINS et 

al. 2005), “cryoloop” (LANE et al. 1999), “microdrop” (PAPIS et al. 2000),  

“flexipet-denuding pipette” (LIEBERMANN et al. 2002), “electron microscope 

copper grid” (MARTINO et al.1996), “cryotop” ( KUWAYAMA et al. 2007, 

HAJARIAN et al., 2011) e o método de “nylon mesh” (MATSUMOTO et al. 2001).  

Recentemente, o método em que se utiliza o cryotop com pequenos volumes 

de solução, tem se mostrado bastante promissor por permitir a criopreservação de 

ovócitos e embriões em volumes mínimos (KUWAYAMA et al. 2007; MORATO et 

al. 2008). Porém, este método demonstra ser falho no que tange a questão da 
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bioseguridade das células, visto que são expostas diretamente ao nitrogênio líquido. 

Neste caso, o método em que se utiliza paletas de 0,25 mL, por serem lacradas, 

representam uma excelente alternativa para impedir a contaminação; no entanto, a 

velocidade de congelação desta paleta é inferior ao crytop ( BIELANSKI & VATJA, 

2009). 

Grande parte dos ovócitos criopreservados são fertilizados e cultivados até 

blastocistos usando os mesmos protocolos de cultura desenvolvidos para ovócitos 

não criopreservados. Esta é uma das razões para que os ovócitos criopreservados 

necessitem de um sistema de cultivo especial (MEN et al., 2003). Em pesquisas 

realizadas por estes pesquisadores, mais de 90% dos ovócitos criopreservados 

estavam viáveis imediatamente após o aquecimento pela análise morfológica, 

confirmada pelo teste de permeabilidade da membrana com iodeto de propídeo. 

Porém, o efeito negativo da criopreservação foi se expressando gradualmente durante 

o cultivo “in vitro”. A primeira perda maciça de viabilidade dos ovócitos está 

compreendida à falha na fertilização, uma vez que apenas 50% dos ovócitos 

clivaram. A conclusão é que algum mecanismo de degeneração se iniciou naqueles 

ovócitos não clivados. Em relação aos embriões clivados, apenas 5% se 

desenvolveram até o estádio de blastocisto. A maioria paralisou seu desenvolvimento 

durante os primeiros dias de cultivo e começou a degenerar. Segundo estes autores, 

fatores como resfriamento, crioprotetores e efeito osmótico podem contribuir para o 

início da apoptose. Constatou-se que a alta concentração de crioprotetores usados 

para a vitrificação é tóxica para a célula. Além disso, o crioprotetor residual 

intracelular após aquecimento pode interagir com as estruturas celulares ou 

moléculas impedindo o desenvolvimento da célula ovocitária. 
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CAPÍTULO I 

 

Capacidade de maturação “in vitro” de ovócitos após a exposição a diferentes 

soluções de vitrificação e tempo de equilíbrio 

 

 

1. Introdução 

 

O desenvolvimento e a utilização de biotécnicas ligadas à reprodução animal 

são condições indispensáveis para o aumento da eficiência reprodutiva dos rebanhos. 

Neste sentido, especialmente referente a ruminantes domésticos, biotécnicas como a 

inseminação artificial e a transferência de embriões vêm sendo utilizadas com 

sucesso. Adicionalmente, outras biotécnicas como a fecundação “in vitro” (FIV) 

estão tornando mais difundidas, apesar de fatores limitantes como a necessidade de 

um laboratório de fecundação bem estruturado e próximo ao local de coleta. Deste 

modo, a possibilidade de criopreservação imediata dos ovócitos recém aspirados, 

imaturos, facilitaria de sobremaneira o procedimento de produção “in vitro” de 

embriões, tornando-o mais acessível e prático. 

Dentre as metodologias para criopreservação de ovócitos, a vitrificação tem 

sido apontada como uma importante alternativa, sendo sua viabilidade demonstrada 

em várias espécies como humanos (KUWAYAMA 2007; ANTINORI et al. 2007), 

bovinos (SRIPUNYA et al. 2010 ), suínos (LIU et al. 2008), equino (BOGLIOLO et 

al. 2006), ovinos (SUCCU et al. 2007), e bubalinos (GASPARRINI et al. 2007). Nos 

últimos anos, pesquisas têm indicado que o aumento da velocidade de resfriamento e 

reaquecimento proporciona maior sobrevivência aos ovócitos criopreservados (REN 

et al. 1994). Esta constatação fez com que as pesquisas desenvolvidas até então 

sejam baseadas principalmente na variação entre os protocolos de vitrificação.  

Os resultados obtidos com a criopreservação de ovócitos bovinos, 

especialmente os imaturos, são ainda muito baixos e pouco atrativos 

economicamente, apesar de alguns estudos recentes demonstrarem resultados bem 

desafiadores (VIERA et al. 2002; CHIAN et al. 2004), inclusive com nascimento de 

alguns animais a partir da FIV de ovócitos vitrificados (ZHOU et al. 2010).  

A utilização de soluções de equilíbrio (SE) representa uma alternativa 

estratégica que objetiva-se evitar o efeito tóxico de alguns crioprotetores. Estas 
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soluções são constituídas por baixas concentrações de substâncias crioprotetoras, a 

fim de minimizar o efeito tóxico das soluções vitrificantes (WOOD et al 1993; 

DHALI et al. 2000). 

Contudo, a grande vantagem da criopreservação de ovócitos imaturos (recém 

aspirados) é a possibilidade do processamento no próprio local da aspiração folicular. 

Adicionalmente, a vitrificação não requer equipamentos especiais, facilitando de 

sobremaneira a criopreservação de ovócitos no sentido prático e econômico, 

consequentemente, reduzindo significativamente os custos. Assim, o grande desafio 

é encontrar um protocolo eficiente de vitrificação de ovócitos imaturos, sem 

prejudicar a competência ovocitária, de maneira que possa ser aplicado 

posteriormente na produção “in vitro” de embriões bovinos. 

 

 

2. Objetivo geral e específico 

 

Definir procedimentos e meios equilíbrio e de vitrificação de ovócitos 

imaturos de bovinos que possibilitem uma maturação “in vitro” eficaz. Utilizar 

ovócitos imaturos recém aspirados, ou seja, na fase de dictióteno, possibilitando que 

os procedimentos de punção folicular possam ser realizados em locais distantes de 

laboratórios. Os ovócitos criopreservados, logo após a coleta, poderão ser 

transportados sem dificuldades para os laboratórios onde então será realizada a 

maturação “in vitro”.  

Adicionalmente, o trabalho objetivou avaliar o efeito na taxa de maturação 

nuclear de ovócitos imaturos cultivados “in vitro” quando submetidos à diferentes 

concentrações e tempos de exposição a soluções vitrificantes, predizendo desta 

forma, avaliar o efeito de toxicidade dos meios de manipulação sobre a capacidade 

de desenvolvimento do ovócito. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Localização  

 

 O presente estudo foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal do 

Departamento de Veterinária da Universidade Federal de Viçosa (LRA/ DVT/ UFV). 

Foram utilizados ovários coletados de fêmeas bovinas, sem raça e idade definidas e 

em diferentes fases do ciclo estral, abatidas em frigorífico localizado a 90 km do 

laboratório. 

 

 

3.2. Coleta dos ovários 

 

Os ovários foram coletados no frigorífico imediatamente após o abate e 

evisceração. Após a coleta, foram imersos em garrafa térmica com solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990), 

em temperatura variando de 35 a 38°C. Em seguida ao término da coleta, foram 

transportados até o laboratório, num tempo máximo de duas horas.  

 

 

3.3. Manipulação dos ovócitos 

 

No laboratório, os ovários foram transferidos para uma nova solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina e colocados em banho Maria 

a 38°C. Imediatamente, os folículos ovarianos entre 2 a 8 mm de diâmetro foram 

puncionados por agulhas 25x7 gauge, acopladas a seringas de cinco mililitros. O 

líquido folicular contendo os ovócitos foi depositado num cálice cônico.  
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Ao término da aspiração, foi respeitado um tempo de aproximadamente cinco 

minutos para que ocorresse a decantação dos ovócitos. Posteriormente, o pelete 

contendo os ovócitos foi recuperado do fundo do cálice com auxílio de pipeta de 

Pasteur. Estes ovócitos foram transferidos para uma placa de Petri contendo Talp-

Hepes (Bavister et al., 1983). Com auxílio de microscópico estereoscópico e 

micropipeta, os ovócitos foram transferidos para outra placa de Petri contendo Talp-

Hepes, que foi mantida em placa aquecedora a 38°C, e então classificados 

morfologicamente de acordo com Costa et al. (1997a). Apenas os ovócitos imaturos 

classificados como cumulus oophorus compacto e com até três camadas de células 

do cumulus foram transferidos para uma terceira placa de Petri contendo Talp-Hepes. 

 

 

3.4. Delineamento experimental 

 

Foram utilizados 2742 ovócitos imaturos, distribuídos em 61 tratamentos, 

sendo um controle, com três repetições para cada tratamento. Cada repetição 

continha cerca de 10 a 15 ovócitos, perfazendo uma média de 30 a 45 ovócitos por 

tratamento.  

O meio base utilizado para a manipulação e para as soluções de equilíbrio, 

vitrificação e reidratação foi o Talp-Hepes, acrescido de 0,4% de Albumina Sérica 

Bovina (BSA) e ajustado para 285 mOsm/kg (BAVISTER et al., 1983). No 

tratamento controle, os ovócitos foram selecionados e submetidos à MIV. 

Para o processo de equilíbrio, foi utilizada uma placa com nove escavações. 

Os ovócitos foram transferidos, aproximadamente quinze de cada vez, para uma das 

escavações contendo a solução de equilíbrio (SE) de acordo com cada tratamento e 

experimento (Tabela 1). Os ovócitos foram mantidos imersos na SE por um 
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determinado tempo de equilíbrio (TE). Após o término do TE os ovócitos foram 

transferidos para outra escavação que continha a solução de vitrificação (SV) 

permanecendo por um minuto. Posteriormente, os ovócitos de cada tratamento foram 

submetidos à reidratação. 

 

Tabela 1: Distribuição dos tratamentos proposto no delineamento experimental para 
avaliar a toxicidade das soluções de vitrificação de ovócitos imaturos de bovinos 
 
Solução de Equilíbrio Tempo de Equilíbrio Solução de Vitrificação 

 
 

3% de EG 
 

20% de EG 
 

40% de EG 

10 
 
8 
 
6 
 
5 
 
4 
 
2 
 
1 

 
 

40% de EG + 
1,0 mol L-1 de sacarose 

Ou 
25% de EG 

+ 
25% de DMSO 

+ 
1,0 mol L-1 de sacarose 

 

   
 
 
             8% de EG 
 
            16% de EG 
 
            32% de EG 

 
10 
 
 
5 
 
 
1 

 
40% de EG + 

1,0 mol L-1 de sacarose 
Ou 

25% de EG 
+ 

25% de DMSO 
+ 

1,0 mol L-1 de sacarose 
 

 
 

3.5. Reidratação dos ovócitos 

 

Os ovócitos foram reidratados gradativamente em soluções de sacarose. Na 

reidratação, foi utilizada uma placa com nove escavações, sendo que os ovócitos 

foram depositado na primeira, contendo 300 µL de meio-base com 0,5 mol.L-1 de 

sacarose e permanecendo por no máximo um minuto. Em seguida, os ovócitos foram 
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transferidos sucessivamente para a segunda, terceira e quarta escavações, contendo, 

respectivamente, 500 µL de meio-base com 0,5 mol L-1 de sacarose, 500 µL de meio-

base com 0,33 mol L-1 de sacarose e 500 µL de meio-base com 0,17 mol L-1 de 

sacarose. Em cada uma dessas soluções os ovócitos foram mantidos por um minuto, 

ao término da última reidratação, onde os ovócitos foram lavados sucessivamente em 

meio Talp-Hepes. Para tanto, foram transferidos para a quinta e sexta escavação, 

contendo 500 µl de meio Talp-Hepes. Após a reidratação, os ovócitos foram 

avaliados, e submetidos à maturação “in vitro”. 

 

 

3.6. Maturação “in vitro” 

 

O meio de maturação foi constituído por TCM 199 acrescido de 10% de soro 

de vaca em estro e 10µg/mL de FSH (Costa, 1994). A maturação foi realizada em 

placas Nunc (Nunc A/S; Cat.176740) de quatro poços, contendo aproximadamente 

15 ovócitos em 400µL de meio de maturação em cada poço, equilibrado por no 

mínimo duas horas a 38,5°C, em atmosfera de 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. 

 

 

3.7. Avaliação da taxa de maturação nuclear “in vitro” 

 

Para avaliação da taxa de maturação nuclear, 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 
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corados com orceína a 2%, segundo COSTA et al. (1997c). A leitura das lâminas foi 

realizada em microscópio de luz, com aumento de 1000X em imersão, para avaliar o 

estádio do ciclo celular meiótico. Os ovócitos foram classificados, de acordo com a 

configuração cromossômica em metáfase I (MI) (Figura 1), metáfase II (MII) (Figura 

2), cromatina condensada em grumos (CCG) ou sem configuração cromossômica 

(SCC). Foi considerado como maturação nuclear o ovócito que apresentasse 

configuração cromossômica em metáfase II e também o grupo cromossômico 

pertencente ao primeiro corpúsculo polar, quando presente. 

 

 

3.8. Análises estatísticas 

 
Os resultados obtidos da variável qualitativa “avaliação morfológica pós 

reidratação” foram submetidos ao teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis (SAEG, 

1999). Os resultados da taxa de maturação nuclear pós cultivo foram comparados em 

tabelas de contingência e analisados pelo teste de qui-quadrado a 5% de 

probabilidade (Sampaio, 2002). 

 

 

4.0. Resultados e Discussão 

 

Observou-se que as combinações SE com 3% de EG, com TE de 1, 2, 4, 5, 6, 

8 e 10 minutos e SV de 40% de EG + 1 mol.L-1 de sacarose proporcionaram taxa de 

metáfase II de 55,2; 73,5; 71,1; 76,7; 63,6; 69,0 e 70,6% respectivamente, sendo 

semelhantes (P>0,05) ao grupo testemunha (74,0%). As combinações SE com 8% de 

EG, com TE de 1, 5, e 10 minutos e SV de 40% de EG + 1 mol.L-1 de sacarose 
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proporcionaram taxa de metáfase II de 73,8; 64,9 e 68,9% respectivamente, sendo 

semelhante (P>0,05) ao grupo testemunha (81,8%).  

Combinação de SE com 16% de EG, com TE de 5 minutos e SV de 40% de 

EG + 1 mol.L-1 de sacarose proporcionou taxa de metáfase II de 57,1% sendo 

semelhante (P>0,05) ao grupo testemunha (72,6%). As combinações de 20% de EG, 

com TE de 1 e 8 minutos e SV de 40% de EG + 1 mol.L-1 de sacarose proporcionou 

taxa de metáfase II de 61,1 e 66,7% respectivamente, sendo semelhante (P>0,05) ao 

grupo testemunha (79,5%).  

Entretanto, as combinações de SE com 32 e 40% de EG nos diferentes TE 

não possibilitaram a maturação nuclear. Da mesma forma, os tratamentos expostos à 

SV de 25% de EG + 25% de DMSO + 1 mol.L-1 de sacarose não possibilitaram à 

maturação nuclear. No presente estudo, os tratamentos que apresentaram os melhores 

resultados comparados ao grupo testemunha estão apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Taxa de maturação nuclear (% de Metáfase II) de ovócitos de bovinos 

cultivados in vitro, após exposição à diferentes soluções de equilíbrio e tempos em 

solução vitrificante de 40% de EG + 1mol.L-1 de sacarose 

 
 Controle T1 T2 T4 T5 T6 T8 T10 
G3 74,0 55,2 73,5 71,1 76,7 63,6 69,7 70,6 
G8 81,8 73,8 - - 64,9 - - 68,9 
G16 76,2a 48,0b - - 57,1a - - 28,2b 

G20 79,5a 61,1a 40,0b 29,5b 50,0a 46,4b 66,7a 33,3b 

* a,b Percentuais com letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferença (P<0,05) entre 
tratamentos pelo teste do qui-quadrado. 
G(Grupo)  3, 8, 16 e 20 refere-se as soluções de equilíbrio nas concentrações de 3, 8, 16 e 20% de 
Etilenoglicol, respectivamente. 
T(Tempo de Equilíbrio) 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 10 refere-se aos tempos de 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 10 minutos, 
respectivamente. 
Controle, cultivado logo após a aspiração.  

 

O sucesso da vitrificação está relacionado com a capacidade de permeação, a 

concentração e a escolha do crioprotetor mais apropriado (WANI et al. 2004). Outro 

fator capaz de interferir na criopreservação ovocitária é o tempo de exposição e a 
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remoção do criprotetor (NOWSHARI et al. 1994). O conjunto destes fatores são de 

fundamental importância e objetivam minimizar ao máximo a formação de cristais de 

gelo intracelular (MAZUR et al. 2005) e a ocorrência de injúrias ovocitárias 

provocadas por variações osmóticas ou tóxicas das SV e SE (PEDRO et al. 1997; 

MEZZALIRA et al, 2002).  

Ao analisar os tratamentos utilizados no presente estudo, constatou-se que 

estes apresentaram diferença significativa quando comparados ao grupo testemunha, 

principalmente quando foram utilizados tratamentos com concentração de equilíbrio 

com 32 e 40% de EG.  

O estádio de maturação parece ser um fator que interfere consideravelmente 

na sobrevivência de ovócitos submetidos a vitrificação (LIM et al. 1991). Comparado 

aos resultados encontrados no presente estudo, Magnussom et al. (2008) 

demonstraram taxas de maturação superiores utilizando soluções crioprotetoras 

contendo 30 e 40% de EG. Entretanto, estes autores trabalharam com ovócitos em 

diferentes estádios de maturação, encontrando taxas de clivagem de 71,15% e 

81,82% a partir de ovócitos imaturos expostos a soluções de vitrificação contendo 30 

e 40% de EG, respectivamente.  

Em todos os estádios analisados, o estádio de MII parece ser o estádio mais 

resistente a criopreservação. Tais informações corroboram os achados de outros 

autores (HOCHI et al. 1997; LeGal et al. 1994; DIEZ et al., 2005). O motivo da 

maior tolerância deste grupo de ovócitos à criopreservação permanece desconhecido 

(MEN et al. 2002).  

Segundo LeGal et al. (1994), a explicação para maior tolerância a 

criopreservação de ovócitos em estádio de MII é que estes demonstram ser mais 

permeáveis ao crioprotetores em comparação aos ovócitos em MI. Já Lim et al. 1992, 

afirmam que os ovócitos imaturos tem menor capacidade de sobrevivência após a 
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criopreservação, uma vez que este processo danifica o núcleo e o arranjo de 

microorganelas no ovócito, comprometendo todo o processo de síntese proteica 

envolvido nas etapas de maturação, fertilização e desenvolvimento. 

Adicionalmente, Zhou et al. (2010) relataram que essas injúrias causadas pelo 

resfriamento em ovócitos imaturos são mais intensas do que em maturados devido a 

baixa estabilidade da membrana e a susceptibilidade do citoesqueleto.  A partir 

destes achados, pode-se ressaltar que as taxas de maturação nuclear encontradas no 

presente estudo, podem ter sido influenciadas negativamente por ter sido realizada a 

partir de ovócitos imaturos que foram expostos às soluções de equilíbrio.    

Outro fator primordial para a eficiência da criopreservação de ovócitos 

bovinos é tipo de crioprotetor utilizado. O EG, crioprotetor utilizado neste trabalho, 

tem se mostrado mais conveniente para vitrificação de ovócitos bovinos, equinos e 

humanos, principalmente por possuir alta permeabilidade e baixa toxicidade (PYLES 

2006). Entretanto, os criprotetores jamais são capazes de garantir a sobrevivência de 

100% das células criopreservadas. Essa falha pode ser causada pela toxicidade do 

crioprotetor, uma vez que limita a concentração em que este pode ser utilizado antes 

do resfriamento, limitando então a eficácia do mesmo (FAHY 1986). Outro aspecto a 

considerar é que os crioprotetores podem ter ação direta causando crioinjúrias, como 

lesão de membranas (ARNOLD et al. 1983). 

A comparação do presente trabalho com tratamentos homólogos se torna 

muito complexa, face a heterogeneidade dos procedimentos experimentais 

encontrados na literatura pesquisada. Contudo, Pyles (2006) ao expor os ovócitos 

imaturos a soluções contendo meio de manutenção (MN) + 10% EG + 10% DMSO e 

uma outra solução contendo MN + 10% EG + 10% Dimetilformamida (DM) obteve 

taxas de clivagem de 37,1 e 33%, respectivamente. De acordo com os resultados 
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obtidos por este autor, as taxas de clivagem dos ovócitos imaturos apresentaram-se 

bem inferiores quando comparadas ao controle. 

Estes achados, em associação com os achados do presente estudo, corroboram 

vários outros autores que constataram a maior sensibilidade de ovócitos imaturos aos 

efeitos dos agentes crioprotetores e ao processo de vitrificação (OTOI et al. 1995; 

MEN et al. 2002).  Ainda, segundo Pyles (2006), o efeito deletério do meio de 

vitrificação sobre os ovócitos foi mais pronunciado, principalmente pela DM, sendo 

que a solução DMSO + EG foi menos deletéria ao grupo de ovócitos expostos. Este 

fato corrobora HURT et al. (2000), que concluíram que o EG é o crioprotetor mais 

vantajoso para os ovócitos, devido a sua baixa toxicidade e alto poder de penetração 

na célula. Entretanto, assim como no presente estudo, a redução das taxas de 

maturação podem estar relacionadas as condições experimentais, visto que assim que 

o ovócito é retirado do ambiente folicular ele reassume a meiose (DIEZ et al. 2005). 

Zhou et al. (2010) relatam que o tempo de exposição em soluções contendo 

30 e 40% de EG deve ser menor que um minuto para que haja viabilidade dos 

ovócitos. Sendo assim, pode-se sugerir que este foi o principal motivo das SE com 

32 e 40% de EG nos diferentes TE não terem possibilitado a maturação nuclear. Os 

mesmos autores, descrevem que o DMSO apresenta maior toxicidade quando 

comparado ao EG, fato este que pode explicar que os tratamentos expostos à SV de 

25% de EG + 25% de DMSO + 1 mol.L-1 de sacarose não possibilitaram a maturação 

nuclear. 
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Figura 1. Ovócito em metáfase I. 
1000X. 

 

 

 

5.0. Conclusão 

 

Conclui-se que concentrações elevadas de EG (32 e 40%) associadas aos TE 

utilizados e SV de 25% de EG + 25% de DMSO + 1 mol L-1 de sacarose danificam o 

ovócito, impossibilitando a maturação nuclear, após o cultivo ‘in vitro’. 
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CAPÍTULO II 

 

Maturação “in vitro” de ovócitos bovinos vitrificados com etilenoglicol 

 

Artigo Submetido à Revista Brasileira de Zootecnia (Protocolo 533/10) 

 
 

RESUMO: A ação de diferentes concentrações de etilenoglicol (EG) durante 

diferentes períodos de tempo foi avaliada sobre ovócitos imaturos de bovinos 

vitrificados. Quatro soluções de equilíbrio (SE), contendo 3, 8, 16 ou 20% de EG e 

os tempos de equilíbrio (TE) de 1, 5, 6, 8 e 10 minutos foram utilizados, de acordo 

com cada tratamento. Os ovócitos foram expostos a solução contendo 3% de EG e 

aos cinco TE, enquanto a SE contendo 8% de EG foi utilizada nos tempos 1, 5 e 10 

minutos. As SE com 16 e 20% de EG foram expostas aos tempos de equilíbrio de 5 e 

8 minutos, respectivamente. Os ovócitos de todos tratamentos foram ao final do 

período de equilíbrio expostos à solução de vitrificação (SV) contendo 40% de EG + 

1,0 mol L-1 de sacarose. Ovócitos maturados “in vitro” logo após a aspiração 

serviram como grupo controle para o experimento composto de 1.112 ovócitos 

imaturos, distribuídos em 11 tratamentos. Os ovócitos foram expostos à solução de 

equilíbrio de acordo com o tratamento e transferidos para solução de vitrificação. O 

envase dos ovócitos foi efetuado em palhetas de 0,25mL que foram submersas 

imediatamente em nitrogênio líquido. Posteriormente, as palhetas foram reaquecidas 

e os ovócitos reidratados gradativamente em soluções de sacarose. Após 24 h no 

meio de maturação sob atmosfera controlada determinou-se a taxa de maturação 

nuclear. Observou-se que as combinações SE com 3% de EG, com TE de 1, 5, 6, 8 e 

10 minutos proporcionaram taxas de metáfase II de 10,4; 19,3; 10,0; 7,6 e 14,3% 

respectivamente. As combinações SE com 8% de EG, com TE de 1, 5 e 10, e SE com 

16% de EG por 5 minutos e SE de 20% de EG por 8 minutos proporcionaram taxas 

de metáfase II de 12,9; 6,9; 2,4; 23,1 e 2,0% respectivamente, diferindo (P<0,05) do 

grupo de ovócitos controle (73,7%). Os resultados indicam que o protocolo com 16% 

de etilenoglicol na solução de equilíbrio e por cinco minutos, proporcionou índices 

razoáveis de maturação “in vitro”. 

 

Palavras-chave: criopreservação, etilenoglicol, maturação nuclear 
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In vitro maturation of immature bovine oocytes vitrified with  Ethylene 

Glycol 

 

ABSTRACT: The action of different concentrations of Ethylene Glycol (EG) 

during different time periods was evaluating to immature bovine oocytes vitrified. 

Four equilibrations solutions (ES), containing 3, 8, 16 or 20% EG and equilibration 

time (ET) of 1, 5, 6, 8 and 10 minutes were used according to each treatment. The 

oocytes were exposed to a solution containing 3% EG and for 5 minutes ET, while 

the ES containing 8% EG was used for 1, 5 and 10 minutes. The ES with 16 and 20% 

EG were exposed to equilibration time of 5 and 8 minutes, respectively. At the end of 

equilibrium time the oocytes of all treatments were exposed to vitrification solution 

(VS) containing 40% EG + 1.0 mol L-1 sucrose. In vitro-matured oocytes 

immediately after aspiration served as control group for the experiment composed of 

1112 imature oocytes, distributed in 11 treatments. The oocytes were exposed to the 

solution of equilibrium in accordance with the treatment and transferred to 

vitrification solution. The oocytes were loaded in 0.25 mL straws and immediately 

submerged in liquid nitrogen. Subsequently, the straws were thawing and the oocytes 

were gradually rehydrated in solutions of sucrose. After 24h in maturation medium 

under controlled atmosphere determined the rate of nuclear maturation. It was 

observed that the combinations would be 3% of EG, with TE of 1, 5, 6, 8 and 10 

minutes proportionated the metaphase II rates of 10.4, 19.3, 10.0, 7.6 and 14.3%, 

respectively. The combinations of SE with 8% EG with TE of 1,5 and 10; SE with 

16% EG by 5 minutes and 20% EG by 8 minutes provided metaphase II rates of 

12.9, 6.9, 2.4, 23.1 and 2.0 %, respectively, differing (P<0.05) of oocytes control 

group (73.7%). The results indicate that the protocol with 16% ethylene glycol in 

equilibration solution for 5 minutes proportionate reasonable rates of in 

vitro maturation of bovine oocytes.  

 

Key words: Cryopreservation, Ethylene glycol, nuclear maturation 

 

* Foram utilizados neste capítulo os tratamentos que obtiveram os melhores 

resultados de MIV nos procedimentos do Capítulo I.  
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 Introdução  

 

O desenvolvimento e a utilização de biotécnicas ligadas à reprodução animal 

são condições indispensáveis para o aumento da eficiência reprodutiva dos rebanhos. 

Neste contexto, o Brasil se destaca principalmente na produção “in vitro” de 

embriões bovinos, contribuindo com 66,6% dos embriões produzidos no mundo 

durante o ano de 2008 (Viana et al., 2010).  

No entanto, esse percentual poderia ser superior, caso alguns fatores 

limitantes fossem solucionados. Dentre eles, está a necessidade de um laboratório de 

fecundação “in vitro” próximo ao local de coleta dos ovócitos, uma vez que a partir 

do momento da aspiração folicular, o ovócito que se encontra no estádio dictióteno 

da prófase meiótica, reinicia a meiose até atingir a metáfase II. Logo após a 

aspiração, o potencial de desenvolvimento dos ovócitos já fica comprometido 

(Lonergan & Fair, 2008). Por esta razão, os ovócitos necessitam ser transportados ao 

laboratório o mais rápido possível, para dar continuidade à maturação, fecundação e 

cultivo “in vitro” em ambiente e atmosfera controlada.  

Contudo, devido a ampla extensão territorial do Brasil, as propriedades estão 

localizadas distantes desses laboratórios, impossibilitando ou dificultando a produção 

“in vitro” de embriões. Deste modo, a criopreservação imediata dos ovócitos recém 

aspirados e imaturos contribui para a manutenção da qualidade ovócitária, auxiliando 

sobremaneira o procedimento da produção “in vitro” de embriões, em locais 

inacessíveis onde tal técnica não seria possível.  

Dentre as metodologias para criopreservação de ovócitos, a vitrificação, tem 

sido apontada como uma alternativa (Vieira et al., 2002). Porém, os resultados 

obtidos com a vitrificação de ovócitos bovinos, especialmente os imaturos, ainda são 
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muito baixos e pouco atrativos economicamente (Yamada et al., 2006; Magnusson et 

al., 2008; Zhou et al., 2010). 

A criopreservação de ovócitos imaturos (recém aspirados) possibilita que o 

processamento seja realizado no próprio local de aspiração folicular. 

Adicionalmente, a vitrificação não requer equipamentos especiais, o que facilita 

sobremaneira a criopreservação de ovócitos no sentido prático e econômico, o que 

consequentemente, reduz de maneira significativa os custos. Assim, o objetivo do 

presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentrações de etilenoglicol 

(EG) por diferentes períodos de tempo foi avaliada sobre ovócitos imaturos de 

bovinos vitrificados. 

 

Material e Métodos 

 

 O presente estudo foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal do 

Departamento de Veterinária da Universidade Federal de Viçosa (LRA/ DVT/ UFV). 

Os ovários forma coletados imediatamente após o abate e a evisceração de fêmeas 

bovinas, sem raça e idade definidas e em diferentes fases do ciclo estral, abatidas em 

frigorífico localizado a 90 km do laboratório. 

Os ovários foram imersos em garrafa térmica com solução fisiológica (0,9% 

de NaCl) acrescida de sulfato de estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990), em 

temperatura variando de 35 a 38°C e transportados até o laboratório, num tempo 

máximo de duas horas.  

No laboratório, os ovários foram transferidos para uma nova solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina e colocados em banho maria 

a 38°C. Os folículos ovarianos (entre 2 a 8 mm de diâmetro) foram puncionados com 
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agulhas 25 x 7 gauge, acopladas a seringas de cinco mililitros e o líquido folicular 

contendo os ovócitos foi depositado em cálice de vidro cônico estéril.  

O período de decantação dos ovócitos após o término da aspiração foi de 

cinco minutos. O “pellet” foi recuperado do fundo do cálice com auxílio de uma 

pipeta de Pasteur e transferido para uma placa de Petri (90 x 15 mm), contendo meio 

Talp-Hepes (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), segundo Bavister et al. (1983). Com 

auxílio de um microscópico estereoscópico e uma micropipeta, os ovócitos foram 

transferidos para outra placa de Petri (30 x 10 mm) contendo Talp-Hepes, mantida 

em placa aquecedora a 38°C para serem classificados morfologicamente de acordo 

com Costa et al. (1997a). Apenas os ovócitos imaturos classificados como Cumulus 

oophorus compacto e com mais de três camadas de células do cumulus foram 

selecionadas em uma placa de Petri (30 x 10 mm) contendo Talp-Hepes para 

posteriormente serem submetidos aos tratamentos. Os ovócitos que constituíram o 

grupo controle foram submetidos à maturação “in vitro” logo após a aspiração. 

O experimento foi conduzido com 1112 ovócitos imaturos, distribuídos em 11 

tratamentos, em seis repetições. Cada palheta continha cerca de 15 a 20 ovócitos, 

perfazendo uma média de 100 ovócitos por tratamento. O número de tratamentos 

realizados diariamente foi baseado na quantidade de ovócitos viáveis obtidos após a 

aspiração dos ovários. 

O meio utilizado para a manipulação e para as soluções de equilíbrio, 

vitrificação e reidratação foi o Talp-Hepes, acrescido de 0,4% de Albumina Sérica 

Bovina (BSA) (MERCK) e ajustado para 285 mOsm/kg (Bavister et al., 1983). As 

SE assim como as SV foram confeccionadas no momento do uso. Para as SE foram 

utilizadas diferentes concentrações de EG (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), de 

acordo com o tratamento, acrescidas ao meio Talp-Hepes. A SV foi constituída do 

meio Talp-Hepes acrescido de 40% de EG + 1,0 mol/L-1 de sacarose.  
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Para o processo de equilíbrio utilizou-se uma placa com nove escavações. Os 

ovócitos foram transferidos (quinze de cada vez, em média) para uma das escavações 

contendo a solução de equilíbrio (SE) de acordo com cada tratamento e experimento 

(Tabela 1). Os ovócitos foram mantidos imersos na SE pelo tempo de equilíbrio (TE) 

de acordo com o tratamento, o qual foram transferidos para a solução que continha a 

solução de vitrificação (SV). O envase dos ovócitos foi conduzido em palhetas de 

0,25mL após o período de 60 segundos que estiveram expostos a solução de 

vitrificação, as quais foram vedadas e imersas em nitrogênio líquido. 

Aproximadamente metade da palheta foi colocada rapidamente no nitrogênio e o 

restante foi colocado lentamente. As palhetas e raques foram identificadas e 

armazenadas por 30 dias até a próxima avaliação. 

 

Tabela 1: Delineamento experimental para vitrificação de ovócitos imaturos de 

bovinos com diferentes concentrações de etilenoglicol  na solução de equilíbrio 

 
Tratamentos Tempo de 

equilíbrio 
Solução de 
equilíbrio 

Solução de 
vitrificação 

T1 1 minuto 
T2 5 minutos 
T3 6 minutos 
T4 8 minutos 
T5 10 minutos 

 
 

3% de EG 

 
T6 1 minuto 
T7 5 minutos 
T8 10 minutos 

 
8% de EG 

 
   

T9 5 minutos 16% de EG 
   

T10 8 minutos 20% de EG 
   

 
 
 
 
 

40% de EG +  

1,0 mol/L-1 de 

sacarose 

TEST             Testemunha   
 

 

 



 

 43 
 
 

 

Os ovócitos vitrificados foram reaquecidos pela exposição das palhetas por 

cinco segundos ao ar, seguindo de imersão em banho-maria a 37°C por 30 a 45 

segundos. O conteúdo de cada paleta foi depositado em placa escavada (Corning®) 

com 300 µl de meio Talp-Hepes com 0,4% de BSA e 0,5 mol L-1 de sacarose por no 

máximo um minuto. Em seguida, os ovócitos foram transferidos sucessivamente para 

outros poços contendo 500 µl de Talp-Hepes com 0,5; 0,33 e 0,17 mol L-1 de 

sacarose, por um minuto em cada solução. Ao término da última reidratação, os 

ovócitos foram lavados sucessivamente em meio Talp-Hepes e submetidos à 

maturação “in vitro”. 

O meio de maturação foi constituído por TCM 199 (Sigma-Aldrich, St Louis, 

USA) acrescido de 10% de soro de vaca em estro e 10 µg/ml de FSH (Costa, 1994). 

A maturação foi realizada em placas Nunc (Nunc A/S; Cat.176740) de quatro poços, 

contendo aproximadamente 15 ovócitos em 400 µL de meio de maturação em cada 

poço, equilibrado por no mínimo duas horas à 38,5°C, em atmosfera de 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, os ovócitos foram submetidos à avaliação da taxa de maturação nuclear. 

Todos ovócitos foram submetidos ao procedimento de remoção das células 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 1000X em 

imersão, para avaliar o estádio do ciclo celular meiótico. Os ovócitos foram 

classificados, de acordo com a configuração cromossômica, em metáfase II (MII). 

Ovócito com configuração cromossômica metáfase II e presença do corpúsculo polar 

foi considerado como maturo. 
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Os resultados da taxa de maturação nuclear pós cultivo foram comparados em 

tabelas de contingência e analisados pelo teste de qui-quadrado a 5% de 

probabilidade (Sampaio, 2002). 

 

 

 Resultados e Discussão 

 
 

Os resultados relacionados à taxa de maturação nuclear encontram-se 

apresentados na Tabela 2. A taxa de maturação nuclear do grupo de ovócitos controle 

(73,7%), neste experimento foi semelhante às reportadas por Park et al. (1997), Le 

Gal et al. (1999), Costa et al. (2002), Martins et al. (2005), Yamada et al. (2006) e 

Santos (2008), os quais obtiveram 81,0; 71,0; 84,0; 74,6, 75,9 e 80,1%, 

respectivamente. Costa et al. (2002) relataram que  ligeiras diferenças observadas por 

diferentes pesquisadores podem ser atribuídas, possivelmente, às particularidades dos 

meios de maturação e a qualidade geral dos ovócitos obtidos em função da época do 

ano em que foram coletados, este último influenciado pelo fator nutricional. 

Contudo, o resultado do grupo controle neste trabalho confirma que os 

procedimentos e meios adotados para a maturação “in vitro” dos ovócitos foram 

adequados.  
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Tabela 2: Taxa de maturação nuclear após o reaquecimento e reidratação de ovócitos 
imaturos vitrificados em meio Talp-Hepes com 40% de Etilenoglicol e 1 mol L-1 de 
Sacarose 
 

Tratamentos 

Tempos na solução de 

equilíbrio/concentração 

de Etileno Glicol 

N % de MII 

Controle Controle 133 73,7a 

T9 5 min/16% EG 91 23,1b,c 

T2 5 min/3% EG 109 19,3b,c,e 

T5 10 min/3% EG 98 14,3b,c,e,g 

T6 1 min/8% EG 85 12,9b,c,e,g,i 

T1 1 min/3% EG 106 10,4b,d,e,g,i,k 

T3 6 min/3% EG 100 10,0b,d,e,g,i,k,m 

T7 5 min/16% EG 101 6,9b,d,e,g,i,k,m,o 

T4 8 min/3% EG 105 7,6b,d,e,g,i,k,m,o,p 

T8 10 min/20%EG 84 2,4b,d,f,h,j,l,n,o,p,q 

T10 8 min/20% EG 100 2,0b,d,f,h,j,l,n,o,p,q 

Taxas com letras diferentes sobrescritas diferem (P<0,05) pelo teste qui-quadrado. 
 

 

Analisando as interações de SE x TE, observa-se que a combinação de 16% 

de SE com o TE por cinco minutos (T9) proporcionou a maior taxa de MII (23,1%), 

sendo superiores os 19,0 e 17,5% encontradas por Costa et al. (2002) e Fagundes 

(2002), respectivamente. Contudo, utilizando protocolos semelhantes, Martins et al. 

(2005) encontraram resultados superiores aos observados neste experimento. Ao 

avaliar o efeito da vitrificação na maturação “in vitro” de ovócitos bovinos imaturos, 

este autor verificou que o protocolo utilizando 20% EG na SE, com TE de 5 minutos 

e com a SV contendo 40% de EG + 1M de sacarose, proporcionou 44,55% de 

metáfase II.  

As piores taxas de maturação verificadas (T10) na presente pesquisa foram 

conferidas ao meio com concentração mais elevada (20%) de EG e maior tempo de 
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equilíbrio (8 minutos), assim como relatado por Martins et al. (2005). A justificativa 

para este ocorrido, segundo Im et al. (1997), pode estar associado não ao estresse 

osmótico, mas sim à eventos bioquímicos como inativação de enzimas necessárias 

para progressão meiótica e/ou biofísicos como a eluição de lipídeos das membranas. 

Este fato é confirmado neste trabalho pelo T9, onde a SE contendo 16% EG durante 

um TE de cinco minutos reproduziu uma taxa de maturação de 23,1%, demonstrando 

desta forma que, ao diminuir o TE em relação a concentrações mais elevadas de EG, 

tem-se resultados mais satisfatórios.  

Segundo Costa et al. (2002), o tipo e a concentração de crioprotetor, assim 

como o tempo de equilíbrio e exposição dos ovócitos são de suma importância no 

processo de vitrificação, corroborando com Vieira et al. (2008), que ressalta que 

estes são os principais fatores limitantes que determinam baixa taxa de clivagem e de 

blastocistos após a vitrificação. Desde modo, os tempos de equilíbrio versus a 

concentração do EG podem ter causados danos adversos nos ovócitos do presente 

estudo, refletindo em baixa taxa de maturação nuclear dos tratamentos, quando 

comparados ao grupo controle. 

Uma das formas de evitar os efeitos nocivos no processo de vitrificação seria 

aumentar as concentrações de crioprotetores no decorrer do equilíbrio, diminuindo o 

tempo de exposição a esta solução (Vajta et al. 1998). Tal fato pode ser comprovado 

no presente experimento onde ao avaliar a SE com 8%, o TE que proporcionou 

melhor taxa de maturação (12,6%) foi de um minuto (T6) e não o TE de 10 minutos 

(T8), que apresentou a taxa de 2,4%. Por outro lado, Papis et al. (2000) 

demonstraram que o aumento no período de equilíbrio, utilizando concentrações 

mais baixas de crioprotetores também pode ser uma alternativa eficiente.  

Ao comparar o tempo de equilíbrio entre tratamentos com a SE de 3% de EG 

pode-se observar que ocorreu diferença (P<0,05) entre o TE de 5 e 10 minutos em 
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relação aos demais, demonstrando uma superioridade destes tratamentos (T2 e T5). 

Observa-se ainda que, a SE com menor concentração de EG e também o menor TE 

proporcionaram a melhor taxa de MII (19,3%). Condição semelhante foi observada 

por Martins et al, (2005) trabalhando com SE de 3% de EG em TE de cinco minutos 

(18,07% de MII). Corroborando, Vajta et al. (1998), também encontraram resultados 

semelhantes, os quais vitrificaram ovócitos maduros bovinos utilizando o OPS (open 

pulled straw) mantendo-os por 30 a 45 segundos na solução de equilíbrio, seguido 

por 25 segundos na solução de vitrificação, obtendo desenvolvimento até o estágio 

de blastocisto. Entretanto, estes pesquisadores além de utilizarem paletas diferentes 

trabalharam com ovócitos maduros, o que possivelmente contribuiu para esta 

diferença, já que, os referidos são mais resistentes à criopreservação do que os 

imaturos (Otoi et al., 1995).  

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados seria a metodologia de 

envase, que foi realizada em OPS, tendo como principal vantagem, a velocidade com 

que as estruturas são envasadas e recuperadas, reduzindo o tempo de exposição dos 

embriões a concentrações muito altas de crioprotetores. Neste caso, o volume 

reduzido minimiza os danos na zona pelúcida que ocorrem no decorrer do 

resfriamento e reaquecimento (Beebe et al., 2002). Vajta et al. (1998) também 

ressaltam que com uso de OPS, a taxa resfriamento é sete a dez vezes mais rápida do 

que com palhetas convencionais, semelhantes às utilizadas neste experimento. 

Portanto, consideramos que um dos maiores entraves do trabalho realizado foi 

a utilização de paletas de 0,25 mL. A principal vantagem da vitrificação em palhetas 

de 0,25 mL seria a praticidade, tenho em vista o custo benefício. Porém, devemos 

ressaltar a necessidade em lacrar essas palhetas para evitar o contato direto com o 

nitrogênio liquido (N2L), conforme foi realizado neste experimento. Ao vedar as 

palhetas, evita-se o risco hipotético de contaminação com patógenos que podem estar 
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presentes no nitrogênio líquido (Cobo & Diaz, 2011). Entretanto, como já 

mencionado, os métodos de vitrificação com sistemas abertos (OPS; cryolop, grades 

de microscopia eletrônica, microgotas) apresentam eficiência maiores quando 

comparado ao método de palheta de 0,25 mL, por usarem taxas de resfriamentos 

extremamente altas com redução na concentração dos crioprotetores (Cobo & Diaz, 

2011). Por outro lado, o risco de contaminação pelos sistemas abertos, limitou sua 

utilização em larga escala (Vajta e Kuwayama, 2006). 

As taxas de maturação nuclear encontradas indicam que os crioprotetores, os 

tempos de equilíbrio ou até mesmo os procedimentos de vitrificação realizados não 

foram eficazes na preservação da integridade dos ovócitos. Tal fato foi descrito 

também por Costa et al. (2002), Martins et al. (2005) e Cetin & Bastan (2006), os 

quais não encontraram eficiência na vitrificação de ovócitos bovinos com uso do 

etilenoglicol. No entanto, neste experimento, optou-se pelo uso do EG, tendo em 

vista, ser um crioprotetor de baixa toxicidade (Kasai et al., 1990).  

 

 

Conclusões 

 
O protocolo com 5 minutos de equilíbrio em Talp-Hepes com 16% de 

etilenoglicol e a solução de vitrificação com 40% de etilenoglicol + 1,0 mol L-1 de 

sacarose, proporcionou índices razoáveis de maturação “in vitro”(23,1%), para 

ovócitos imaturos de bovinos. A metodologia de vitrificação para ovócitos imaturos 

de bovinos ainda deve ser aprimorada, pois não apresenta resultados consistentes e 

com repetibilidade. 
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CAPÍTULO III 

 

Maturação nuclear e ultraestrutura de ovócitos bovinos cultivados  

“in vitro” após a vitrificação 

 

Artigo Submetido à Revista Brasileira de Zootecnia (Protocolo286/11) 

 

 

RESUMO: Objetivou-se avaliar os parâmetros celulares de integridade 

funcional e estrutural de ovócitos bovinos previamente equilibrados em duas 

soluções crioprotetoras, vitrificados e posteriormente maturados “in vitro”. Os 

ovócitos foram distribuídos em dois tratamentos, solução de equilíbrio (SE) 3% de 

etilenoglicol (EG) (SE3) e SE16 (16% de EG), onde permaneceram por cinco 

minutos. Os tratamentos foram expostos ao final do equilíbrio à solução de 

vitrificação (SV), contendo 40% de EG e 1,0 mol.L-1 de sacarose. Em seguida, os 

ovócitos foram envasados em palhetas de 0,25mL e imersos em nitrogênio líquido. 

Posteriormente, foram descongelados e reidratados gradativamente em soluções de 

sacarose. Em seguida, foram cultivados por 24 horas e após a maturação, os ovócitos 

de cada tratamento tiveram as células do cumulus oophorus removidas, e processadas 

para a avaliação da taxa de maturação nuclear e citoplasmática. Representavam o 

tratamento testemunha, ovócitos maturados “in vitro” logo após a aspiração. 

Observou-se que as combinações SE3 e SE16 proporcionaram taxas de metáfase II 

(MII) de 19,3 e 23,13% respectivamente, diferindo (P<0,05) ao grupo testemunha 

(73,7%). Os ovócitos do grupo controle apresentaram configuração citoplasmática 

compatível com maturação, ou seja, estádio de MII. Tal fato foi evidenciado 

principalmente pela presença de numerosas mitocôndrias, caracterizando o estádio de 

maturação citoplasmática ovocitária.  Os ovócitos dos grupos tratados apresentaram 

configuração compatível com degeneração celular. Este achado sugere que os 

tratamentos de vitrificação interferiram na qualidade dos ovócitos por interromper o 

processo de meiose ovocitária. Assim, os tratamentos testados se mostraram pouco 

efetivos na vitrificação de ovócitos bovinos. 

 

Palavras-chave: criopreservação, etilenoglicol, maturação citoplasmática 
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Ultrastructure and nuclear maturation of bovine oocytes cultured in 

vitro after vitrifiction 

  

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the parameters of cell 

functional and structural integrity of bovine oocytes equilibrated in two 

cryoprotectant solutions, vitrified and matured in vitro. The oocytes were allocated to 

two treatments, the equilibrium solution (ES) 3% ethylene glycol (EG) (ES3) and 

ES16 (16% EG), where they remained for five minutes. The treatments were exposed 

to the end of the balance to the vitrification solution (VS) containing 40% EG and 

1.0 mol.L-1 sucrose. Then, the oocytes were loaded into 0.25 mL straws and 

immersed in liquid nitrogen. Subsequently, they were thawed and rehydrated 

gradually in sucrose solutions. Then, they were cultured for 24 hours and after 

maturation, the oocytes from each treatment had the oophorus cumulus cells 

removed, and processed to assess the rate of nuclear and cytoplasmic maturation. 

The control treatment was represented by in vitro oocytes matured after aspiration. It 

was observed that the combinations SE16 SE3 provided rates of metaphase II (MII) 

of 19.3 and 23.13% respectively, differing (P <0.05) from the control group (73.7%). 

The oocytes from the control group showed configuration compatible with 

cytoplasmic maturation, ie, stage of MII. This fact was evidenced mainly by the 

presence of numerous mitochondria, characterizing the stage of oocyte cytoplasmic 

maturation. The oocytes of treated groups showed configuration compatible with 

cellular degeneration. This finding suggests that vitrification treatments interfere 

with the quality of oocytes for interrupting the process of oocyte meiosis. Thus, the 

treatments shown to be less effective in the vitrification of bovine oocytes. 

 

Key words: cryopreservation, ethylene glycol, cytoplasmic maturation 

 

* Foram utilizados neste capítulo os tratamentos que obtiveram os melhores 

resultados de MIV após vitrificação nos procedimentos do Capítulo II. Sendo 

selecionados para essas próximas etapas, dois tratamentos (3 e 16% de EG em TE 

de 5 minutos). 
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Introdução 

 

A maturação inadequada dos ovócitos, seja citoplasmática ou nuclear, reflete 

em baixos índices de fecundação. No cultivo “in vitro” de ovócitos, o sucesso na 

maturação citoplasmática é mais difícil de ser alcançado que na maturação nuclear 

(Diez et al., 2005). Entretanto, segundo estes mesmos autores, maturação 

citoplasmática inadequada pode comprometer seriamente a viabilidade do ovócito.  

Neste contexto, o conhecimento da maturação “in vitro” (MIV) é crucial para 

que ocorra maturação citoplasmática e nuclear adequadas. Tal fato é preponderante 

para o sucesso das etapas posteriores, possibilitando assim o incremento na 

proporção de embriões clivados produzidos “in vitro”. 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) permite a investigação de 

eventos citoplasmáticos e tem sido utilizada para elucidar detalhes referentes à 

morfologia do ovócito. Grande parte dos ovócitos sofre consideráveis danos 

morfológicos e funcionais no decorrer do processo de criopreservação (Morato et al., 

2008a), sendo a microscopia eletrônica uma importante ferramenta para a avaliação 

da integridade celular. 

O ovócito apresenta danos nucleares após o processo de vitrificação (Men et 

al., 2003a; Men et al., 2003b), bem como outras alterações ultra-estruturais (Diez et 

al., 2005) responsáveis pelo comprometimento da competência para o 

desenvolvimento ovócitário. 

Assim, é importante a avaliação ultraestrutural de ovócitos maturados “in 

vitro”, após o processo de vitrificação, tendo em vista o comprometimento da 

capacidade de sobrevivência do ovócito, e o consequente potencial de 

desenvolvimento embrionário. Diante disto, objetivou-se neste trabalho avaliar 

parâmetros celulares de integridade funcional e estrutural de ovócitos bovinos 
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previamente expostos a duas soluções crioprotetoras de equilíbrio, vitrificados e 

posteriormente submetidos à maturação “in vitro”. 

 

Material e Métodos 

 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal do 

Departamento de Veterinária da UFV (vitrificação, maturação “in vitro” e 

acondicionamento das amostras), e no Núcleo de Microscopia e Microanálise-UFV. 

Os ovários foram coletados no frigorífico imediatamente após o abate e 

evisceração. Após a coleta, foram imersos em garrafa térmica com solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990), 

em temperatura variando de 35 a 38°C. Em seguida ao término da coleta, foram 

transportados até o laboratório, num tempo máximo de duas horas.  

No laboratório, os ovários foram transferidos para uma nova solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina e colocados em banho Maria 

a 38°C. Imediatamente, os folículos ovarianos entre 2 a 8 mm de diâmetro foram 

puncionados por agulhas 25x7 gauge, acopladas a seringas de cinco mililitros. O 

líquido folicular contendo os ovócitos foi depositado num cálice cônico.  

Ao término da aspiração, foi respeitado um tempo de aproximadamente cinco 

minutos para que ocorresse a decantação dos ovócitos. Posteriormente, o pelete 

contendo os ovócitos foi recuperado do fundo do cálice com auxílio de pipeta de 

Pasteur. Estes ovócitos foram transferido para uma placa de Petri contendo Talp-

Hepes, segundo Bavister et al. (1983). Com auxílio de microscópico estereoscópico e 

micropipeta, os ovócitos foram transferidos para outra placa de Petri contendo Talp-

Hepes, que foi mantida em placa aquecedora a 38°C, e então classificados 

morfologicamente de acordo com Costa et al. (1997a). Apenas os ovócitos imaturos 
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classificados como cumulus oophorus compacto e com até três camadas de células 

do cumulus foram transferidos para uma terceira placa de Petri contendo Talp-Hepes. 

Foram utilizados ovócitos imaturos, distribuídos em dois tratamentos, com 

três repetições para cada tratamento. O meio base utilizado para a manipulação e 

para as soluções de equilíbrio, vitrificação e reidratação foi o Talp-Hepes, acrescido 

de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA) ajustado para 285 mOsm/kg (Bavister et 

al., 1983). Os ovócitos do grupo testemunha foram submetidos à maturação “in 

vitro” logo após a aspiração.  

Para o processo de equilíbrio, foi utilizada uma placa com nove escavações. 

Os ovócitos foram transferidos para uma das escavações contendo a solução de 

equilíbrio com três ou 16% de EG. Os ovócitos foram mantidos imersos na SE por 

um tempo de equilíbrio (TE) de cinco minutos. Após esse período os ovócitos foram 

transferidos para outra escavação com a solução de vitrificação  contendo 40% de 

EG e 1,0 mol.L-1 de sacarose.  

Os ovócitos foram envasados em palhetas de 0,25mL durante o tempo que 

estiveram expostos a solução de vitrificação, sendo a seguir vedadas e imersas em 

nitrogênio líquido. Aproximadamente metade da palheta foi colocada rapidamente no 

nitrogênio e o restante foi colocado lentamente. 

Os ovócitos foram descongelados por meio de exposição das palhetas por 

cinco segundos ao ar, seguidos de imersão em banho Maria a 37°C por 30 a 45 

segundos. Após a imersão, os ovócitos foram reidratados gradativamente em 

soluções de sacarose.  

Os ovócitos descongelados foram depositados em 300µl de meio-base com 

0,5 mol.L-1 de sacarose, permanecendo nesta solução por no máximo um minuto. Em 

seguida, os ovócitos foram transferidos sucessivamente para 500µl de meio-base 

com 0,5; 0,33 e 0,17 mol.L-1 de sacarose, permanecendo em cada solução por um 
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minuto. Ao término da última reidratação, os ovócitos foram lavados sucessivamente 

em meio Talp-Hepes e submetidos à MIV. 

O meio de maturação foi constituído por TCM 199 acrescido de 10% de soro 

de vaca em estro e 10µg/ml de FSH (Costa, 1994). A maturação foi realizada em 

placas Nunc (Nunc A/S; Cat.176740) de quatro poços, contendo aproximadamente 

15 ovócitos em 400µL de meio de maturação em cada poço, equilibrado por no 

mínimo duas horas a 38,5°C, em atmosfera de 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 a maturação, ovócitos de cada grupo tiveram as células do cumulus 

oophorus removidas segundo metodologia proposta por Costa et al. (1997b). Em 

seguida, foram divididos em dois grupos, sendo uns fixados em glutaraldeído, até o 

momento do processamento e outros processados para avaliação da taxa de 

maturação nuclear (MN). 

Na avaliação da MN, após a remoção das células do cumulus oophorus, os 

ovócitos foram hipotonizados, fixados em lâmina e corados com orceína a 2%, 

segundo Costa et al. (1997c). A leitura das lâminas foi realizada em microscópio de 

luz com aumento de 1000X, para avaliar o estádio do ciclo celular meiótico. Os 

ovócitos foram classificados de acordo com a configuração dos cromossomos em 

MII. Foi considerado como maturação nuclear o ovócito que apresentasse 

configuração cromossômica em MII e também o grupo cromossômico pertencente ao 

primeiro corpúsculo polar, quando presente. 

A fixação dos ovócitos para estudo em microscopia eletrônica de transmissão 

foi realizada utilizando uma solução de glutaraldeído a 1% em tampão fosfato 0,15 

mol.L-1 e pH 7,6. Após a fixação, foram lavados três vezes no mesmo tampão, 

durante 15 minutos cada banho, e submetidos à pós-fixação em tetróxido de ósmio a 
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1% por uma hora e 30 minutos em temperatura de 4ºC. Posteriormente, foram 

realizadas três lavagens sucessivas de cinco minutos cada em tampão fosfato. Após a 

lavagem, foi realizada a desidratação em soluções crescentes de álcool PA (50, 70, 

80, 90 e 100%) durante dez minutos cada, repetindo-se por três vezes a lavagem em 

álcool PA em concentração 100%.   

Após a desidratação foi realizada a etapa de embebição e inclusão com resina 

EPON-812, preparado na proporção de 47,05% de EPON-812; 24,70% de DDSA e 

28,25% de NMA. Estas substâncias foram homogeneizadas com agitador magnético 

por 20 minutos durante a preparação. A embebição foi realizada em concentrações 

crescentes de resina (50, 75, 100%), durante 12 horas cada. Os ovócitos foram 

incluídos na resina utilizando moldes como suporte e mantidos em estufa à 60ºC por 

72 horas, para a polimerização. 

Posteriormente, os blocos foram desbastados em ultramicrótomo (MT2-B 

Ultra Microtome, SORVALL®) utilizando-se navalha de vidro para aproximar os 

ovócitos da superfície de corte, e então dar início aos cortes semi-finos. Os cortes 

obtidos foram montados em lâminas histológicas, corados com azul de toluidina a 

quente, e depois avaliados em microscópio de luz para confirmação da presença de 

ovócitos. Depois de retirados os cortes semifinos, a navalha foi trocada para navalha 

de diamante, e então realizados os cortes ultrafinos. Os cortes ultrafinos foram 

coletados em gradículas de cobre e contrastados durante 20 minutos com acetato de 

uranila e por cinco minutos em citrato de chumbo. Após a contrastação, os cortes 

foram examinados em MET (Zeiss, modelo EM 109). 

Os resultados da taxa de maturação nuclear pós cultivo foram comparados em 

tabelas de contingência e analisados pelo teste de qui-quadrado a 5% de 

probabilidade (Sampaio, 2002). Para análise ultraestrutural, foi realizada a 

caracterização das organelas citoplasmáticas e avaliado o aspecto de distribuição e 
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associação entre as organelas, como também a zona pelúcida e o espaço 

perivitelínico. 

 

Resultados e Discussão 

 

Os resultados relacionados à taxa de maturação nuclear encontram-se 

apresentados na Tabela 1. Os tratamentos aplicados aos ovócitos influenciaram 

negativamente a taxa de maturação nuclear, quando comparados ao grupo 

testemunha. 

 
Tabela 1: Taxa de maturação nuclear após o descongelamento e reidratação, para 

ovócitos imaturos vitrificados com a solução de vitrificação contendo 40% de 

Etilenoglicol e 1 mol.L-1 de Sacarose 

 
Tratamento N %MII 

CONTROLE 133 73,7a 

SE3 109 19,3b 

SE16 91 23,1b 

Taxas com letras diferentes sobrescritas diferem (P<0,05) pelo teste qui-quadrado. 
SE3 e 16 refere-se a SE de 3% e 16% de EG no tempo de 5 minutos. 

 

A taxa de maturação nuclear do tratamento testemunha (73,7%), encontrada 

neste experimento, foi superior a taxa encontrada por Prentice et al. (2011), que 

registrou 61% de metáfase II. Resultados semelhantes foram reportadas por Martins 

et al. (2005), Yamada et al. (2006) e Santos (2008), os quais obtiveram 74,6, 75,9 e 

80,1%, respectivamente. Costa et al. (2002) relataram que  ligeiras diferenças 

observadas por diferentes pesquisadores podem ser atribuídas, possivelmente, às 

particularidades dos meios de maturação e a qualidade geral dos ovócitos obtidos em 

função da época do ano em que foram coletados, este último influenciado pelo fator 

nutricional. No entanto, o resultado do tratamento testemunha confirma que os 
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procedimentos e meios adotados para a maturação “in vitro” dos ovócitos foram 

adequados. 

Resultados de maturação nuclear pós-vritificação em palhetas de 0,25 mL são 

superiores aos trabalhos de Fagundes et al. (2004) e Prentice et al. (2011), inferiores 

aos resultados de Martins et al. (2005). A principal vantagem da vitrificação em 

palhetas de 0,25 mL seria a praticidade, tenho em vista o custo benefício. Porém, 

devemos ressaltar a necessidade em lacrar essas palhetas para evitar o contato direto 

com o nitrogênio liquido (N2L), conforme foi realizado neste experimento. Ao vedar 

as palhetas, evita-se o risco hipotético de contaminação com patógenos que podem 

estar presentes no nitrogênio líquido (Cobo & Diaz, 2011). 

Os métodos de vitrificação com sistemas abertos (OPS, cryolop, grades de 

microscopia eletrônica, microgotas) apresentam eficiência maiores quando 

comparado ao método de palheta de 0,25 mL, por usarem taxas de resfriamentos 

extremamente altas com redução na concentração dos crioprotetores (Cobo & Diaz, 

2011). Entretanto, o risco de contaminação pelos sistemas abertos, limitou o uso em 

larga escala (Vajta e Kuwayama, 2006). Adicionalmente, Morato et al. (2008b) 

descrevem que a vitrificação em palhetas de 0,25 mL promove uma recristalização 

intracelular durante o reaquecimento, levando assim a danos ultraestruturais.  

É reportado que no decorrer da maturação do ovócito, após o procedimento 

de vitrificação, ocorrem modificações nas características morfológicas 

ultraestruturais (Diez et al., 2005). Com base nestas descrições, o presente trabalho 

buscou descrever modificações na morfologia e redistribuição das organelas de 

ovócitos vitrificados imaturos e posteriormente maturados “in vitro”. 

No grupo controle foram verificadas as seguintes características 

ultraestruturais: grande quantidade de grânulos corticais distribuídos ao longo da 

periferia do citoplasma, bem como as mitocôndrias, evidenciando desta forma a fase 
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de metáfase II, corroborando com achados de Costa (1994), sendo que as condições e 

os meios utilizados por este autor foram os mesmos usados no presente experimento.  

Observou-se, também, grande quantidade de mitocôndrias, distribuídas, 

principalmente ao longo da periferia do ovócito, com delimitação bastante nítida, 

corroborando aos achados de Costa (1994). Sabe-se que a abundância de 

mitocôndrias está intimamente correlacionada com áreas de maior consumo de 

energia, conforme mencionado por Máximo (2009). Este autor ressalta que as 

mitocôndrias exercem um papel de extrema importância, pois são responsáveis pelo 

suprimento energético no processo de maturação, sendo crucial para o 

desenvolvimento do ovócito a sua movimentação para áreas de alto consumo. 

Adicionalmente, um número reduzido de mitocôndrias no decorrer do metabolismo 

ovocitário, pode influenciar posteriormente na embriogênese inicial, por causar uma 

distribuição anormal de organelas (Shoubridge et al., 2007). 

Observou-se a presença de vesículas de tamanhos variados distribuídas pelo 

citoplasma. No interior da zona pelúcida (ZP) não foi possível observar a presença de 

projeções citoplasmáticas, condizente com Costa (1994), que observaram que as 

células da corona radiata emitiam poucos prolongamentos na ZP e nas invaginações 

da membrana plasmática, após 24 horas de maturação. 

Foi possível detectar mitocôndrias no formato hooded, também observadas 

por Costa (1994) e Máximo (2009), e que são caracterizadas pela projeção de um 

pequeno apêndice sobre as mesmas formando um arco ou capuz (Máximo, 2009). 

Esse mesmo autor descreve que capuz pode estar relacionado a um incremento da 

atividade metabólica mitocondrial durante o período de migração das organelas, que 

caracteriza a maturação nuclear e citoplasmática.  

No estádio de vesícula germinativa os grânulos corticais (GC) se distribuem 

em grupos dispostos pelo citoplasma e, no término da maturação, quando o ovócito 
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atinge o estádio de MII, os GC encontram-se distribuídos em íntimo contato com a 

membrana plasmática, uma forma estratégica de arranjo, preparando para penetração 

espermática (Wang et al., 1997). 

Quanto aos ovócitos tratados SE 3%, verificou-se que as mitocôndrias 

estavam com a integridade comprometida, sendo difícil até mesmo avaliar o limite da 

estrutura. Esta condição sugere uma degeneração de estruturas citoplasmáticas, 

proporcionando desta forma danos irreversíveis aos ovócitos. Corroborado aos 

achados da maturação nuclear, tendo em vista uma baixa taxa de maturação dos 

ovócitos vitrificados quando comparados aos não vitrificados. Entretanto, vale 

ressaltar que o procedimento de preparo dos ovócitos foi o mesmo para o grupo 

controle e para os tratamentos.  

Conforme demonstrado na Figura 1, pode-se observar que as mitocôndrias 

encontram-se posicionadas equidistantes, característico de uma maturação 

citoplasmática incompleta. Adicionalmente, esta maturação incompleta pode estar 

associada com o rompimento da zona pelúcida, como é possível de observar na 

imagem. Esta solução de continuidade da ZP poderá comprometer o 

desenvolvimento deste ovócito. Segundo Fabbri et al. (2000), a criopreservação 

causa a ruptura da ZP, além de contribuir para a desorganização das células do 

cumulus oophorus, promovendo assim interrupção das junções comunicantes, 

contribuindo negativamente para o desenvolvimento subsequente do ovócito após a 

vitrificação. 



 

 63 
 
 

 

 
FIGURA 1 - Micrografia eletrônica de ovócito bovino vitrificado imaturo com 
solução de equilíbrio de 3% de EG, após a maturação in vitro. M = Mitocôndrias; ZP 
= Zona Pelúcida; 3000 X 

 

Na Figura 2 foi observado espaço perivitelínico (EPV) bem delimitado. As 

mitocôndrias no citoplasma do ovócito não estão nítidas. Este fato é sugestivo de 

uma desidratação insuficiente da célula, impedindo assim seu desenvolvimento. 

Segundo Costa (1994), o desenvolvimento do EPV ocorre na maturação, sendo que 

no ovócito imaturo observa-se a ausência ou pequeno EPV. 

 

 
FIGURA 2 - Micrografia eletrônica de ovócito bovino vitrificado imaturo com 
solução de equilíbrio de 16% de EG, após a maturação in vitro. M = Mitocôndrias; V 
= Vesículas; EPV = Espaço Perivitelínico; ZP = Zona Pelúcida; 12000 X 
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A presença de estruturas com delimitações inespecíficas, como foi possível 

observar nas mitocôndrias dos grupos tratados, sugere ocorrência de degeneração das 

organelas. Adicionalmente, pode-se ressaltar a ausência de grânulos corticais 

presentes na superfície do citoplasma. Segundo Costa (1994) a principal 

característica a nível ultra-estrutural de ovócitos maturados é a dispersão de grande 

quantidade de GC na superfície do citoplasma. Portanto, os achados de maturação 

citoplasmática não foram condizentes com a maturação nuclear, sugere-se que apesar 

de encontrarmos baixa taxa de maturação nuclear nos tratados conforme Tabela 1, na 

maturação citoplasmática observaram-se ovócitos com características de 

degeneração.    

O fato de não ter visto cromossomos na maturação citoplasmática não indica 

que elas não estejam presentes, tendo em vista que os ovócitos processados para 

MET não foram submetidos à técnica para avaliar a maturação nuclear, 

evidentemente. Adicionalmente, a posição do corte, principalmente na realização dos 

semifinos pode ser oposta à posição dos cromossomas. Outra possibilidade é também 

o conjunto de cromossomos terem sido eliminados durante a realização dos 

semifinos. Entretanto, sugere-se haver tido a maturação nuclear sem, contudo ser 

acompanhado pela citoplasmática. Isso demonstra que a capacidade de completar a 

maturação citoplasmática se desenvolve posteriormente a maturação nuclear (Dode 

et al., 2000). 

 

Conclusões 

 

Soluções de equilíbrio contendo três ou 16% de EG com tempo de equilíbrio 

de cinco minutos e com a solução de vitrificação contendo 40% de etilenoglicol + 1,0 

mol.L-1 de sacarose, para a vitrificação de ovócitos imaturos de bovinos 
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proporcionou baixas taxas de maturação nuclear. Porém, quando avaliada a 

ultraestrutura desses ovócitos, foi possível observar uma ineficiência na maturação 

citoplasmática, indicando assim um comprometimento subseqüente na fecundação 

“in vitro”. 
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 CAPÍTULO IV  

 
Diferentes soluções de vitrificação na abundância de mRNA em ovócitos 

bovinos imaturos 

 

Artigo Submetido à Pesquisa Agropecuária Brasileira (Protocolo 11088) 

 

Resumo - A quantificação de transcritos ovocitários pode auxiliar no entendimento 

dos mecanismos moleculares que envolvem a resposta celular ao processo de 

vitrificação. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes soluções 

vitrificantes de equilíbrio (SE) de Etilenoglicol (EG), sobre a abundância relativa de 

transcritos relacionados ao estresse celular (HSP70.1, PRDX), transição materno-

zigótica (ZAR1, MATER), maturação (GDF9) e transporte de água (AQP3) em 

ovócitos imaturos de bovinos. Após exposição de duas soluções de equilíbrio (SE3% 

e SE16%). Avaliou-se a abundância de transcritos armazenados no citoplasma 

ovocitário por PCR em tempo real. Observou-se uma sobre-regulação (P<0,05) de 

HSP70.1 e sub-regulação (P<0,05)  de MATER e ZAR1 em ovócitos imaturo 

submetidos ao tratamento com SE16%, quando comparado ao grupo não vitrificado. 

Para esta mesma comparação não houve diferença (P>0,05) na expressão dos outros 

transcritos. Quando foi comparado o grupo SE3% com o grupo não vitrificado, 

também não foi observada alteração na quantidade dos mRNA estudados. Conclui-se 

que o sistema de vitrificação SE3% não influencia na quantidade de transcritos 

armazenados no citoplasma de ovócitos bovinos imaturos. Por outro lado, a 

exposição de ovócitos imaturos a SE16% aumenta a expressão do gene de estresse 

HSP70.1 e diminui a dos genes ZAR1 e MATER, importantes para o 

desenvolvimento ovocitário pós-fertilização.  
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Termos para indexação: reprodução animal, produção in vitro, etilenoglicol, 

expressão gênica   

 

Different vitrification solutions on the abundance of mRNA in immature bovine 

oocytes 

 

Abstract – The quantification of the oocyte transcripts may help understand the 

molecular mechanisms that evolve the cellular response to vitrification process. The 

objective of this study was to evaluate the effect of different equilibrium solutions 

constituted by vitrification (ES) of ethylene glycol (EG) on the relative abundance of 

transcripts related to cellular stress (HSP70.1, PRDX), maternal-zygotic transition 

(ZAR1, MATER) , maturation (GDF9) and water transport (AQP3) in immature 

bovine oocytes. After exposure of two equilibrium solutions (SE3 and SE16%%), 

was evaluated the abundance of transcripts stored in the oocyte cytoplasm by PCR in 

real-time. There was an up-regulation (P <0.05) of HSP70.1 and down-regulation (P 

<0.05) of MATER and ZAR1 in immature oocytes submitted to treatment with 

SE16%, when compared to the unglazed. For this same comparison there was no 

difference (P> 0.05) in the expression of other transcripts. When the group SE3% 

was compared with the group unglazed, there was also no change in the amount of 

mRNA studied. We conclude that the SE3% glazing system does not influence the 

amount of stored transcripts in the cytoplasm of immature bovine oocytes. On the 

other hand, exposure of immature oocytes to SE16% increases the espression of 

stress gene HSP70.1 and decreases the gene ZAR1 and MATER, important for 

oocyte development after fertilization. 
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Index terms: Animal reproduction, in vitro production, ethylene glycol, gene 

expression 

 

Introdução 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos é uma biotecnologia 

reprodutiva que pode ser usada para uma rápida multiplicação de genótipos 

superiores e uma diminuição no intervalo de gerações. Porém, um fator limitante na 

aplicação da PIVE é a baixa eficiência da criopreservação de ovócitos e embriões, 

uma vez que esse processo é importante para o transporte e armazenamento dessas 

estruturas. Desta forma, a baixa eficiência do processo continua sendo uma barreira 

para difusão desta biotécnica reprodutiva.  

Dentre as técnicas de criopreservação, destaca-se a vitrificação que consiste 

no congelamento rápido do material biológico. Este procedimento permite a 

mudança de estado líquido diretamente para o vítreo, sem exposição ao estado 

cristalino, evitando assim a formação de gelo intracelular (Hong et al., 2009; Zhou et 

al., 2010). Assim, a vitrificação tem mostrado ser um sistema apropriado para a 

criopreservação de ovócitos e embriões (Martinez et al., 2002). Contudo, esse 

processo de congelamento envolve a exposição a condições não-fisiológicas de baixa 

temperatura (Visintin et al., 2002), provocando estresse celular e comprometendo a 

viabilidade ovocitária pós-vitrificação. 

Neste contexto, a quantificação de transcritos ovocitários por PCR em tempo 

real pode ser utilizada no monitoramento do processo de vitrificação. Dentre os 

genes envolvidos com resposta ao estresse celular, destacam-se o Heat Shock Protein 

70.1 (HSP70.1) e a Peroxirredoxina 1 (PRDX1). O citoplasma ovocitário possui 

genes de efeito materno que codificam mRNA e proteínas importantes para o 
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desenvolvimento inicial do embrião, geralmente até a fase de transição-materno-

zigótica (TMZ) (Lindeman & Pelegri, 2010). Entre esses genes encontra-se o Zygote 

Arrest 1 (ZAR1) e Maternal Antigen That Embryo Requeres (MATER). Outro gene 

que atua no desenvolvimento ovocitário é o Growth Differention factor (GDF9) 

(Eppig, 2001). A vitrificação é influenciada pelo trânsito de água pela membrana 

plasmática, que pode ser facilitado por meio de canais formados por proteínas 

transmembranas e especializados nesta função, denominadas aquaporinas (AQPs) 

(Liu et al., 2008). Mudanças no padrão de expressão gênica podem relacionar-se com 

as baixas taxas de sobrevivência pós-criopreservação. Portanto, a quantificação 

desses transcritos pode auxiliar no entendimento dos mecanismos moleculares que 

envolvem a resposta celular ao processo de vitrificação.  

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes soluções de equilíbrio 

(SE) de Etilenoglicol (EG) na vitrificação sobre a abundância relativa dos transcritos 

de HSP70.1, PRDX, ZAR1, MATER, GDF9 e AQP3 em ovócitos imaturos de 

bovinos. 

 

Material e métodos 

 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal do 

Departamento de Veterinária da Universidade Federal de Viçosa (vitrificação, 

maturação “in vitro” e acondicionamento das amostras), e no Laboratório de 

Biologia Molecular da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária/Centro 

Nacional de Pesquisa em Gado de Leite (EMBRAPA/CNPGL) em Juiz de Fora/MG 

(expressão gênica). 

Os ovários foram coletados no frigorífico imediatamente após o abate e 

evisceração. Após a coleta, foram imersos em garrafa térmica com solução 
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fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990), 

em temperatura variando de 35 a 38°C. Em seguida ao término da coleta, foram 

transportados até o laboratório, num tempo máximo de duas horas.  

No laboratório, os ovários foram transferidos para uma nova solução 

fisiológica 0,9% acrescida de sulfato de estreptomicina e colocados em banho Maria 

a 38°C. Imediatamente, os folículos ovarianos entre 2 a 8 mm de diâmetro foram 

puncionados por agulhas 25x7 gauge, acopladas a seringas de cinco mililitros. O 

líquido folicular contendo os ovócitos foi depositado num cálice cônico.  

Ao término da aspiração, foi respeitado um tempo de aproximadamente cinco 

minutos para que ocorresse a decantação dos ovócitos. Posteriormente, o pelete 

contendo os ovócitos foi recuperado do fundo do cálice com auxílio de pipeta de 

Pasteur. Estes ovócitos foram transferidos para uma placa de Petri contendo Talp-

Hepes, segundo Bavister et al. (1983). Com auxílio de microscópico estereoscópico e 

micropipeta, os ovócitos foram transferidos para outra placa de Petri contendo Talp-

Hepes, que foi mantida em placa aquecedora a 38°C, e então classificados 

morfologicamente de acordo com Costa et al. (1997a). Apenas os ovócitos imaturos 

classificados como cumulus oophorus compacto e com até três camadas de células 

do cumulus oophorus foram transferidos para uma terceira placa de Petri contendo 

Talp-Hepes. 

Foram utilizados ovócitos imaturos, distribuídos em dois tratamentos, com 

três repetições para cada tratamento. Cada repetição continha cerca de 30 a 40 

ovócitos, perfazendo uma média de 100 ovócitos por tratamento, da mesma forma 

que o grupo controle. 

O meio base utilizado para a manipulação e para as soluções de equilíbrio, 

vitrificação e reidratação foi o Talp-Hepes, acrescido de 0,4% de Albumina Sérica 
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Bovina (BSA) e ajustado para 285 mOsm/kg (Bavister et al., 1983). Os ovócitos do 

grupo testemunha foram submetidos à maturação “in vitro” logo após a aspiração.  

Para o processo de equilíbrio, foi utilizada uma placa com nove escavações. 

Os ovócitos foram transferidos para uma das escavações contendo a solução de 

equilíbrio com três ou 16% de EG. Os ovócitos foram mantidos imersos na SE por 

um tempo de equilíbrio (TE) de cinco minutos. Após esse período os ovócitos foram 

transferidos para outra escavação com a solução de vitrificação contendo 40% de EG 

e 1,0 mol.L-1 de sacarose.  

Os ovócitos foram envasados em palhetas de 0,25mL, durante o tempo que 

estiveram expostos a solução de vitrificação, as quais foram vedadas e imersas em 

nitrogênio líquido (N2L). Aproximadamente a metade da palheta foi colocada 

rapidamente no N2L e o restante foi colocado lentamente. 

Os ovócitos foram descongelados por meio de exposição das palhetas por 5 

seg. ao ar, seguindo de imersão em banho Maria a 37°C por 30 a 45 segundos. Após 

a imersão, os ovócitos foram reidratados gradativamente em soluções de sacarose.  

Os ovócitos descongelados foram depositados em 300µL de meio-base com 

0,5 mol.L-1 de sacarose, permanecendo nesta solução por no máximo um minuto. Em 

seguida, os ovócitos foram transferidos sucessivamente para 500µL de meio-base 

com 0,5; 0,33 e 0,17 mol.L-1 de sacarose, permanecendo em cada solução por um 

minuto. Ao término da última reidratação, os ovócitos foram lavados sucessivamente 

em meio Talp-Hepes e submetidos à maturação “in vitro”. 

O meio de maturação foi constituído por TCM 199 acrescido de 10% de soro 

de vaca em estro e 10µg/mL de FSH (Costa, 1994). A maturação foi realizada em 

placas Nunc (Nunc A/S; Cat.176740) de quatro poços, contendo aproximadamente 

15 ovócitos em 400µL de meio de maturação em cada poço, equilibrado por no 

mínimo duas horas a 38,5°C, em atmosfera de 5% de CO2, 95% de ar atmosférico e 
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95% de umidade em estufa incubadora. Os ovócitos foram cultivados nestas 

condições de temperatura e atmosfera durante 24 horas. 

Para a extração do RNA total e transcrição reversa, três pools de 10 ovócitos 

de cada tratamento foram submetidos ao procedimento de remoção do cumulus 

oophorus (Costa et al., 1997b). Em seguida, foram congelados em N2L e mantidos 

armazenados em freezer -80°C até o momento da extração do RNA total. 

A extração do RNA foi realizada com o RNeasy Micro kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha), segundo recomendações do fabricante. O RNA foi eluído em água 

RNAse-free, gerando um volume final de 11 μL (~55 ng de RNA). A transcrição 

reversa foi obtida com o kit QuantiTect Rev. Trancription (Qiagen), segundo 

recomendações do fabricante. O volume final foi de 20μL (~14.000 ng) de DNA 

complementar (cDNA).  

A quantificação relativa foi realizada em triplicata utilizando o aparelho Real-

Time PCR (ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems, Foster City, CA, USA). 

As reações foram feitas com QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen) e 800 ng de 

cDNA para o gene HSP70.1 e PRDX1, 400 ng de cDNA para ZAR1, MATER, 

GDF9 e AQP3, e 200 ng para β-actina. O cDNA foi desnaturado a 95°C por 2 

minutos; seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos; 53°C por 30 segundos e 

extensão a 60ºC por 30 segundos. Após PCR, foi realizada análise da curva de 

melting para confirmar a especificidade do produto gerado. O gene da β-actina foi 

utilizado com controle endógeno e os ovócitos imaturos não vitrificados como 

calibradores de comparação. Os primers para os transcritos alvo deste estudo estão 

descritos na tabela 1. A eficiência dos primers foi calculada usando o programa 

LinRegPCR (Ramakers et al., 2003) e utilizada na quantificação relativa dos 

produtos dos genes.  
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Os resultados foram analisados pelo software REST ® (Pfaffl et al., 2002), 

usando teste aleatório de realocação fixa em combinações duplas. Considerou-se 

P<0,05 como nível de significância.  

 

Resultados e discussão 

 

O transcrito do gene HSP70.1 foi sobre-regulado no grupo SE16% (P<0,05; 

Fig. 1) quando comparado ao grupo de ovócitos não-vitrificados. As HSP70.1 são 

chaperonas  que, dentre outras funções, atuam na manutenção da estrutura protéica 

em condições fisiológicas adversas (Christians et al., 2003), e seus níveis de 

expressão podem auxiliar no estudo da resposta celular ao estresse celular. O estresse 

celular no ovócito pode diminuir a sua viabilidade, uma vez que Pereira et al. (2010) 

observaram que ovócitos bovinos com alta expressão do gene HSP70.1 produziram 

embriões com maior índice apoptótico. Além disso, Anchamparuthy et al. (2010) 

encontraram uma maior abundância de genes de apoptose em ovócitos bovinos 

vitrificados em solução de 4,5% de EG. Desta forma, uma maior quantidade de 

HSP70.1 nos ovócitos expostos a SE16%, sugere que essa solução pode ter sido 

tóxica, diminuindo assim a viabilidade desses gametas. 

Os transcritos dos genes ZAR1 e MATER apresentaram-se sub-regulados no 

grupo SE16% (P<0,05; Fig. 1) quando comprado aos ovócitos não-vitrificados. 

ZAR1 e MATER são genes de efeito materno (Wu et al., 2003) que estão envolvidos 

na TMZ, pois foi demonstrado que ovócitos de fêmeas de camundongos nocautes 

para o gene ZAR1 e MATER, geralmente não se desenvolvem além do estágio de 2 

células (Tong et al., 2000; Wu et al., 2003). Tong et al., 2004 demonstraram que a 

ausência da proteína de MATER parece ter um efeito prejudicial durante a TMZ, 

sugerindo que a mesma possa ter papel importante na ativação do genoma 
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embrionário. Portanto, o presente resultado sugere que transcritos dos genes ZAR1 e 

MATER podem ser afetados pelas condições de vitrificação, quando os ovócitos são 

expostos a solução de 16%, fato que pode prejudicar o desenvolvimento ovocitário 

pós-fertilização. De forma semelhante, foi observada uma diminuição da expressão 

do gene MATER em ovócitos imaturos de camundongos vitrificados (Habibi et al., 

2010). Outros trabalhos também observaram que o processo de vitrificação diminui a 

abundância de transcritos de ovócitos ovinos e a taxa de desenvolvimento pós-

fecundação in vitro (Succu et al., 2008; Chamayou et al., 2011). 

Por outro lado, a expressão dos genes PRDX1, GDF9 e AQP3 nos ovócitos 

do grupo SE16% foi semelhante (P>0,05) aos dos ovócitos imaturos não-vitrificados 

(Fig. 1). Deste modo, o grupo S16% não alterou a expressão desses transcritos. 

Quando foi comparado o grupo SE3% com o grupo controle, não houve alteração na 

abundância de todos os genes avaliados (Fig.2).  A PRDX1 pertence a uma família 

de seis membros das peroxidases que atuam principalmente na decomposição de 

H2O2 produzidos nas células (Leyens et al., 2004), reduzindo o estresse celular. O 

GDF9 está associado ao desenvolvimento ovocitário pela expansão das células do 

cumulus (Eppig, 2001), e também maior competência do ovócito (Hussein et al., 

2006). As aquaporinas são proteínas canais que permitem a passagem rápida de água 

pelas membranas em direção ao gradiente osmótico (Barcroft et al., 2003; Watson et 

al., 2004). Portanto, além de água pequenas moléculas como o etilenoglicol podem 

ter sua passagem facilitada, auxiliando a movimentação de crioprotetores nos 

processos de criopreservação. Pelo exposto acima, os resultados do presente estudo 

sugerem que a solução de vitrificação SE3% pode ser menos tóxica aos ovócitos.  
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Conclusões 

 

1.  O sistema de vitrificação SE3% não influencia na quantidade de transcritos 

armazenados no citoplasma de ovócitos bovinos imaturos. 

2. A exposição de ovócitos imaturos a SE16% aumenta a expressão do gene de 

estresse HSP70.1 e diminui a dos genes MATER e ZAR1, os quais são importantes 

para o desenvolvimento ovocitário pós-fertilização. 
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Tabela 1. Sequência dos primers específicos, temperaturas de pareamento, tamanho dos produtos e fonte 

de acesso às sequências no GenBank 

 
Produto Sequência do primer Temperatura 

de 
pareamento 

Tamanho 
do produto 

(pb) 

N° de 
acesso no 
GenBank/ 
Referência 

HSP70.1 
F 5’AACAAGATCACCATCACCAACG3’   

R 5’TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG3’ 
59°C 275 NM174550 

PRDX1 
F 5’ATGCCAGATGGTCAGTTCAAG3’     

R 5’CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG3’ 
53°C 224 

 

Mourot et al. 

(2006) 

Zar1 F 5’TGCCGAACATGCCAGAAG3’               

R 5’TCACAGGATAGGCGTTTGC3’ 
53ºC 188 

NM_001076

203 

MATER F 5’TAATGACGACGCTGTGTTCTG3’        

R 5’GCGGTTCTCAGGTTCTTCAG3’ 
53ºC 206 

NM_001007

814 

GDF9 
F 5’GACCCCTAAATCCAACAGAA3’          

R 5’AGCAGATCCACTGATGGAA3’ 
53ºC 120 NM-174681 

AQP3 
F 5’ ACCGATCTAGCCCCTCATCT 3’ 

R 5’ CCAACTCCACCGACAGAATC 3’ 

52ºC 136 NM-

001079794 

β-

ACTINA  

F5 ’GACATCCGCAAGGACCTCTA3’          

R 5’ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3’ 
53ºC 205 NM_173979 

 

 

 
Figura 1. Abundância Relativa dos transcritos HSP70.1, PRDX1, ZAR1, MATER, GDF9 e 

AQP3 em ovócitos imaturos expostos a solução de equilíbrio de 16% comparado com 

ovócitos imaturos não-vitrificados (expressão relativa=1.00) (* p<0,05). 
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Figura 2. Abundância Relativa dos transcritos HSP70.1, PRDX1, ZAR1, MATER, GDF9 e 

AQP3 em ovócitos imaturos expostos a solução de equilíbrio de 3% comparado com ovócitos 

imaturos não-vitrificados (expressão relativa=1.00). 
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3. CONCLUSÕES GERAIS 

 

1. A exposição a várias concentrações de EG (3, 8, 16, 20%) na solução de 

equilíbrio não afetam a taxa de maturação nuclear. 

 

2. A exposição a vários tempos de equilíbrio associados a diferentes 

concentrações de EG não afetam a maturação nuclear ovocitária. 

 

3. A associação de DMSO + EG na solução de vitrificação influenciou 

negativamente na maturação nuclear ovocitária após a reidratação. 

 

4. Concentrações elevadas de EG (32 e 40%) não favorecem ao 

desenvolvimento ovocitário após a reidratação. 

 

5. Soluções de equilíbrio com 3, 8, 16 e 20% de EG afetam negativamente 

na taxa de maturação nuclear após a vitrificação com 40% de EG + 1,0 

mol.L-1 de sacarose. 

 

6. Soluções de equilíbrio (3 e 16% de EG) e vitrificação influenciam 

negativamente na maturação nuclear e citoplasmática, e também na 

ultraestrutura de ovócitos imaturos de bovinos após a maturação “in 

vitro”. 

 

7. A solução de equilíbrio com 3% de EG não influencia na quantidade de 

transcritos armazenados no citoplasma de ovócitos bovinos imaturos. 

 

8. A solução de equilíbrio com 16% de EG aumenta a expressão de HSP70.1 

e diminui a dos genes MATER e ZAR1. Entretanto, influenciou 

negativamente na taxa de maturação nuclear e citoplasmática, além da 

ultraestrutura do ovócito após vitrificação. 




