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RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da vitrificação de ovócitos maturados in vitro de bovinos, utilizando o etilenoglicol (EG)
associado a trehalose e polivinilpirrolidona (PVP). Utilizaram-se ovócitos provenientes de ovários de vacas abatidas em matadouro,
distribuídos aleatoriamente em três tratamentos. Tratamento 0 (T0 -  testemunha): ovócitos não desnudados e não congelados.
Tratamento 1 (T1): vitrificação de ovócitos com cumulus oophorus e maturados in vitro. Tratamento 2 (T2): vitrificação de ovócitos
desnudados e maturados in vitro. A porcentagem de ovócitos recuperados e com morfologia normal após a desvitrificação foi diferente
entre T1 e T2 (94,7 e 76,8%; 69,5 e 49,85%, para T1 e T2, respectivamente). Após a reidratação, os ovócitos vitrificados foram fecundados
e cultivados in vitro por sete dias. Foi verificada, em nível ultra-estrutural, liberação prematura dos grânulos corticais em ovócitos
vitrificados. As taxas de fecundação e de clivagem foram diferentes entre os tratamentos (56,2; 41,7 e 12,5%; 36,3; 0,0 e 0,0% para T0,
T1 e T2, respectivamente). Apenas no T0 foram obtidos mórulas e blastocistos (34,5%). Estes resultados indicam que o procedimento
de vitrificação, segundo os protocolos utilizados, não é indicado para a criopreservação de ovócitos maturados de bovinos.
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Cryopreservation of Bovines Oocytes Desnuded or not and Previously in vitro Matured

ABSTRACT - This study aimed at the evaluation of the effects from cryopreservation of bovine oocytes in vitro matured,
by using ethylene glycol (EG) associated to trehalose and polyvinylpyrrolidone (PVP), of ovary oocytes of slaughtered cows,
randomly assigned to three treatments. Treatment 0 (T0 - control): oocytes that were desnuded and not vitrified. Treatment 1
(T1): cryopreservation of in vitro matured oocytes with  cumulus oophorus. Tratamento 2 (T2): cryopreservation of in vitro
matured desnuded oocytes. The percentage of recovered oocytes after cryopreservation and with normal morphology was
different for vitrified oocytes (94.7 and 76.8%; 69.5 and 48.85% for T1 and T2, respectively). The main changes ultrastructural
in vitrificated oocytes were prematurely released of cortical granules. Later, all normal oocytes were fecundated and cultivated
at 38.5ºC in atmosphere with 5% CO2 for seven days. The fecundation and cleavage rates for treatments were different (56.2,
41.7 and 12.5%; 36.3, 0.0 and 0.0%, for T0, T1 and T2, respectively). Morulas and blastocysts were obtained only in T0 (34.5%).
These results indicate that, the used protocols, for vitrification procedure is not indicated for cryopreservation of matured bovine
oocytes.
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Introdução

Vários estudos científicos sobre o uso das técnicas
de criopreservação estão sendo realizados, com o
propósito de formar bancos de gametas femininos que
poderão ser utilizados em pesquisas ou aplicações
comerciais. O uso desta biotécnica tem apresentado
resultados satisfatórios quanto à preservação de ovócitos
de camundongas, hamster, coelhas e humanos.
Entretanto, os pesquisadores têm encontrado dificuldades
na criopreservação de ovócitos de bovinos (Fuku et al.,
1995a; Martino et al., 1996; Suzuki et al., 1996).

Muitos protocolos, como o resfriamento lento,
rápido e ultra-rápido, têm sido utilizados, porém, ainda
não existe um procedimento que possa produzir resul-
tados consistentes. A vitrificação é um dos métodos
de criopreservação que, recentemente, vem sendo
muito pesquisada, por consistir em eliminar
metodologias laboriosas dos métodos convencionais
(Rall, 1987; Hochi et al., 2001). Entretanto, apresenta
como desvantagem o seu efeito tóxico, pois consiste
no uso de elevada concentração de crioprotetores na
solução (Pugh et al., 2000). Pode-se minimizar o
efeito tóxico dos crioprotetores adicionando
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macromoléculas e açúcares na solução (Kasai et al.,
1990), ou combinando crioprotetores, como o
etilenoglicol (EG) (Martino et al., 1996).

Segundo Hochi et al. (1996), em adição aos
protocolos de criopreservação, os estádios meióticos
dos ovócitos também influenciam a capacidade de
sobrevivência da célula criopreservada. Fuku et al.
(1995b) observaram que ovócitos maturados in vitro
(MIV) podem ser criopreservados e manter a
viabilidade após descongelamento, para a fecunda-
ção in vitro (FIV) e cultura in vitro (CIV), embora
os resultados ainda não sejam consistentes. Corrobo-
rando estes achados, Asada et al. (2002), após análises
de ovócitos em metáfase II (MII) e desvitrificados,
verificaram que somente 28,3% foram fertilizados.
Adicionalmente, observaram 12% de clivagem, sendo
que nenhum chegou ao estádio de mórula. Porém,
Hochi et al. (1997) e Sung et al. (2001), ao vitrificarem
ovócitos em MII de bovinos e camundogos, expostos
à solução de EG, obtiveram taxa de 31 e 34% de
clivagem até oito células, sendo que 5 e 25% chegaram
ao estádio de blastocisto, respectivamente. Papis et al.
(2000) também não obtiveram resultados satisfatórios
após vitrificarem ovócitos em MII desnudos, obtendo
somente 27% de clivagem, sendo que  somente 3% se
desenvolveram até o estádio de blastocisto.

Vários pesquisadores admitem que  o estádio de
vesícula germinal (ovócito imaturo) é mais sensível à
criopreservação que qualquer outro estádio nuclear
(Fuku et al., 1995a; Fuku et al., (1995b; Hochi et al.,
1997; e Luna et al., 2001). Entretanto, exposição do
ovócito maturado (MII) a certas condições de
resfriamento e aos crioprotetores pode induzir à
instabilidade dos fusos meióticos, provocando
segregação anormal dos cromossomos na retomada
da meiose com a fecundação, podendo causar anor-
malidades cromossômicas (Shaw et al., 2000).
Saunders & Parks (1999), por intermédio da
microscopia eletrônica, observaram várias altera-
ções, ao congelarem ovócitos maturados in vitro de
bovinos. Esses pesquisadores verificaram acúmulo
ou dispersão cromossômica, despolimerização de
microtúbulos, alterações na estrutura do fuso, forma-
ção de crateras e descontinuidade na actina do
citoesqueleto.

Com a análise ultra-estrutural, Fuku et al. (1995a),
Fuku et al. (1995b), Schmidt et al. (1995) e Hochi et
al. (1996) verificaram, além das alterações nos
microtúbulos, nos cromossomas e nas mitocôndrias,
alterações na zona pelúcida, destruição das junções

gap entre as células do cumulus ooforus e, principal-
mente, a precoce distribuição periférica e exocitose
dos grânulos corticais (CG), prejudicando a
fecundação, em razão do enrijecimento precoce da
zona pelúcida. Segundo esses pesquisadores, este
enrijecimento precoce é um dos principais fatores que
provocam resultados insatisfatórios na vitrificação de
ovócitos maturados in vitro. Fuku et al. (1995b) afirma-
ram que esta reação prematura dos CG de ovócitos de
bovino não é induzida somente pelo crioprotetor, mas
também pelas baixas temperaturas.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
estudar a eficácia da vitrificação de ovócitos previa-
mente maturados in vitro, utilizando o etilenoglicol
associado com outros crioprotetores. Pretende-se
avaliar os efeitos na morfologia celular e na subse-
qüente capacidade de desenvolvimento após a fecun-
dação e cultivo embrionário.

Material e Métodos

Ovários bovinos foram obtidos de animais abatidos
em matadouro e transportados para o laboratório em,
no máximo, três horas após a coleta em solução
fisiológica entre 35 e 37oC, contendo penicilina e
estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990). No labora-
tório, os ovários foram submetidos à aspiração,
manipulação e classificação, conforme Costa (1994).
Foram selecionados para o experimento os ovócitos
que apresentaram cumulus oophorus compactos
(COCs). Os ovócitos foram divididos aleatoriamente
em três tratamentos: Tratamento 0 (testemunha),
constituído de 692 ovócitos com COCs não congelados
(frescos), os quais foram submetidos aos processos
de MIV, FIV e CIV, conforme descrito em itens
posteriores; Tratamento 1 (vitrificado com cumulus
oophorus – VCOCs), constituído de 357 ovócitos e
Tratamento 2 (vitrificado desnudado – VD),
constituído de 371 ovócitos desnudados segundo Costa
(1994). Os ovócitos de cada tratamento foram
previamente submetidos à maturação in vitro em
meio de cultivo, por 24 horas, segundo Costa (1994).
Os ovócitos do tratamento 2 foram maturados com
células da granulosa em suspensão, na quantidade de
dois milhões por mililitro. Após a MIV, os ovócitos
dos tratamentos 1 e 2 foram criopreservados pelo
método de vitrificação. A vitrificação foi realizada
conforme protocolo utilizado em zigotos por Saha et
al. (1996), em três etapas para desidratação. As duas
primeiras etapas duraram cinco minutos cada, com as
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soluções em temperatura ambiente, enquanto a últi-
ma, que correspondia à solução de vitrificação, durou
apenas um minuto a 4ºC. Todas as soluções tiveram
o pH previamente ajustado para 7,30 - 7,35. Na
primeira etapa, foi utilizada uma solução contendo
10% de etilenoglicol (EG); na segunda, 10% de EG +
0,3 mol L-1 de trehalose; e na terceira, 40% de EG +
0,3 mol L -1 de trehalose + 20% de polivinilpirrolidona
(PVP). Antes de completar o tempo da terceira
etapa, os ovócitos foram envasados em grupos de 20
a 30 em palhetas de 0,25 mL. Uma vez acondiciona-
dos na palheta, esta foi fechada e mergulhada em
nitrogênio líquido acondicionado em uma caixa de
isopor.

Os ovócitos dos tratamentos 1 e 2 foram
desvitrificados pela imersão da palheta em banho-
maria a 30ºC por 20 segundos, e a reidratação em
temperatura ambiente, em apenas um banho. A solu-
ção de reidratação foi composta de 20% EG mais
0,3 mol L-1 de trehalose e 10% de PVP. Esta solução
teve o pH previamente ajustado para 7,30 - 7,35. Os
ovócitos permaneceram nesta solução por seis minutos
e, posteriormente, foram lavados quatro vezes em
meio Talp-Hepes e avaliados morfologicamente. Os
ovócitos considerados normais foram submetidos à
FIV e CIV. Foram considerados normais os ovócitos
que apresentaram formas esférica e simétrica, sem
degeneração aparente, e anormais, aqueles com perda
de conteúdo celular, citoplasma vacuolizado, retraído
ou fragmentado. Os resultados obtidos das alterações
morfológicas foram distribuídos em tabelas de
contingência e analisados pelo teste do qui-quadrado
(Sampaio, 1998).

A fecundação in vitro foi realizada segundo
Costa (1994), utilizando sêmen bovino congelado em
palhetas médias. O meio de manipulação, incubação
do sêmen e o de fecundação foram o Sp-Tl e Fert-
Talp, respectivamente, de Parrish et al. (1988),
modificado segundo Costa (1994).

Para avaliação da taxa de fecundação, os ovócitos
foram submetidos aos procedimentos sugeridos por
Costa (1994). Foram considerados fecundados os
ovócitos que apresentaram os dois pronúcleos, com
presença ou não da cauda do espermatozóide.

Após a incubação com o sêmen, os ovócitos
foram cultivados, durante sete dias, em gotas com
50 µL de meio TCM 199 acrescido de 10% de soro de
vaca em diestro. Os ovócitos do tratamento 2 foram
cultivados com células da granulosa em suspensão. O
meio foi renovado a cada 48 horas. As taxas de

clivagem e de mórulas e blastocistos foram avaliadas
no segundo e sétimo dias de cultivo, respectivamente.
Os resultados obtidos quanto à clivagem e
desenvolvimento para mórulas e blastocistos foram
distribuídos em tabelas de contingência e analisados
pelo teste do qui-quadrado (Sampaio, 1998).

Para confirmação da maturação citoplasmática
em nível ultra-estrutural, segundo Costa (1994), foi
processado, após a MIV, um total de 30 ovócitos de
cada tratamento para microscopia eletrônica de trans-
missão. A contrastação foi realizada com o citrato de
chumbo (Reynolds, 1963) e com o acetato de uranila
(Watson, 1958). Também foram processados, para
análise ultra-estrutural, 30 ovócitos de cada trata-
mento para confirmação da fecundação e 30 ovócitos
pós-vitrificação e reidratação.

Resultados e Discussão

Com relação à porcentagem de ovócitos recupe-
rados após a desvitrificação, houve diferença (P<0,01)
entre o tratamento de ovócitos maturados in vitro e
vitrificados com cumulus oophorus (VCOCs) e o
tratamento de ovócitos vitrificados desnudados (VD),
sendo 94,7% (338/357) e 76,8% (285/371), respecti-
vamente. A taxa de recuperação dos VCOCs foi
semelhante à obtida por pesquisadores congelando
ovócitos de vacas ou novilhas (Hamano et al., 1992;
Men et al., 2002).

Entre os escassos estudos realizados com a
criopreservação de ovócitos maturados in vitro e
desnudados, poucos relataram a taxa de recupera-
ção. Entretanto, Sung et al. (2001), ao trabalharem
com ovócitos de camundongas maturados in vitro e
desnudados, obtiveram taxa de recuperação, após a
desvitrificação, de 73,8%, valor semelhante ao obtido
neste experimento.

Segundo Souza (2001), a taxa de recuperação dos
ovócitos parece não ser afetada pelo tipo de
crioprotetor, pela espécie animal e nem mesmo pelo
método de criopreservação utilizado. Dessa forma,
as perdas dos ovócitos que ocorreram de maneira
mais intensa no VD que no VCOCs podem ser
atribuídas à maior dificuldade de visualização dos
ovócitos desnudados durante os procedimentos de
desvitrificação e reidratação dos mesmos.

Em relação à porcentagem de ovócitos com
morfologia anormal, houve diferença (P<0,05) entre
o VCOCs (30,5%) e VD (51,2%) (Tabela 1). Segundo
Lim et al. (1999), o tipo de crioprotetor utilizado pode
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afetar a morfologia dos ovócitos bovinos, sendo pre-
ferível o uso de substâncias mais permeáveis. Dessa
forma, o EG foi utilizado como crioprotetor neste
experimento, por possuir baixo peso molecular e alta
permeabilidade, na tentativa de evitar maior ocorrência
de injúrias celulares. Entretanto, a análise ultra-
estrutural evidenciou que, mesmo nos ovócitos
aparentemente normais após a desvitrificação, ocor-
reram alterações. A principal alteração encontrada
nos vitrificados foi a liberação prematura dos
grânulos corticais. Esta condição, verificada também
por vários pesquisadores, afeta a condição da zona
pelúcida, interferindo na fecundação e posterior
desenvolvimento embrionário (Fuku et al., 1995a;
Fuku et al., 995b; Schmidt et al., 1995; Hochi et al.,
1996). Ao contrário, os ovócitos não criopreservados
(testemunha) apresentaram os grânulos corticais
distribuídos normalmente conforme verificado por
Costa (1994), com distribuição eqüitativa nas proxi-
midades da membrana plasmática. Além das
alterações nos grânulos corticais, foram também
verificadas nos ovócitos criopreservados outras
alterações como vacuolização e perda de cristas
mitocondriais, fato observado por Fuku et al. (1995a),
em ovócitos vitrificados imaturos.

Souza (2001) obteve menor porcentagem de
ovócitos imaturos e desnudos com morfologia normal
após a desvitrificação, resultado semelhante ao
encontrado neste experimento. Segundo esse autor,
que utilizou a mesma metodologia do presente
experimento, a menor porcentagem de ovócitos ima-
turos e desnudados encontrados com morfologia nor-
mal pode ser atribuída às etapas de desidratação. Os

dois tratamentos foram submetidos às mesmas con-
dições nas etapas de desidratação, porém o VCOCs

pode ter apresentado melhor resultado, em razão de
suas células do cumulus oophurus possibilitarem
trânsito menos drástico do crioprotetor. Corroborando
os resultados obtidos por Souza (2001) e Agca et al.
(1998), pode-se inferir que os ovócitos desnudados
necessitam de tempo de desidratação dos VCOCs

diferenciado. Portanto, é provável que o tipo de
crioprotetor utilizado e o tempo de desidratação sejam
diferentes quanto ao uso de ovócitos com presença
ou não de células do cumulus oophurus.

O número de ovócitos com anormalidades foi
diferente (P<0,05), em relação ao citoplasma retraído
e à perda de conteúdo celular. Corroborando os
resultados obtidos por Martino et al. (1996), a principal
anormalidade encontrada neste experimento foi
citoplasma retraído. Segundo Souza (2001), embora
pouca importância tenha sido dada a esta anormalida-
de, o grau de retração do citoplasma é bastante impor-
tante, pois, de acordo com a intensidade, pode compro-
meter totalmente a integridade da membrana
citoplasmática e a organização das organelas do ovócito.

Em relação à perda do conteúdo celular, alguns
trabalhos (Dahli et al., 2000a; Dahli et al., 2000b)
classificaram esta injúria e o rompimento da zona
pelúcida  como anormalidades distintas. Entretanto,
corroborando resultados observados por Souza (2001),
no presente experimento, o rompimento de zona
pelúcida estava associado aos ovócitos que apresen-
taram perda de material citoplasmático, visto que não
é possível a perda de material sem o rompimento
prévio da zona pelúcida.

N (%) Anormalidades (%)
Tratamento Abnormalities (%)
Treatment ZP rompida Citoplasma retraído

Disruption of ZP Retracted cytoplasm

T1 (vitrificados - VCOCs) 103/338 (30,5) a 13 (12,6) a 90 (87,4) a

T1 (vitrificated - VCOCs)
T2 (desnudados vitrificados - VD) 146/285 (51,2) b 50 (34,2) b 96 (65,7) b

T2 (vitrificated desnudes - VD)

Tabela 1 - Anormalidades morfológicas encontradas em ovócitos vitrificados após maturação com
cumulus oophorus (T1 - VCOCs) ou desnudados (T2 - VD)

Table 1 - Morphological abnormalities from oocytes vitrificated after maturation with cumulus oophorus
(T1 - VCOCs) or desnude (T2 - VD)

ZP =  zona pelúcida; ZP rompida = inclui perda de conteúdo celular.
ZP = pelucida zona; Disruption of ZP = includes celular content loss.
Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna são diferentes (P<0,01) pelo teste do qui-quadrado.
Values within the same column, followed by different letters, differ (P<.01) by chi- square test.
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A taxa de fecundação foi diferente (P<0,01) para
os ovócitos dos tratamentos controle (T0), ovócitos
maturados in vitro com cumulus oophorus (VCOCs)
e ovócitos desnudados maturados  in vitro (VD),
sendo de 56,2; 41,7 e 12,5%, respectivamente. O
resultado obtido para o VCOCs foi semelhante aos
38,3% encontrados por Le Gal & Massip (1999) e aos
47,45% verificados por Hochi et al. (1997). Entretanto,
foi ligeiramente inferior aos 58,0; 62,5 e 61,7%
encontrados por Hochi et al. (2001), Sung et al.
(2001) e Asada et al. (2002), respectivamente. As
concentrações de crioprotetores utilizadas por Hochi
et al. (1997) foram similares às do presente experi-
mento, observando-se que a alta taxa de fecundação
pode ter sido atribuída às etapas de exposição aos
crioprotetores, pois foram utilizadas duas etapas de
desidratação de 10 e 1 minuto, respectivamente, ambas
em temperatura ambiente. No presente estudo, apesar
de a última etapa também ter durado 1 minuto, a
temperatura foi de 4oC, o que pode ter influenciado a
taxa de fecundação.

Os números e a porcentagem de ovócitos que
clivaram e alcançaram estádio de mórula e blastocisto
são apresentados na Tabela 2. Os procedimentos de
vitrificação adotados neste experimento provocaram
efeitos adversos nos ovócitos, refletindo na taxa de
clivagem, que foi igual a zero em ambos os tratamentos
de vitrificação.

Os ovócitos não vitrificados (T0 - testemunha)
desenvolveram-se até o estádio de morúla e
blastocisto, em taxas satisfatórias (34,5%), demons-
trando que os procedimentos para FIV e CIV foram
adequados.

Vários autores (Hamano et al.,1992; Martino et
al., 1996; Agca et al., 1998; Otoi et al., 1998) obser-
varam que um menor tempo de exposição dos ovócitos
aos agentes crioprotetores melhorava as taxas de
clivagem e, conseqüentemente, a produção de
blastocistos. Hamano et al. (1992), utilizando um
protocolo de vitrificação no qual os ovócitos ficavam
expostos a solução de vitrificação por 10 segundos,
conseguiram transferir três embriões bovinos, obtendo
duas vacas gestantes. No presente estudo, os ovócitos
foram expostos à solução de vitrificação durante um
minuto, tempo este talvez inadequado, visto a elevada
osmolaridade desta solução.

Além do período de exposição de um minuto
utilizado na solução de vitrificação deste estudo, o
procedimento foi realizado a 4oC. Aman & Parks
(1994) observaram injúrias nos ovócitos maturados in
vitro e resfriados em temperaturas entre 25 e 4oC por
um minuto. Martino et al. (1995) reportaram que
ovócitos imaturos de bovinos foram prejudicados,
quando resfriados a 0oC durante 30 segundos.
Segundo esses autores ,  os ovócitos foram
fecundados , mas com o desenvolvimento
subseqüente comprometido, provavelmente em
decorrência de instabilidade dos fusos provocada
pelo resfriamento (Saunders & Parks, 1999; Shaw
et al., 2000). Souza (2001) afirmou que a temperatura
da solução de vitrificação utilizada no experimento
com ovócitos imaturos pode ter prejudicado o
desenvolvimento após fecundação. Do mesmo modo,
a temperatura utilizada neste experimento pode ter
causado danos ao desenvolvimento após a
fecundação dos ovócitos maturados in vitro.

Tratamento N Clivados (%) Mórulas e Blastocistos (%)
Treatment Cleavage Morulae and Blastocysts

T0 (testemunha) 383 139 (36,3) 48 (34,5)
T0 (control)
T1 (vitrificados) 161 0 (0) 0 (0)
T1 (vitrificated)
T3 (desnudados vitrificados) 99 0 (0) 0 (0)
T3 (vitrificated desnudes)

Tabela 2 - Clivagem e desenvolvimento embrionário de ovócitos submetidos à fecun-
dação in vitro após maturação (T0) ou maturados e vitrificados (T1 e T2)

Table 2 - Cleavage and embryo development from oocytes submitted to a fertilization in vitro
after maturation (T0) or maturated and vitrification (T1 and T2)
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Conclusões

A associação do etilenoglicol, trehalose e
polivinilpirrolidona adotada neste experimento não foi
eficaz para a vitrificação de ovócitos bovinos,
previamente maturados in vitro  com cumulus
oophorus ou desnudados.

Não existe relação entre a aparência morfológica
do ovócito criopreservado, em microscopia conven-
cional, e sua capacidade de desenvolvimento após a
fecundação in vitro.

A criopreservação de ovócitos maturados de
bovinos pelo método de vitrificação ainda não apre-
senta resultados consistentes e com repetibilidade,
tendo em vista os resultados encontrados na literatura,
inclusive o deste trabalho.
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