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Resumo 



BULGARELLI, DL. “A vitrificação de oócitos bovinos prejudica sua capacidade 
reprodutiva, independente do estadio de maturação”. Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 
 
 
Até o momento a literatura não determinou qual o melhor estadio de maturação (imaturo ou 
maduro) para que o oocito mantenha sua competência para o desenvolvimento reprodutivo 
após a criopreservação. O objetivo deste estudo foi determinar em qual estadio meiótico 
(imaturo -VG (vesícula germinativa) ou maduro- MII (metáfase II)) o oócito é menos 
susceptível ao dano na criopreservação, utilizando modelo experimental bovino. Foram 
utilizados ovários de vacas abatidas em matadouro, após a aspiração dos folículos, os oócitos 
imaturos (VG) foram selecionados para a maturação in vitro e vitrificação, e foram divididos 
em três grupos: 1) oócitos maturados in vitro e não submetidos à vitrificação (CONTROLE); 
2) oócitos vitrificados imaturos (VG), descongelados e submetidos à maturação in vitro 
(CRIO-MIV); 3) oócitos maturados in vitro (MII), vitrificados e descongelados (MIV-CRIO). 
Os oócitos foram avaliados quanto a: a)maturação nuclear pela técnica de orceína acética; b) 
integridade da zona pelúcida (ZP) através de microscopia de polarização; c) viabilidade 
oocitária pela técnica de DEAD-LIVE; d) desenvolvimento embrionário (taxa de clivagem, 
produção e eclosão de blastocistos) através da fertilização in vitro (FIV) e ativação 
partenogenética (AT). Não houve diferença na capacidade de maturação nuclear entre os 
oócitos frescos e descongelados no grupo CRIO-MIV (p=0,23). Em relação à zona pelúcida a 
totalidade dos oócitos (100%) nos três grupos apresentou leitura de zona pelúcida positiva, 
não havendo correlação com evolução embrionária posterior. Na análise de viabilidade celular 
pelo DEAD-LIVE verificou-se que houve redução da viabilidade do grupo MIV-CRIO (27%) 
quando comparado com controle (84%) (p<0,0001). Na análise do potencial de 
desenvolvimento embrionário o grupo controle apresentou melhores taxas de clivagem após 
FIV (80%) e AT (58%), do que os grupos CRIO-MIV (28%; p<0,0001; 28%; p=0,0002, 
respectivamente) e MIV-CRIO (26%; p<0,0001; 22%, p<0,0001,respectivamente). As taxas 
de formação de blastocisto e eclosão após FIV nos grupos CRIO-MIV, MIV-CRIO e após AT 
no grupo MIV-CRIO foram nulas. Houve a produção e eclosão de apenas um blastocisto no 
grupo CRIO-MIV após AT. No modelo experimental utilizado, o procedimento de vitrificação 
comprometeu parcialmente a viabilidade dos oócitos medida pela técnica de DEAD- LIVE e 
completamente o desenvolvimento embrionário subseqüente, independente do estadio de 
maturação meiótica (VG ou MII) durante a criopreservação. No entanto, oócitos vitrificados 
em estadio de VG e submetidos à MIV foram meioticamente competentes e progrediram até o 
estadio de MII, sugerindo que o dano não compromete a capacidade de maturação nuclear do 
oócito. Este estudo não conseguiu determinar qual o melhor estadio meiótico oocitário para 
criopreservação, já que os dois estadios meióticos (VG e MII) se mostraram igualmente 
prejudicados pela criopreservação em relação à capacidade reprodutiva. 
 
 
Palavras-chave: vitrificação; oócito bovino; maturação in vitro; maturação nuclear; zona 
pelúcida; viabilidade; desenvolvimento embrionário. 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



BULGARELLI, DL. “Vitrification of bovine oocytes impairs their reproductive capacity 
independently of maturation stage”. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 
 
 
Until the present literature has not achieved a consensus regarding the best maturation stage 
for oocyte to maintain their reproductive capacity after cryopreservation. The aim of this 
study was to determine, using an experimental bovine model, in which stage of development 
(VG stage, immature, or MII  stage, post-maturation in vitro)  the  oocyte is less susceptible to 
damage during cryopreservation. Immature oocytes (VG) from the ovaries of slaughtered 
cows were selected for in vitro maturation or vitrification and divided into three groups. The 
first group (CONTROL) consisted of immature oocytes, matured in vitro without vitrification; 
the second group (CRYO-IVM) consisted of vitrified immature oocytes thawed and submitted 
to in vitro maturation; and the third group (IVM-CRYO) consisted of matured in vitro oocytes 
submitted to vitrification and thawing. The oocytes were evaluated for: nuclear maturation by 
acetic orcein staining; integrity of the zona pellucida using a polarized microscope; cell 
viability by the Dead-Live technique; and embryo development (cleavage, production and 
hatching rate) by in vitro fertilization and parthenogenetic activation. There was no difference 
in capacity of nuclear maturation between fresh and thawed oocytes (p=0.23). Regarding the 
zona pellucida (ZP), all oocytes (100%) of all three groups (control, CRYO-IVM and IVM-
CRYO) presented a positive ZP reading, with no correlation with later embryo evolution. 
DEAD-LIVE analysis of cell viability revealed reduction of viability in the IVM-CRYO 
group (27%) compared to control (84%) (p<0.0001) and to the CRYO-IVM group (56%) 
(p=0.017), with no difference between the last two groups (p=0.055). Analysis of the potential 
for embryo development by means of in vitro fertilization showed that the control group 
presented better cleavage and blastocyst formation rates than the CRYO-IVM (p<0.0001 and 
p<0.0001, respectively) and the IVM-CRYO (p<0.0001 and p=0.0004, respectively) groups. 
Analyzing the potential for embryo development the control group presented better cleavage 
by means of in vitro fertilization (80%) and parthenogenetic activation (58%) than the CRYO-
IVM (28%; p<0,0001; 28%; p=0,0002, respectively) and the IVM-CRYO groups (26%; 
p<0,0001; 22%,  p<0,0001,respectively) Analysis of blastocyst formation rates  and hatching  
after FIV and AT in CRYO-IVM and IVM-CRYO groups were null. Vitrification of bovine 
oocytes causes great impairment of their reproductive capacity regardless of the stage of 
maturation at the time of freezing. However the vitrified immature oocytes submitted to IVM 
maintained their capacity of nuclear maturation, as they achieved MII stage. This study was 
not able to determine which stage was better in reducing crio damage, as both stages (VG and 
MII) presented equally impaired by the process.  
 
 
Key-words: vitrification; bovine oocyte; in vitro maturation; nuclear maturation; zona 
pellucida; viability; embryonic development. 
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A preservação da fertilidade em pacientes jovens com neoplasias malignas se tornou 

nos últimos anos extremamente importante, visto que o número de sobreviventes a essas 

malignidades aumentou (índice de cura de 0,6% ao ano) devido ao avanço da terapia 

oncológica. O aumento anual de novos casos de câncer no mundo é de 0,3%, sendo que cerca 

de 253.000 mulheres foram diagnosticadas com câncer no Brasil em 2010 (INSTITUTO 

NACIONAL DE CÂNCER, 2011) e nos EUA, no mesmo ano, cerca de 713.000 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011). Sendo que, 8% dos casos de câncer em  mulheres 

foi diagnosticado em mulheres em idade reprodutiva (<40 anos de idade) (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2011).  

Pacientes em idade reprodutiva podem preservar a sua fertilidade através de técnicas 

de reprodução assistida (RA) antes do início do tratamento oncológico. Esse tratamento 

consiste em duas terapias principais: a quimioterapia e a radioterapia, que podem ser 

administradas individualmente ou em associação dependendo do tipo de câncer. Essas 

terapias são gonadotóxicas e potencialmente esterilizantes, pois destroem uma proporção 

significativa da população folicular ovariana e, dependendo da idade da paciente e da 

intensidade do tratamento administrado, pode levar a falência ovariana prematura em13 a 

100% dos casos (BINES;OLESKE; COBLEIGH, 1996; BLUMENFELD et al., 2000). 

As opções disponíveis para a preservação da fertilidade é a criopreservação de 

embriões, oócitos, tecido ovariano e transposição ovariana nos casos de radioterapia pélvica 

(ooforopexia) (LEE et al., 2006; HUANG et al., 2007; MARHHOM; COHEN, 2007; 

HUANG et al., 2010). A escolha da melhor técnica para a preservação da fertilidade depende 

da idade da paciente, do tipo de tratamento oncológico, da condição civil da paciente, do 

tempo hábil até o início do tratamento e do potencial do câncer em produzir metástase 

ovariana (SILVA, 2006). 
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Atualmente, as Sociedades Americanas de Reprodução Humana (ASRM) e de 

Oncologia Clínica (ASCO) reconhecem que a única estratégia estabelecida para a preservação 

da fertilidade feminina consiste em estimulação ovariana controlada (COH) para a obtenção 

de oócitos maduros, a fim de produzir embriões por técnicas de RA, seguido de 

criopreservação. (LEE et al, 2006). Porém, em algumas situações a criopreservação de 

embriões se torna limitada, por não preencher critérios satisfatórios de aplicabilidade de 

acordo com perfis específicos de certas paciente (CHIAN et al., 2009b). A criopreservação de 

embriões necessita de duas a cinco semanas antes do tratamento oncológico para que seja 

realizado todo o procedimento de RA; porém, tanto o tempo de adiamento demandado pela 

COH, o alto custo e a necessidade do uso de hormônios estrogênios em pacientes, sendo que 

algumas apresentam tumores hormônio-dependente, pode interferir no prognóstico da 

paciente. O congelamento de embriões também não se aplica a pacientes sem um parceiro 

fixo, com quem deseje constituir prole futura, como é o caso das adolescentes. Uma 

alternativa seria a utilização de amostras provenientes de banco de sêmen, entretanto este tipo 

de abordagem se depara com questões religiosas, morais e éticas (MALTARIS et al., 2006; 

MARHHOM; COHEN, 2007;CHIAN et al., 2009b).  

Em alternativa ao congelamento dos embriões, temos o congelamento de tecido 

ovariano e de oócitos, ambos ainda considerados como técnicas experimentais. A 

criopreservação de tecido ovariano consiste na remoção do tecido previamente ao inicio das 

sessões de quimioterapia e a utilização deste tecido posteriormente à remissão do câncer 

deverá ser feita por reimplante do tecido ou isolamento dos folículos imaturos e maturação in 

vitro, seguida de técnicas de RA. Assim, essa se torna uma opção disponível para pacientes 

sem parceiros e para aquelas com limitações de tempo e contra-indicações para estimulação 

ovariana, porém é atualmente restrita aos grandes centros de assistência à saúde (PRACTICE 

COMMITEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2004).  
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Considerando os aspectos éticos e legais, a criopreservação de oócitos é vantajosa e 

poderia ser a técnica de escolha, já que os oócitos por se tratarem de células únicas podem ser 

descartados futuramente caso não venham a ser utilizados (CHA; CHIAN, 1998; CHIAN et 

al., 2009a). A principal desvantagem desta técnica é que, assim como no congelamento de 

embriões, há necessidade COH prévia com gonadotrofinas, sempre com a finalidade de 

maximizar o número de oócitos recrutados. Desta forma, novamente nos deparamos com a 

necessidade de adiamento do início do tratamento da doença oncológica para realização de 

COH (DAVIS, 2006; MARHHOM; COHEN, 2007). Recentemente, alguns autores 

propuseram a punção dos oócitos ainda imaturos e aplicação de técnicas de maturação in vitro 

associada à criopreservação destes gametas, com intuito de minimizar o tempo de indução e 

reduzir os custos da COH e a exposição aos altos níveis estrogênicos (CHA; CHIAN, 1998; 

TUCKER et al., 1998; REVEL; LAUFER, 2002; DONNEZ et al., 2006; LIN; HWANG, 

2006;SUNG et al.,2007) e em 2009 Chian and cols relataram o primeiro nascimento de bebê 

saudável utilizando-se estes oócitos, confirmando que essa estratégia é válida (CHIAN et 

al.,2009). 

Sendo assim, a criopreservação de oócitos e de tecido ovariano possibilitam a 

obtenção de oócitos em estadio imaturo (VG), contornando as limitações de outras técnicas de 

preservação da fertilidade para as pacientes oncológicas. Contudo, esses oócitos precisam ser 

competentes para comandar o desenvolvimento embrionário subseqüente. De acordo com esse 

fato, surge então um novo questionamento em relação ao melhor estadio meiótico oocitário 

para a criopreservação. A realização da MIV para obtenção de oócitos maduros prévia à 

criopreservação apresenta melhores resultados do que a realizá-la após a desvitrificação? A 

literatura ainda não é conclusiva em relação à associação destes procedimentos. Se de fato os 

resultados forem similares o congelamento de oócitos ainda imaturos facilita a 

operacionalização clínica no manejo destas pacientes, além de reduzir custos, visto que 



Introdução  |  32 

somente oócitos que sobreviverem ao processo de congelamento-descongelamento serão 

expostos à MIV. 

 

1.1. Maturação in vitro  

A capacidade de maturação in vitro de oócitos de mamíferos já é conhecida desde 

1935, através de trabalhos publicados por Pincus e Enzmanm. Em 1965, Edwards1 mostrou 

que oócitos humanos maturavam in vitro de maneira semelhante ao in vivo e, em 1969, 

Edwards, Bavister e Steptoe2 confirmaram que após a maturação in vitro, esses oócitos eram 

capazes de fertilizarem normalmente (1965; 1969; apud LE DU et al,2005,p.1). Veeck e 

colaboradores em 1983 relataram o primeiro nascimento decorrente de oócitos imaturos 

obtidos de um ciclo estimulado e posterior MIV (VEECK et al.,1983). 

Atualmente, mais de 300 crianças saudáveis já nasceram de oócitos maturados in vitro 

(HUANG et al., 2007). Apesar deste número crescente de nascimentos, os resultados ainda 

são modestos. Neste sentido várias pesquisas têm sido realizadas para melhorar as taxas de 

maturação in vitro de oócitos humanos (CHIAN; TAN, 2002; LIN; HWANG, 2006).  

O processo de maturação do oócito é um processo complexo que inclui eventos que 

permitem ao oócito expressar seu potencial máximo de desenvolvimento após a fecundação 

(GOTTARDI; MINGOTI, 2009), ou seja, é um processo fundamental e de extrema 

importância. Esse processo compreende alterações nucleares e citoplasmáticas, através de 

alterações estruturais e bioquímicas (LIN; HWANG, 2006). 

Durante a vida fetal inicia-se o processo de formação dos oócitos (oogênese), no qual 

estes permanecem na fase de prófase I da primeira divisão meiótica através de sinais 

inibidores sintetizados pelas células foliculares e da granulosa (SIRARD et al, 1998) e o 

                                                            
1 EDWARDS, R .Maturation in vitro of mouse, sheep, cow, pig, rhesus monkey and human ovarian oocytes. Nature 20,349–
351. 1965. 
2 2EDWARDS R, BAVISTER B , STEPTOE P.Early stages of fertilization in vitro of human oocytes matured in vitro. 
Nature  21,632–635. 1969. 
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núcleo é envolto por envelope nuclear ou vesícula germinativa (VG), o que caracteriza 

morfologicamente um oócito imaturo. O crescimento oocitário ocorre simultaneamente ao 

desenvolvimento folicular, portanto a retomada da meiose in vivo ocorre após estimulação 

pelo hormônio luteinizante (LH) e in vitro após retirada do oócito do ambiente folicular, o que 

causam alterações fisiológicas na atividade das células do cumulus (FAIR, 2003; 

RODRIGUEZ; FARIN, 2004). Contudo, ocorre a quebra da vesícula germinativa (GBVD) e 

condensação dos cromossomos e assim o oócito progride pelas fases de metáfase I (MI), 

anáfase I (AI), telófase I (TI), onde metade do número original de cromossomos permanece  

no  oócito  e  a  outra metade é incorporada ao primeiro corpúsculo polar completando a 

primeira divisão meiótica (MINGOTI;GARCIA; ROSA-E-SILVA, 1995;MEINECKE et al., 

2001). Depois o oócito progride até metáfase II (MII) e o citoplasma é dividido 

assimetricamente, gerando duas células de tamanhos diferentes: o corpúsculo polar e o oócito 

secundário (CAN;SEMIZ; CINAR, 2003).  

O oócito permanece em MII até a fecundação (MAYES; SIRARD, 2001) devido a 

presença do fator promotor de maturação (MPF) e da proteína cinase ativada por mitógenos 

(MAPK), dois dos principais fatores envolvidos na regulação da maturação oocitária. O MPF 

é responsável por modificações envolvidas na regulação da condensação dos cromossomos, o 

rompimento do envelope nuclear, a reorganização dos microtúbulos e organelas 

citoplasmáticas e a MAPK é essencial em eventos pós-rompimento da VG (KIM ET al., 2000; 

KANO et al., 2000; LEFEBVRE et al., 2002). 

Por meio da fecundação (natural) ou ativação artificial (por meio de drogas), os fatores 

de ativação do oócito promovem o término da segunda divisão meiótica, que se caracteriza 

pela progressão da MII até a fase de telófase II e extrusão do segundo corpúsculo polar. Após 

a ativação, o zigoto continua seu desenvolvimento por divisão mitótica 

(GOTTARDI;MINGOTI, 2009). 
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A maturação citoplasmática envolve alterações metabólicas, que são processos 

altamente complexos e simultâneos, como síntese de proteínas (SIRARD;RICHARD; 

MAYES, 1998), modificações moleculares (KUBELKA et al., 2000), reorganização de 

organelas (mitocôndrias e grânulos corticais) através dos microtubulos e microfilamentos, em 

locais apropriados para iniciar suas atividades específicas (HYTTEL et al.,1997; 

STOJKOVIC et al., 2001;SUN, 2003), modificações nas concentrações de AMPc (adenosina 

monofosfato cíclico) (CONTI et al., 1998), ativação do fator promotor de maturação (MPF) 

(EPPIG et al., 1996) e da via MAPK (proteína cinase ativada por mitógenos) (KUBELKA et 

al., 2000). 

Um evento importante é a síntese e o acumulo de RNAm (ácido ribonucléico 

mensageiro) (DE SOUSA et al., 1998), porque o desenvolvimento do zigoto e embrião de 

menos de 16 células, dependem desse pool de RNAm e das proteínas acumuladas, até que a 

transcrição do DNA (ácido desoxirribonucléico) do embrião, transição materno-zigótica, se 

torne ativa (DE LA FUENTE E EPPIG, 2001; GANDOLFI E GANDOLFI, 2001; 

LONERGAN et al., 2003). Portanto, a maturação nuclear e citoplasmática do oócito são 

eventos coordenados e a sincronia entre eles é de extrema importância para que ocorra a 

maturação do oócito e a capacitação deste para as etapas do desenvolvimento embrionário 

(WU et al., 1996; LONERGAN et al., 2000). 

 

1.2.Criopreservação de oócitos  

O processo de criopreservação de gametas vem sendo utilizado com freqüência na 

prática clínica em RA, tanto de humanos como de animais. A criopreservação tem como 

objetivo manter o metabolismo celular em estado de quiescência, tornando possível a 

conservação de células por tempo indeterminado (TAO; DEL VALLE, 2008). 
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Os primeiros relatos de oócitos criopreservados com sucesso ocorreram há mais de 30 

anos (LEIBO, 2008). Chen (1986) relata a primeira gravidez de oócito humano 

criopreservado (CHEN, 1986). O primeiro resultado de gestação através da preservação da 

fertilidade com congelamento de oócitos em paciente oncológica foi relatada por Yang e cols 

(2007), onde estes fertilizaram os oócitos criopreservados da paciente após considerada a cura 

do câncer (YANG et al.,2007).  

Atualmente existem dois métodos de criopreservação de oócitos: congelamento lento e 

a vitrificação. Vários estudos são realizados a fim de esclarecer e compreender os 

mecanismos envolvidos em cada método, pois ambos os métodos podem influenciar nas 

funções celulares do oócito (SMITH et al., 2010), visto que o processo de criopreservação 

expõe o oócito a diferentes mecanismos químicos, térmicos e mecânicos (MERYMAN, 

1971). 

Na criopreservação há o emprego de agentes crioprotetores, que são substâncias que 

protegem às células contra a desidratação, resfriamento e danos causados pela redução 

extrema de temperatura. Os crioprotetores são classificados de acordo com o seu mecanismo 

de ação em: crioprotetores permeáveis ou intracelulares, que agem penetrando nas células, e 

os crioprotetores não-permeáveis ou extracelulares que protegem as membranas celulares 

através da sua ligação aos fosfolipídios de membrana. Os agentes crioprotetores podem ser 

alcoóis, aminas, açúcares e proteínas; os crioprotetores permeáveis mais comuns são: Dimetil-

Sulfóxido (DMSO), Etileno-Glicol (EG), 1-2-Propanediol (POLLAK et al.,2007) e o Glicerol 

(G); e os não-permeáveis são os acúcares: sacarose e trealose (CHEN et al., 2000; 

MANDELBAUM, 2000). É comum a combinação entre os crioprotetores permeáveis e não-

permeáveis na criopreservação, dependendo do tipo celular (oócito, embrião ou tecido 

ovariano) a ser criopreservado e do protocolo empregado. As principais funções dos 

crioprotetores compreendem a redução do ponto de congelamento, o aumento da viscosidade 
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do meio e a diminuição da concentração de eletrólitos, diminuindo, assim, o risco de danos 

osmóticos. Para que sejam efetivos devem apresentar algumas propriedades como alta 

solubilidade em água para diminuir o ponto de congelamento, alta permeabilidade para 

minimizar o gradiente osmótico e baixa toxicidade.  

O congelamento lento é caracterizado pela exposição das células a baixas 

concentrações de agente crioprotetor (~1,5 mol/l) (PAYNTER, 2000), por um período que 

pode variar de 20 a 60 minutos (CANDY;WOOD; WHITTINGHAM, 1997). Nesse método, a 

célula é resfriada lentamente por redução em rampa da temperatura e realização de seeding, o 

qual previne o super resfriamento e a extrema desidratação celular (RODRIGUES et al., 

2004a). Uma das suas desvantagens é que necessita de equipamento específico e de alto custo, 

além de causar: desequilíbrio osmótico; formação de cristais de gelo intracelular com maior 

freqüência, que interfere na estrutura dos fusos meióticos; enrijecimento da zona pelúcida 

(ZP), que pode afetar o processo de fertilização devido ao bloqueio da penetração do 

espermatozóide (TAO; DEL VALLE, 2008). O congelamento lento de oócitos é uma 

metodologia que apresenta resultados variáveis, poucos satisfatórios e nem sempre 

reprodutíveis (KAZEM et al.,1995;PORCU et al., 1997;YOUNG et al., 1998;ALLAN, 2004; 

NOTRICA et al., 2004; BORINI et al., 2006). 

A técnica que revolucionou a história da criopreservação de oócitos e que vem sendo 

mais recentemente utilizada é a vitrificação ( KUWAYAMA et al., 2005;COBO et al., 2008) 

que é definida como a elevação extrema da viscosidade, levando a solidificação da solução 

liquida em uma solução vítrea em fração de segundos, caracterizando um congelamento ultra 

rápido em nitrogênio líquido. A vitrificação surge como alternativa ao congelamento lento, 

por envolver rápidas taxas de resfriamento (15.000 a 30.000 °C/min) (LIEBERMANN; 

TUCKER, 2004) e aquecimento em presença de concentrações muito altas de crioprotetores, 
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prevenindo assim a formação de cristais de gelo, e diminuindo os danos causados a célula 

(VAJTA et al., 1998;KASAI; MUKAIDA, 2004; LIEBERMANN; TUCKER, 2004). 

A vitrificação por ser um método simples, não necessita de equipamentos caros para 

sua execução e o tempo de equilíbrio e congelamento é reduzido (DOBRINSKY, 2002; 

KUWAYAMA et al., 2005). Por outro lado, utiliza-se altas concentrações de crioprotetor, o 

que pode favorecer o risco de danos tóxicos e osmóticos na célula (VAJTA et al., 1998). Uma 

alternativa para reduzir a toxicidade e os efeitos osmóticos dos crioprotetores é o aumento da 

velocidade de congelamento, reduzindo o tempo de exposição da célula ao agente crioprotetor 

(KUWAYAMA, 2007). 

Para a vitrificação o tamanho e a forma celular são considerados extremamente 

importantes. O oócito é uma das maiores células do corpo humano, chegando a 150µm 

quando maduro (VAN DEN HURK, ZHAO, 2005). A forma oval do oócito permite a este 

uma distribuição homogênea dos crioprotetores permeáveis. Portanto, a exposição por um 

longo período provoca uma concentração continua de gradientes da periferia para o centro do 

oócito ou vice versa. Sendo que, uma parte do oócito não será protegida, o que resultará em 

dano osmótico e conseqüente mudança de forma do oócito, que pode ser prejudicial ao seu 

citoesqueleto (KUWAYAMA, 2007).  

Dentre os potenciais danos causados nos oócitos pela criopreservação, temos os danos 

irreversíveis causados nas gotas lipídicas citoplasmáticas e nos lipídios constituintes da 

membrana celular (RUFFING et al., 1993). Em comparação, o oócito bovino contém uma 

concentração de lipídios citoplasmática bem maior em relação ao oócito humano, o que 

atribui a este último uma maior resistência à vitrificação (BERNARD et al., 1992). Em 

relação à membrana citoplasmática, o processo de criopreservação provoca transição do 

estado liquido para gel, em um processo irreversível que é prejudicial para o futuro 

desenvolvimento, sendo a membrana do oócito sensível (KUWAYAMA, 2007). 
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Na tentativa de contornar todos os problemas envolvidos no processo de 

criopreservação, diferentes protocolos de vitrificação têm sido desenvolvidos, variando 

basicamente na composição e concentração de crioprotetores (CPAs), no método de 

congelamento (SRIPUNYA et al., 2010) e nos dispositivos de acondicionamento das 

amostras, os quais podem ser: grades de microscopia eletrônica de transmissão (MARTINO, 

SONGSASEN, LEIBO 1996), capilares de vidro (HOCHI et al., 1994), palhetas abertas 

estendidas (OPS- Open Pulled Straw) (VAJTA et al, 1998), Cryoloop 

(LANE;SCHOOLCRAFT;GARDNER,1999),Cryotop (KUWAYAMA et al., 2005), Criotips 

(KUWAYAMA et al., 2005), Superfície Sólida de Vitrificação (SSV- Solid Surface 

Vitrification) (DINNYES et al,2000), Microgotas (Microdrop) (PAPIS;SHIMIZU; IZAIKE, 

2000), Flexipet-Denuding Pipette (LIEBERMANN; TUCKER, 2002), Nylon Mesh 

(MATSUMOTO et al., 2001), Hemi-Palhetas (Hemi Straw) (KUWAYAMA; KATO, 2000).  

Dentre esses dispositivos, o cryotop é um sistema que permite o carregamento de 

oócitos ou embriões com volume mínimo. Oócitos de diferentes espécies, humanos 

(ANTINORI et al., 2007; KUWAYAMA, 2007), suínos (LIU et al., 2008), eqüinos 

(BOGLIOLO et al.,2006), ovinos (SUCCU et al., 2007), bovinos (CHIAN et al., 2004) e de 

búfalos (GASPARRINI et al., 2007) foram vitrificados com sucesso, usando este método. 

Kuwayama and cols (2005) em seu trabalho com vitrificação afirmam que as 

principais vantagens da vitrificação é a taxa de resfriamento extremamente rápida 

(23.000°C/min) o qual previne lesão no oócito, pelo fato do volume de vitrificação ser muito 

baixo. Assim, altas taxas de aquecimento (42.000 °C/min) são alcançadas evitando a 

formação de cristais de gelo no processo de descongelamento e a concentração de 

crioprotetores permeáveis é reduzida em 30%, minimizando os efeitos potencialmente tóxicos 

(KUWAYAMA et al., 2005). Uma das limitações deste método é em relação ao número 

reduzido de oócitos vitrificados por haste (palheta – cryotop), sendo recomendado no 
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protocolo de três oócitos por palheta, o que leva ao aumento no tempo de execução da técnica 

quando for necessário vitrificar vários de oócitos (SPRIPUNYA et al.,2010). Outra 

preocupação com o uso do cryotop é pelo fato deste ser um sistema aberto, onde as células 

são expostas diretamente no nitrogênio liquido, permitindo um risco potencial de transmissão 

de doenças através do nitrogênio líquido contaminado (BIELANSKI et al., 2000). 

O método cryotop vem aumentando sua aplicação na rotina dos laboratórios de 

reprodução assistida, com altas taxas de sobrevivência oocitária, desenvolvimento in vitro e 

gestação em relação à criopreservação pelo método lento (KATAYAMA et al., 2003; 

STEHLIK et al., 2005; LUCENA et al., 2006; KUWAYAMA, 2007). 

 

1.3. A associação entre Criopreservação e Maturação in vitro de oócitos 

Uma estratégia totalmente aplicável em pacientes oncológicas é a associação entre a 

criopreservação de oócito e maturação in vitro. Como algumas pacientes não podem ser 

estimuladas com gonadotrofinas, os oócitos imaturos (VG) podem ser captados e então 

submetidos a dois protocolos: (1°) maturação in vitro seguido de criopreservação ou (2°) 

criopreservação dos oócitos imaturos seguido de MIV, para futura aplicação de RA.  

Essa associação entre as técnicas de criopreservação e maturação in vitro é 

efetivamente comprovada através da literatura, demonstrando que é uma alternativa pouco 

invasiva e uma estratégia válida de preservação da fertilidade, que resulta em gestação com 

nascimento saudável. 

Portanto não há consenso sobre qual estadio meiótico (VG ou MII) apresenta maior 

resistência aos possíveis danos causados pela criopreservação, pois os dois estadios 

apresentam configuração nuclear e estrutural diferentes, os quais os conferem vantagens e 

desvantagens.  
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O estadio de vesícula germinativa (bloqueado em prófase da primeira divisão 

meiótica) por apresentar uma membrana nuclear que envolve e protege a cromatina e a 

ausência do fuso meiótico confere maior resistência e menor dano após a criopreservação, 

garantindo assim a ausência de anormalidades cromossômicas durante as divisões celulares e 

maior taxa de sobrevivência ao processo de maturação in vitro e criopreservação (CHA; 

CHIAN, 1998; TUCKER et al., 1998). Conseqüentemente é apontado por diversos trabalhos 

como mais resistentes do que os oócitos maduros (GALLICANO, MCGAUGHEY, CAPCO, 

2004; BATTAGLIA et al.,1996; KIM et al 2010). Porém, a criopreservação pode causar 

sérios danos devido à baixa estabilidade da membrana plasmática e a interrupção das 

projeções das células do cumulus, o qual controla a comunicação intercelular entre as células 

do cumulus e o oócito durante a maturação e FIV, levando a não aquisição da competência 

oocitária, sobrevivência e subseqüente desenvolvimento embrionário (PARK et al., 

2005;MAGNUSSON et al., 2008). 

Já os oócitos em estadio maduro estão bloqueados na metáfase da segunda divisão 

meiótica (MII) com 23 cromossomos alinhados na placa metafásica e apresentam fuso 

meiótico. Durante a criopreservação, cristais de gelo podem se formar e causar rompimento e 

despolimerização do fuso meiótico, levando a anormalidades cromossômicas e não 

desenvolvimento embrionário subsequente. Também pode provocar exocitose prematura dos 

grânulos corticais que estão distribuídos no córtex e próximos à membrana plasmática 

(ADONA ET AL., 2008) causando enrijecimento da zona pelúcida (ZP), bloqueando a 

penetração do espermatozóide e não levando a não fertilização desses oócitos (GOOK et al., 

1994; FABBRI et al., 2001). Porém, a ICSI (Injeção Intracitoplasmática de Espermatozóide) 

pode até certo ponto, minimizar este efeito (GOOK et al., 1994; KIM et al., 2007), 

principalmente em humanos, onde atualmente é estabelecida e empregada como a principal 

técnica de fertilização in vitro nos laboratórios de reprodução assistida. De acordo com os 
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dados de Cha and Chian, (1998), a taxa de fertilização de oócitos humanos maturados in vitro, 

criopreservação e inseminados por ICSI, apresentaram diferença significante (64.3%) em 

comparação com aqueles oócitos submetidos à FIV convencional (27.3%) (CHA; CHIAN, 

1998).  

Chian and cols (2009) relataram o primeiro nascimento com sucesso em 2006, a partir 

de um oócito humano imaturo coletado de um ciclo menstrual espontâneo, submetido a MIV 

e criopreservado pelo método de vitrificação (CHIAN et al., 2009a), onde taxas de 

nascimento de 20% a partir de oócitos coletados imaturos, maturados in vitro e vitrificados 

foram relatadas (CHIAN et al.,2009b). Contudo, estudos com bovinos sugerem que os oócitos 

em MII são mais tolerantes ao processo de criopreservação (HOCHI et al.,1998) e que as 

maiores taxas de blastocistos bovinos são obtidas de oócitos criopreservados no estadio de 

MII (LUNA et al.,2001). 

Com base em todas estas considerações e este projeto visou avaliar qual a melhor 

seqüência de procedimentos, de acordo com o estadio meiótico oocitário para se obter oócitos 

desvitrificados, maduros e viáveis para a realização de reprodução assistida, como estratégia 

de preservação de fertilidade em pacientes submetidas a terapias potencialmente 

esterilizantes. O uso de modelo experimental bovino neste estudo se justifica pela 

similaridade no tamanho e morfologia dos ovários humano e bovino, por ambas as espécies 

serem monovulatórias e policíclicas e por ser um material abundante, barato, de fácil 

manipulação (FERREIRA et al., 2009). 
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2.1. Objetivo principal 

Determinar, utilizando modelo experimental bovino, em qual estádio do 

desenvolvimento, ou seja, estádio de VG (imaturo) ou estádio de MII (maduro), o oócito é 

menos susceptível aos possíveis danos causados pela criopreservação. Visando assim, a 

aplicação subseqüente nos procedimentos de criopreservação de oócitos humanos, para a 

preservação de fertilidade de pacientes que são submetidas a tratamento potencialmente 

esterilizante. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Avaliar o efeito da vitrificação pré e pós maturação in vitro dos oócitos, através da  

seqüência dos procedimentos: criopreservação de oócitos imaturos (VG) seguida de MIV ou 

MIV seguido dee criopreservação de oócitos maduros (MII), pelos seguintes parâmetros: 

• Maturação nuclear avaliada pela técnica de coloração com orcéina acética.  

• Viabilidade oocitária determinada pela técnica de DEAD-LIVE. 

• Integridade da zona pelúcida determinada por microscopia de polarização (OCTAX 

PolarAIDE). 

• Potencial de desenvolvimento embrionário após fertilização in vitro.  

• Potencial de desenvolvimento embrionário após ativação partenogenética. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Material e Métodos 
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3.1. Desenho do Estudo 

O estudo foi realizado no setor de Reprodução Humana do Departamento de 

Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo, especificamente no laboratório de Ginecologia e 

Obstetrícia – Cultivo Celular. A leitura das amostras processadas pela técnica do Dead-Live 

em microscópio de fluorescência foi realizada no laboratório de Neuroendocrinologia da 

Reprodução Feminina do Departamento de Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto - USP. 

Após a seleção dos oócitos imaturos através da morfologia do complexo cumulus 

oophorus (COCs) e aspecto do ooplasma os oócitos foram divididos em três grupos: 

• Grupo- Controle: constituído de oócitos imaturos submetidos à maturação in vitro 

(sem intervenção da vitrificação); 

• Grupo - CRIO-MIV: constituído de oócitos vitrificados imaturos, desvitrificados e 

submetidos à maturação in vitro, 

• Grupo - MIV-CRIO: constituído de oócitos obtidos imaturos, maturados in vitro e 

posteriormente vitrificados e desvitrificados.  

As avaliações foram realizadas após a maturação in vitro e após a desvitrificação, de 

acordo com cada grupo. Os oócitos foram avaliados quanto ao potencial de maturação 

nuclear, integridade da zona pelúcida,viabilidade e potencial de desenvolvimento embrionário 

(clivagem, produção de blastocistos e eclosão) através da fertilização in vitro e da ativação 

partenogenética. 
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Figura 1. Esquema dos grupos experimental. 

Legenda. OPU= Ovum Pick-Up; CRIO = Criopreservação; MIV = Maturação in vitro; ZP= Zona Pelúcida; 
FIV= Fertilização in vitro; AT= Ativação Partenogenética; CIV= Cultivo embrionário in vitro. 
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Seleção oocitária  

 

a) Colheita e Manipulação dos ovários 

Foram utilizados ovários de vacas abatidas em abatedouro local e após o abate e 

evisceração, os ovários foram removidos e transportados ao laboratório imersos em solução 

fisiológica a 35-37 ºC, acrescida de penicilina e estreptomicina (SIRARD; BILODEAU, 

1990). Posteriormente, foram lavados em solução fisiológica pré-aquecida na temperatura de 

35-37 ºC e mantidos nesta mesma solução, em banho-maria, durante a aspiração dos folículos 

ovarianos. 

 

b) Aspiração, Manipulação dos ovários e seleção dos oócitos 

Foram selecionados folículos visíveis apresentando aproximadamente entre 2-8 mm de 

diâmetro, boa vascularização e coloração do fluido folicular (Figura 2). 

 

 
Figura 2. (A) Ovário bovino com folículos adequados (2-8 mm diâmetro e boa vascularização). (B) 
Aspecto ideal do fluido folicular após aspiração. 

 

A aspiração dos folículos foi realizada com agulhas de calibre 25x7mm, adaptadas em 

seringas de 10mm, após o fluido folicular foi depositado em cálice cônico mantido à 

temperatura de 38,5 ºC. Após a decantação por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o 

BA 
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sedimento lavado com meio TALP (Tyroide’s albumin lactate pyruvate media) com tampão 

HEPES ((N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-(2-ácido etanosulfônico) e transferido para placa de 

Petri, mantida em placa aquecedora na temperatura de 38,5 ºC.  

Os COCs imaturos foram selecionados sob estereomicroscópio baseado em 

parâmetros morfológicos para seleção dos oócitos viáveis para a maturação in vitro (grupo 

MIV-CRIO) ou vitrificação (grupo CRIO-MIV) dos oócitos imaturos, sendo realizada após a 

desvitrificação, a MIV dos oócitos imaturos em cocultivo com cinco COCs (complexo 

cumulus oophorus). Os parâmetros morfológicos utilizados para selecionar o COCs foram: 

1.Aspecto do ooplasma: oócitos com citoplasma uniforme. 2. Aspecto das células do cumulus 

oophorus: oócitos com várias camadas de células do cumulus compactas (Grau I) e com ≥ 5 

camadas de células (Grau II) uniformes. 3.Vacúolos: oócitos sem vacúolos. (Figura 3). Os 

COCs selecionados foram transferidos para placa com meio TALP-HEPES. 

 

 
Figura 3. Oócitos imaturos selecionados para maturação in vitro e/ou vitrificação de acordo com 
parâmetros morfológicos específicos. 

 

3.2.2. Maturação in vitro de oócitos 

Para a maturação in vitro foi utilizado o meio de maturação padrão TCM-199 (Tissue 

Culture Medium) com sais Earle, HEPES e L-glutamina (Invitrogen, GIBCO Laboratories 

Life Techonogies Inc., Grand Island, NY), suplementado com 0,2 mM de piruvato, 100 UI/ml 
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de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 0,5 µg/ml de FSH, 5,0 µg/ml de LH e 10% de 

Soro Fetal Bovino (SFB). Os oócitos selecionados de acordo com a morfologia, foram 

maturados em microgotas de 70 µl, na densidade de 20 COCs/ microgota, em placas de Petri 

35mm, cobertas com óleo mineral (SIGMA) a 38,5 °C, 95% de umidade, 5% de CO2 em ar. 

Os oócitos permaneceram por um período de 20 ou 24 horas em meio de maturação in vitro 

(dependendo da técnica posterior a ser empregada). Após 20- 24 horas de MIV, foram 

selecionados os oócitos que apresentaram grau de expansão uniforme das células do cumulus- 

oócito (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Expansão das células do cumulus – oócito após 24 horas de MIV. 

 

3.2.3. Avaliação da Maturação Nuclear 

Para determinação do estadio de maturação nuclear, os oócitos foram primeiramente 

desnudados (remoção das células do cumulus oophorus) com solução de hyaluronidase 

(SIGMA) 0,03% em TCM-HEPES com auxílio de um micropipetador. Posteriormente, os 

oócitos foram lavados e transferidos para uma lâmina de vidro previamente limpa e 

desengordurada. 

Nas lâminas foram colocados 10 oócitos para o grupo vitrificação e 20 oócitos para o 

grupo controle. Nas bordas das lamínulas, foram realizadas pequenas gotas de cola (silicone), 

para pressionar suavemente a lamínula sobre a lâmina criando uma pressão nos oócitos, 
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levando a distensão da zona pelúcida. As lâminas foram colocadas em fixador (3:1) composto 

de metanol e ácido acético, por no mínimo 24 horas. Após a fixação, foi realizada a coloração 

das lâminas com aceto-orceína e a vedação da lâmina com esmalte incolor, para posterior 

avaliação através de microscópio óptico nos aumentos de 40 e 100x (LUNA;FERRARI; 

RUMPF, 2001). As configurações cromossômicas foram avaliadas para os seguintes estadios 

da maturação nuclear: metáfase I (MI), metáfase II (MII) (Figura 5 A, B), vesícula 

germinativa (VG) (Figura 5 C) (LUNA;FERRARI; RUMPF, 2001). 

 

 
Figura 5. Imagem de oócitos (A) em estadio de metáfase II (setas indicam: a presença do conjunto 
cromossômico do óocito e do corpúsculo polar) aumento de 40XX (B) aumento de 100XX. (C) em 
estadio de germinativa (VG) 40XX. 

 

3.2.4. Criopreservação – Vitrificação 

Para a técnica de criopreservação foram selecionados preferencialmente oócitos com 

ausência de: pigmentações, retração citoplasmática e vacúolos e aqueles com zona pelúcida 

integra.Os oócitos foram vitrificados e desvitrificados de acordo com a metodologia e 

protocolo do kit comercial de vitrificação e desvitrificação Cryotop Vitrification (marca 

Cryotech) (Figura 6). Foram vitrificados três oócitos por palheta -cryotop (Kitazato Supply 

Co., Fujinomiya, Japão),onde esta consiste em uma haste fina de polipropileno (ponta do 

cryotop) de 0,4mm de largura x 20 mm de comprimento x 0,1 mm de espessura, ligadas a um 

cabo de plástico de 3 cm e com uma tampa de plástico que conferem proteção no 

armazenamento (KUWAYAMA et al.,2007).  

A B C 
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As soluções de vitrificação são constituídas por meio básico M-199, HEPES 

suplementado com Soro Sintético Substituto (SSS) com etilenoglicol (EG), sacarose e 

dimetilsulfóxido (DMSO). A metodologia do kit consiste em uma fase de equilíbrio realizada 

com solução contendo EG, DMSO e sacarose, respeitando o tempo exigido em cada etapa 

(3min, 3 min e 9 min), depois os oócitos foram colocados em solução de vitrificação no 

máximo em 90 segundos, então foram carregados em um volume muito pequeno de meio 

(0,1µl), onde foi aspirado o excesso de meio e depois a palheta (cryotop) foi imersa em 

nitrogênio liquido. Posteriormente, a tampa de plástico foi acondicionada sobre a parte fina do 

cryotop, que contêm os oócitos fixados e assim foram armazenados em nitrogênio liquido até 

o momento da desvitrificação (KUWAYAMA et al.,2005). 

No descongelamento ou aquecimento, a tampa de plástico foi removida do cryotop, 

ainda com a palheta submersa em nitrogênio líquido. Depois, a ponta do cryotop foi imersa 

diretamente em uma placa a 37 °C contendo meio básico M-199 com HEPES (suplementado 

com SSS) e sacarose para contrabalançar o choque osmótico causado pelos crioprotetores 

permeáveis acumulado intracelularmente. Seqüencialmente, os oócitos foram mantidos em 

equilíbrio por 2 horas em meio livre de gonadotrofinas, em estufa de cultivo a 38,5º C, em 

atmosfera de 5% de CO2, 95% de ar atmosférico e 95% de umidade (KUWAYAMA et al,. 

2007). 

 

 
Figura 6. Kits Cryotop Vitrification (Cryotech lab) (A) Vitrificação (B) Desvitrificação . 

A B
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3.2.5. Análise da integridade da Zona Pelúcida  

Para a avaliação da integridade da zona pelúcida foi utilizado um microscópio 

invertido (Nikon Eclipse TE-355 2000), equipado com um vídeo, câmera e o com o hardware 

do microscópio de polarização (OCTAX polarAIDETM implemented in OCTAX eyeware; 

MTG, Altdorf, Germany). Este método produz uma imagem que analisa quantitativamente a 

birefringência da zona pelúcida do oócito, através da orientação radial das glicoproteínas da 

camada interna da ZP (OLDENBOURG, 1996; PELLETIER;KEEFE; TRIMARCHI, 2004). 

Como a ZP possui três camadas estruturais, onde os filamentos são arranjados de 

formas diferentes, há a exibição de diferentes birefringências com o Polscope. Os filamentos 

da camada interna da ZP são arranjados radialmente e exibem alta birefringência, enquanto os 

filamentos das outras camadas são orientados tangencialmente e retardam a luz a um menor 

grau, exibindo birefringência moderada. As camadas são separadas pela camada média, o qual 

exibe mínimo de birefringência devido à orientação ao acaso dos filamentos (KEEFE et al., 

1997). De acordo com essa birefringência, o sistema gera automaticamente um número 

elevado (>20) de perfis de intensidade distribuídos em todo o perímetro da célula analisada. 

Em cada um destes perfis de intensidade, características como intensidade máxima de 

birefringência e largura da camada interna, são combinadas e fornecem uma análise por 

oócito (EBNER et al., 2010).  

Todos os oócitos foram previamente desnudados com hyaluronidase 0,03% (SIGMA) 

e por repetidos movimentos (desnudamento mecânico) com auxílio de um micropipetador. 

Depois, foram distribuídos individualmente em microgotas de meio TCM-199 (GIBCO) 

suplementado com albumina sérica bovina (BSA), em placa de Petri revestidas com vidro na 

parte inferior (MatTek Corp., Ashland, MA). Assim, foram mantidos antes da avaliação por 

no mínimo uma hora em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 e temperatura de 38,5 °C. 
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Os oócitos foram analisados individualmente e o escore da birefringência da ZP 

(positiva:verde ou negativa:vermelha) foi automaticamente gerada pelo programa (Figura 7) 

 

 
Figura 7. Visualização da birrefringência de oócitos. (A) Oócito com alta birefringência escore 
positivo (barra verde). (B) Oócito com baixa birrefringência escore negativo (barra vermelha). 

 

No grupo controle, os oócitos foram avaliados após 24 horas de MIV, para avaliar a 

influência da MIV na integridade da ZP. No grupo CRIO-MIV os oócitos foram vitrificados 

imaturos, desvitrificados, maturados in vitro por 24 horas e avaliados, para verificar a 

influência da vitrificação em associação com a MIV. Já no grupo MIV-CRIO os oócitos 

foram avaliados em dois momentos: pós-maturação, onde estes foram maturados in vitro por 

24 horas e depois avaliados. Pós-vitrificação, onde os mesmos foram vitrificados, 

desvitrificados e avaliados. 

 

3.2.6. Avaliação de viabilidade oocitária 

A viabilidade oocitária após a maturação in vitro e vitrificação foi estimada pela 

técnica do DEAD-LIVE, no qual permite diferenciar células viáveis e inviáveis, de acordo 

com a cor da fluorescência emitida, devido a marcação pela calceína e pelo homodímero de 

etídio, por leitura em microscopia de fluorescência (filtro FITC e RODAMINA, 

respectivamente) (MALTARIS et al., 2006b). De acordo com os princípios da técnica, a 

BA 
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calceína utiliza o cálcio como co-fator, o qual é metabolizada por células com viabilidade 

preservada, emitindo fluorescência verde. O homodímero de etídio, por sua vez, somente 

consegue penetrar em células cuja membrana plasmática tenha perdido sua integridade, 

emitindo fluorescência vermelha. 

Para a avaliação da viabilidade oocitária, realizamos a análise qualitativa das imagens 

obtidas por microscopia de fluorescência, considerando-se que a viabilidade de um oócito 

para fins reprodutivos depende de sua integridade total, utilizamos como critérios de 

viabilidade: -Oócitos viáveis = presença da fluorescência verde (metabolização da calceína) e 

ausência completa de fluorescência vermelha (homodímero de etídio) (Figura 8 A e B). - 

Oócitos inviáveis = presença concomitante das duas fluorescências em um mesmo oócito. No 

qual este oócito foi interpretado como oócito vivo, entretanto com viabilidade comprometida 

(perda de integridade da membrana), não sendo possível utilizá-lo para fins reprodutivos 

(Figura 8C e D). 

 

  

 
Figura 8 A e B oócitos viáveis de acordo com os critérios de viabilidade adotados, emissão de 
fluorescência verde e ausência de fluorescência vermelha. Enquanto C e D mostram oócito inviável 
com emissão concomitante das duas fluorescências.  

B
C 

DC 

A 
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3.2.7. Fertilização in vitro  

Para a fertilização in vitro utilizou-se sêmen bovino de um touro da raça Nelore (CRV-

Lagoa da Serra) congelado em palhetas de 0,25ml, onde estas foram descongeladas em banho-

maria a 35 ºC por 30 segundos. A seleção e capacitação dos espermatozóides foram realizadas 

através da migração ascendente (swim up), em meio SPTL TALP- HEPES (PARRISH et al., 

1988) acrescido de 6mg/ml de BSA fração V (SIGMA). Os oócitos selecionados foram 

incubados com os espermatozóides capacitados na concentração de 2x106 

espermatozóides/mL, em placa de cultivo com gotas de 50µl de meio de fecundação FERT 

TALP com 6mg/mL de BSA livre de ácidos graxos, 10mg/ml de heparina. Em seguida, foram 

incubados por 18 horas em estufa de cultivo a 38,5º C, em atmosfera de 5% de CO2, 95% de 

ar atmosférico e 95% de umidade. 

Após 18 horas de fecundação in vitro, os supostos zigotos foram submetidos ao 

desnudamento parcial (duas a três camadas de células da granulosa) em meio CR2aa 

(PARRISH et al., 1988) e depois foram transferidos para placa de cultivo  em gotas de 50 µl 

de meio CR2aa  suplementado com 5% SFB e 1mg/ml de BSA, sob óleo mineral. Os zigotos 

foram cultivados durante nove dias em estufa de cultivo celular com 5% de CO2 e 95% de 

umidade.  

 

3.2.7.1. Avaliação do Cultivo embrionário  

Foram realizadas avaliações durante todo o cultivo embrionário, sendo que este teve 

duração de nove dias. No terceiro (D3) e no sexto dia (D6) de cultivo o meio de cultivo 

embrionário (CR2aa) foi renovado. No terceiro dia, ou seja, 72 horas pós inseminação (hpi) 

(RAANANI;SHPILBERG; BEN-BASSAT, 2007) os supostos embriões foram avaliados e 

assim calculada a taxa de clivagem, onde foram considerados clivados zigotos com 2 células, 

4 células, ≥ 8 células. (Figura 9).  
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Figura 9. (A e B) Pool de embriões em D3,observa-se zigotos clivados com 4 e ≥8 células 

 

No oitavo dia (D8) de cultivo (168-192 hpi) foi calculada a taxa de produção 

embrionária de acordo com o número de blastocistos desenvolvidos (Figura 10).  

 

 
Figura 10. (A e B) D8 de cultivo embrionário, observa-se a produção de blastocistos (setas). 

 

No nono dia (D9) de cultivo (224 hpi) foi calculada a taxa de blastocistos eclodidos 

(hatching), com base no número de blastocistos desenvolvidos no oitavo dia (Figura 11).  

 

 
Figura 11. (A e B) D9 de cultivo embrionário,observa-se blastocistos eclodidos (setas). 

 

A B

BA 

A B
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3.2.8. Ativação Partenogenética  

A partenogênese é definida como a produção de um embrião, com ou sem eventual 

desenvolvimento de um individuo, a partir de um gameta feminino na ausência da 

contribuição do gameta masculino (BEATTY, 1957). Na tentativa de simular artificialmente a 

função do espermatozóide, agentes químicos ativadores são utilizados, como a Ionomicina e o 

6-dimetilaminopurina (6DMAP). 

Após 24 horas de maturação in vitro, os oócitos foram incubados com hyaluronidase 

0,03% em TCM-199 por 5 minutos e depois foram desnudados com auxilio de um 

micropipetador. Os oócitos foram ativados com meio TCM-199 com 25mM de HEPES 

suplementado com 0,5 mg/mL de BSA e  5µm de ionomicina (Sigma, St Louis, USA) por 5 

minutos. Após a incubação os oócitos foram lavados em H-199 saturado com 30mg/ml de 

BSA, seguido de cultivo em meio CR2aa suplementado com 1mg/mL de BSA, 2% SFB e 

2nm de 6-DMAP por 3 horas. Após o procedimento de ativação, os oócitos foram lavados e 

cultivados in vitro em gotas de 50µl de meio CR2aa (livre de 6-DMAP) com monocamada de 

células, sob óleo mineral a 38,5ºC e atmosfera de 5% de CO2.  

 

3.2.8.1. Avaliação do Cultivo embrionário  

Foram realizadas avaliações durante todo o cultivo embrionário, sendo que este teve 

duração de nove dias, considerando o primeiro dia de cultivo (D1) o dia da ativação. No 

terceiro dia (D3) os supostos embriões foram avaliados, onde foram considerados clivados 

zigotos com 2 células, 4 células, ≥ 8 células e assim calculada a taxa de clivagem (Figura 12). 

No oitavo dia (D8) de cultivo foi calculada a taxa de produção embrionária de acordo com o 

número de blastocistos desenvolvidos (Figura 13). No nono dia (D9) foi calculada a taxa de 

eclosão (hatching) com base no número de blastocistos desenvolvidos no oitavo dia (Figura 

14).  
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Figura 12. (A e B) Pool de embriões em D3, observa-se zigotos clivados com 4 e ≥8 células 

 

 
 

Figura 13. (A e B) D8 de cultivo embrionário, observa-se a produção de blastocistos (setas). 

 

 
Figura 14. (A e B) D9 de cultivo embrionário, observa-se blastocistos eclodidos (setas). 

 

3.3. Análise estatística  

A análise das variáveis foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 for 

Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Na análise das variáveis foram 

utilizadas tabelas de contingência, aplicando-se os testes Qui-quadrado ( e Exato de Fischer. 

O nível de significância adotado foi p<0,05.  
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4. Resultados 
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Experimento 1: Análise da maturação nuclear, integridade da zona pelúcida e 

viabilidade oocitária. 

 

a) Grupo CRIO -MIV  

Foram realizadas três repetições com o grupo CRIO-MIV, onde os oócitos imaturos 

foram submetidos à vitrificação, desvitrificação e maturação in vitro. Após cada procedimento 

de MIV os oócitos foram avaliados quanto ao estadio de maturação nuclear, integridade da 

zona pelúcida e viabilidade celular.  

Não foi possível analisar todos os parâmetros no mesmo oócito, seja pelo tempo de 

exposição do oócito à temperatura externa à incubadora, ou seja, pela inviabilidade após o 

emprego de certas técnicas, como a necessidade de fixação do oócito (p ex: técnica da orceína 

acética para estadio meiótico) e a utilização de marcadores (calceína e brometo de etídio na 

técnica do DEAD-LIVE). No total das três baterias, 71 oócitos imaturos (VG) foram 

vitrificados, desvitrificados e maturados in vitro, 40 oócitos foram avaliados em relação à 

integridade da ZP, 34 oócitos avaliados quanto a viabilidade e em 24 oócitos foram avaliados 

o estadio meiótico pela técnica da orceína acética. No grupo controle 173 oócitos foram 

maturados in vitro, onde 60 foram avaliados quanto a integridade da ZP, 49 oócitos avaliados 

a viabilidade e 43 avaliados o estadio meiótico. 

 

b) Grupo MIV – CRIO  

Foram realizadas três repetições com o grupo MIV-CRIO, onde os oócitos imaturos 

foram submetidos à maturação in vitro, vitrificação e desvitrificação, nesta ordem. Antes de 

vitrificar e após a desvitrificação, os oócitos foram avaliados quanto à integridade da zona 

pelúcida e viabilidade celular. O estádio de maturação não foi realizado já que os oócitos 

haviam sido maturados pré-vitrificação e uma vez que a maturação foi realizada em oócitos 

frescos como de rotina em nosso laboratório, sendo considerada a taxa de maturação histórica, 
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cerca de 80% de oócitos maturados (este controle é reavaliado mensalmente em nosso 

laboratório para fins de controle de qualidade do laboratório). 

No total das repetições, no grupo MIV-CRIO 62 oócitos foram maturados in vitro, 

vitrificados e desvitrificados. Todos foram avaliados em relação à integridade da zona 

pelúcida, sendo que 46 foram analisados em relação à viabilidade celular. O grupo controle 

(oócitos não criopreservados) foi constituído de 120 oócitos maturados in vitro, onde 60 

foram avaliados quanto à integridade da zona pelúcida e 53 em relação à viabilidade celular. 

 

4.1. Avaliação da Taxa de Maturação Nuclear  

No grupo CRIO-MIV o estadio meiótico foi analisado após 24 horas de maturação in 

vitro dos oócitos que foram vitrificados e desvitrificados em estadio de vesícula germinativa 

(imaturos). No grupo controle obtivemos taxa de 67% de maturação (n= 29/43) e no grupo 

CRIO-MIV 50% (n=12/24), verificamos que não houve diferença entre os grupos (p=0,23) 

(Figura 15). No grupo MIV- CRIO esta avaliação não foi realizada.  

 

 

Figura 15. Comparação entre os estadios meióticos (VG ou MII) dos grupos controle e CRIO-MIV. 

Legenda: VG= Vesícula Germinativa ; MI= Metáfase I;MII = Metáfase II; Sem ID = Sem Identificação. 
(p=0,23). 
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4.2. Avaliação da Integridade da Zona Pelúcida  

Em relação à zona pelúcida verificamos que a totalidade dos oócitos nos três grupos 

(CRIO-MIV, MIV-CRIO e controle) apresentou leitura de ZP positiva em 100% dos oócitos 

analisados (Tabela 1), independente da evolução posterior do oócitos quando submetidos a 

testes funcionais (fertilização in vitro e ativação partenogenética). 

 

Tabela 1. Avaliação da integridade da zona pelúcida nos grupos CRIO-MIV, MIV-CRIO. e 
controle. 

Zona Pelúcida 
 Positiva 

 
Negativa 

 
  N % n % 

Controle 122 100 0 0 

CRIO-MIV 40 100 0 0 

MIV-CRIO pré* 60 100 0 0 

MIV-CRIO pós* 60 100 0 0 

* A análise de ZP neste grupo foi realizada em dois momentos, pré e pós vitrificação dos oócitos 
maturados. 

 

4.3. Viabilidade oocitária 

Para cada grupo experimental foi realizado um controle para leitura comparativa das 

amostras, visto que a execução do DEAD-LIVE depende de muitos fatores externos que 

podem variar de um experimento para outro (tempo de exposição à calceína e brometo, tempo 

entre a aplicação da solução e a leitura). Embora os grupos sejam controlados separadamente 

ao compararmos a taxa de viabilidade entre os grupos controle entre si verificamos que não 

houve diferença (Ctr CRIO-MIV vs Ctr MIV-CRIO; p=0,58). 

Ao analisarmos a intensidade de fluorescência emitida por cada oócito, no grupo 

CRIO-MIV, encontramos uma taxa de 56% de viabilidade oocitária e no grupo controle taxa 

de 77%, não havendo diferença entre eles (p=0,055) (Figura 16).  
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Figura 16. Análise da Viabilidade oocitária do grupo CRIO-MIV pela técnica do DEAD-LIVE. 
(*) p= 0,055 

 

Ao analisarmos a intensidade de fluorescência emitida por cada oócito, comparando os 

oócitos que foram maturados in vitro, vitrificados e desvitrificados (Grupo MIV-CRIO) 

(n=41) e controle (n=38), verificamos que houve redução da viabilidade dos oócitos maduros 

após a vitrificação (p<0,0001), com taxas de 27% e 84% de viabilidade oocitária, 

respectivamente. (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Análise da Viabilidade oocitária do grupo MIV-CRIO pela técnica DEAD-LIVE. 
(*) p <0,0001 

*

*

*

*
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E finalmente, em relação a comparação entre os grupos MIV-CRIO e CRIO-MIV 

houve diferença estatística entre eles (p=0,017) (Figura 18), sendo que o grupo CRIO-MIV 

apresentou melhores taxas de viabilidade pós criopreservação.  

 

 

Figura 18. Análise da Viabilidade oocitária entre os grupos controles, MIV-CRIO e CRIO-MIV. 

Legenda: (a) p<0,0001; (b) p=0,017.  

 

a,b 

b 

a 
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Experimento 2: Avaliação do desenvolvimento embrionário 

 

Para avaliar o desenvolvimento embrionário (taxa de clivagem, produção e eclosão de 

blastocistos), foram realizadas cinco repetições da técnica de fertilização in vitro, onde a 

totalidade de oócitos de cada grupo (controle = 211oócitos, CRIO-MIV = 39 oócitos e MIV-

CRIO = 46 oócitos) foram submetidos à FIV. Para a técnica de ativação partenogenética, 

foram realizadas sete repetições, onde a totalidade de oócitos de cada grupo (controle = 205 

oócitos, CRIO-MIV = 50 oócitos e MIV-CRIO = 63 oócitos) foram submetidos à AT. 

 

4.4. Fertilização in vitro e cultivo embrionário 

 

A) Avaliação da taxa de clivagem 

No grupo controle obtivemos taxa de clivagem (80%) estatisticamente 

significantemente em relação aos grupos CRIO-MIV (28%; p<0,0001) e MIV-CRIO (26%; 

p<0,0001) (Tabela 2) (Figuras 19 A,B e C). Porém, na comparação entre os grupos CRIO-

MIV e MIV-CRIO não houve diferença estatística (p= 1,0). 

 

B) Avaliação da produção de blastocistos  

No grupo controle obtivemos 26% de produção de blastocistos, enquanto nos grupos 

CRIO-MIV e MIV-CRIO verificamos ausência de formação de blastocistos (Tabela 2) 

(Figura 19 D, E e F). 

 

C) Avaliação da taxa de eclosão de blastocistos 

No grupo controle obtivemos taxa de 41% de eclosão de blastocistos, enquanto nos 

grupos CRIO-MIV e MIV-CRIO não houve desenvolvimento embrionário no D8, portanto, 

não houve eclosão no D9 (Tabela 2). (Figura 19 G, H e I). 
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4.5. Ativação Partenogenética e cultivo embrionário 

 

A) Avaliação da taxa de clivagem 

No grupo controle obtivemos taxa de clivagem de 58% estatisticamente significante 

em comparação aos grupos CRIO-MIV (28%; p=0,0002) e MIV-CRIO (22%; p<0,0001) 

(Tabela 2). Porém, entre os grupos CRIO-MIV e MIV-CRIO não houve diferença estatística 

(p= 0,59) (Figura 20 A, B e C). 

 

B) Avaliação da taxa de produção de blastocistos 

No grupo controle obtivemos 24% de produção de blastocistos, 2% no grupo CRIO-

MIV e 0% no grupo MIV-CRIO, portanto, com prejuízo significativo nos dois grupos de 

vitrificação (p<0,0001) em ambas as comparações (Tabela 2) (Figura 20 D,E). Entre os 

grupos CRIO-MIV e MIV-CRIO não se obteve diferença (p=0,65).  

 

C) Avaliação da taxa de eclosão de blastocistos 

No grupo controle obtivemos-se taxa de 18% de eclosão de blastocistos, no grupo 

CRIO-MIV houve a eclosão de apenas um blastocisto (p=0,04), e no grupo MIV-CRIO não 

houve eclosão de blastocisto (p=0,003) (Tabela 2). (Figura 20 F,G,H e I). 
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Tabela 2. Avaliação do desenvolvimento embrionário dos oócitos submetidos à fertilização in vitro e ativação partenogenética nos grupos 
controle, CRIO-MIV e MIV-CRIO. 

CONTROLE CRIO-MIV MIV-CRIO 
 

n %  n % n % 

Clivagem 169a,b 80 11a 28 12b 26 

Produção 54c,d 26 0c 0 0d 0 

FIV 

Eclosão* 22 41 0 0 0 0 

Clivagem 118e,f 58 14e 28 14f 22 

Produção 50g,h 24 1g 2 0h 0 AT 

Eclosão* 9i,j 18 1i 100 0j 0 
 

Legenda. a:p<0,0001; b: p<0,0001; c:p<0,0001; d:p=0,0004; e:p=0,0002; f:p<0,0001; g:p<0,0001; h:p<0,0001; i:p=0,04; j:p=0,003. * A taxa de 
eclosão é calculada a partir do numero de blastocistos formados no D8. 
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Figura 19.FIV D3 de cultivo embrionário: (A) Grupo Controle (B) Grupo CRIO-MIV (C) Grupo MIV- CRIO. D8 de cultivo embrionário: (D) Grupo 
Controle (E) Grupo CRIO-MIV (F) Grupo MIV-CRIO. D9 de cultivo embrionário: (G) Grupo Controle (H) Grupo CRIO-MIV (I) MIV- CRIO. 
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Figura 20. AT D3 de cultivo embrionário: (A) Grupo Controle (B) Grupo CRIO-MIV (C) Grupo MIV- CRIO. D8 de cultivo embrionário: (D) Grupo 
Controle (E) Grupo CRIO-MIV. D9 de cultivo embrionário: (F) Grupo Controle (G) Grupo CRIO-MIV blastocisto hatching (H) Grupo CRIO-MIV 
blastocisto eclodido (I) MIV- CRIO. 
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5. Discussão 
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Os resultados do presente estudo indicam que a vitrificação de oócitos bovinos em 

estadio de VG, utilizando o método Cryotop, não compromete o processo de maturação 

nuclear. Uma vez que os oócitos após a vitrificação e maturação in vitro foram capazes de 

progredir do estádio de VG, para os estádios de MI, AI, TI culminando com o término da 

primeira divisão meiótica e depois até MII. Vale ressaltar que para a progressão da meiose 

ocorrer corretamente, vários mecanismos estão envolvidos, os quais se mostraram inalterados 

após a criopreservação. Dentre eles as atividades das proteínas citoplasmáticas do complexo 

MPF (fator promotor da maturação), envolvidas na regulação da condensação dos 

cromossomos, no rompimento do envelope nuclear, na reorganização dos microtúbulos e 

organelas citoplasmáticas (KIM et al., 2000; KANO et al., 2000; KRISCHEK; MEINECKE, 

2002; LEFEBVRE et al., 2002) e pelas proteínas da familia da MAPK (proteína cinase 

ativada por mitógenos) essencial em eventos pós-rompimento da VG (KANO et al., 2000; 

LEFEBVRE et al., 2002). 

Dados semelhantes foram obtidos por Son and cols (1996) em seu estudo com oócitos 

humanos imaturos (VG) onde demonstraram que a criopreservação não influencia na 

capacidade de maturação nuclear dos oócitos imaturos, estes autores obtiveram taxa de 59.3% 

de maturação ao estadio de MII após congelamento e descongelamento (SON et al.,1996).  

Um fator importante que possa ter contribuído para a manutenção da capacidade de 

maturação nuclear dos oócitos imaturos pós vitrificação é a configuração cromossômica desse 

oócito. Visto que, alguns autores (GALLICANO, MCGAUGHEY, CAPCO, 2004; 

BATTAGLIA et al.,1996; KIM et al 2010) sugerem que o estadio de VG pode ser mais 

resistente ao processo de criopreservação devido a presença de uma membrana nuclear que 

envolve e protege a cromatina e a ausência do fuso meiótico. Portanto, é importante ressaltar 

que além da configuração cromossômica do oócito em VG possivelmente ter contribuído para 

a manutenção da capacidade de maturação nuclear após a vitrificação, o método de 
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vitrificação por si só, ao utilizar altas concentrações de crioprotetores previne a formação de 

cristais de gelo, que são os responsáveis por esses efeitos deletérios a nível nuclear no oócito 

na criopreservação. 

Considerando ser de extrema importância a aquisição, manutenção e expressão do 

potencial máximo do oócito para comandar as primeiras etapas do desenvolvimento 

embrionário, o processo de maturação nuclear e citoplasmática constitui uma fase 

imprescindível e crítica, pois é através desta fase que o oócito consegue se tornar capacitado 

(GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Portanto, outro fator importante é a influência da presença 

ou ausência das células do cumulus no oócito no momento da criopreservação, onde o sucesso 

da criopreservação em oócitos imaturos depende da habilidade de preservar a integridade 

estrutural e funcional do oócito e das células do cumulus que o envolve, porque o dano do 

congelamento está associado, dentre outros fatores, com a destruição da comunicação 

intracelular entre as células do cumulus e o oócito (HOCHI et al., 1998). Vale ressaltar que 

essa comunicação ocorre através das gaps junctions (GAP), e sua manutenção é necessária 

para que ocorra a maturação in vitro do oócito pelo fornecimento de nutrientes, assim como 

suporte durante a FIV  (BUCCIONE;SCHROEDER; EPPIG, 1990; CHIAN;NIWA; 

SIRARD, 1994; KA et al., 1997).  

Alguns autores (FABBRI et al., 1998; OTOI et al., 1998) mostram que o procedimento 

de desnudamento parcial dos oócitos, ou seja, remoção parcial das células do cumulus 

oophorus antes da vitrificação, facilita a passagem dos crioprotetores e também a avaliação 

morfológica do oócito, especialmente o citoplasma (CHUNG et al., 2000). Outros estudos 

afirmam que a presença dessas células pode atuar como uma barreira protetora para preservar 

o possível dano causado pelos CPAs, pois observaram redução no efeito tóxico do 

crioprotetor em oócitos de camundongos (JOHNSON,1989), humanos (FABBRI et al., 1998) 

e bovinos (IM et al., 1997). Entretanto, Vajta (2000) relatou que as camadas de células do 
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cumulus oophorus poderiam reduzir a velocidade de passagem dos crioprotetores, acarretando 

uma inadequada desidratação e reidratação. Além disso, é difícil realizar uniformemente a 

remoção parcial dessas células em um grupo de oócitos, o que pode resultar em penetração 

desigual do crioprotetor (VAJTA et al.,2000). 

No nosso estudo, para viabilizar o protocolo de vitrificação e na tentativa de preservar 

a comunicação entre o oócito e as células do cumulus, os oócitos imaturos foram vitrificados 

parcialmente desnudos (2-3 camadas de células da granulosa). Após a desvitrificação, os 

oócitos foram submetidos à MIV em sistema de cocultivo com cinco COCs (complexo 

cumulus oophorus) imaturos grau I, como suporte ao processo de maturação para os oócitos 

desvitrificados. Contudo, não pode ser excluída a possibilidade de interrupção da 

comunicação intercelular parcial ou total entre as células do cumulus e o oócito durante o 

processo de vitrificação.  

Luna and cols (2001) demonstraram que oócitos bovinos imaturos vitrificados são 

mais sensíveis que qualquer outro estadio nuclear, provavelmente devido a interrupção da 

comunicação entre o oócito e as células do cumulus (LUNA;FERRARI; RUMPF, 2001). 

Nesse sentido, Prentice and cols (2011) vitrificaram COCs (aproximadamente com três 

camadas de células ao redor do oócito) através de dois métodos diferentes de vitrificação 

(cryotop e palheta de 0,25ml) e obtiveram taxa menor de MIV no grupo dos oócitos 

vitrificados, em relação ao grupo controle (16% vs 61%, respectivamente), sendo que a 

melhor taxa de maturação dentre os vitrificados ocorreu no grupo cryotop (23% vs 9%). 

Comparado a estes resultados, neste estudo obtivemos uma taxa de 50% de MII utilizando o 

mesmo método de vitrificação, quase o dobro daquele descrito por Prentice. Contudo, Kim 

and cols (2007) demonstraram que a taxa de maturação de oócitos imaturos bovinos 

vitrificados foi menor em relação aos oócitos frescos, apesar de uma taxa normal de 

recuperação morfológica. Estes autores sugeriram que o dano causado pela vitrificação ao 
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oócito foi devido à destruição da comunicação entre as células do cumulus e o oócito (via gap 

junction) (KIM et al., 2007). 

Quando analisamos a viabilidade dos oócitos em diferentes estadios de maturação 

nuclear (VG vs MII) pós vitrificação, notamos maior comprometimento da viabilidade 

oocitária em oócitos em estadio maduro (MII). Os resultados demonstram que pela técnica do 

DEAD-LIVE, há uma diferença de aproximadamente 30% na viabilidade entre os grupos 

CRIO-MIV e MIV-CRIO após o descongelamento (56% vs 27%, respectivamente). Contudo, 

não há outros estudos na literatura utilizando essa técnica com a mesma finalidade em oócitos 

bovinos criopreservados, apenas em tecido ovariano humano criopreservado 

(CORTVRINDT; SMITZ, 2001;MARTINEZ-MADRID et al.,2004; YEOMAN et 

al.,2005;MALTARIS et al.,2006b). 

A viabilidade preservada no grupo CRIO-MIV, nos mostra que a vitrificação de 

oócitos no estadio de VG e posterior MIV não acarreta danos ao metabolismo celular 

oocitário (pois estes foram capazes de metabolizar a calceína)  e à integridade da membrana 

plasmática (inferido pela não penetração do brometo de etídio). Contudo, este fato pode ser 

atribuído a fatores já discutidos anteriormente, mas que são de extrema importância, como a 

proteção conferida pela membrana nuclear ao material genético no oócito imaturo no 

momento da criopreservação, a presença parcial das células do cumulus e a integridade da 

membrana plasmática. 

Porém no grupo MIV-CRIO a viabilidade oocitária se mostrou comprometida, nos 

revelando pela técnica de DEAD-LIVE que a vitrificação de oócitos em MII pode ter 

comprometido, pelo menos parcialmente, o metabolismo oocitário e promovido a rotura da 

membrana plasmática. Visto que a calceína utiliza o cálcio como co-fator no processo de 

metabolização, a MIV seguida da vitrificação pode ter comprometido o armazenamento de 

cálcio no REs (LOWTHER et al., 2009), onde poderíamos justificar em parte a perda da 
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capacidade do oócito em MII em metabolizar a calceína, traduzida por redução da sua 

viabilidade.  

Em relação à integridade da membrana plasmática, uma importante propriedade 

criobiológica que afeta a viabilidade oocitária após a vitrificação é a permeabilidade desta à 

água e aos CPAs, assim como o excessivo edema osmótico que pode levar a rotura e lise da 

membrana e conseqüente morte oocitária (KUWAYAMA et al., 2007). Jin et al (2011) 

mostram que a membrana plasmática de oócitos bovinos tem alta permeabilidade, o que 

facilita o movimento dos CPAs no congelamento e descongelamento, prevenindo em parte os 

danos causados pela formação de gelo intracelular , toxicidade dos CPAs e o excessivo edema 

osmótico.  

Observamos que nos casos em que há indícios de rotura de membrana, a 

metabolização da calceína parece estar inversamente correlacionada à penetração de brometo 

na célula, sugerindo uma perda progressiva da viabilidade, em que apesar de comprometida 

por sua lesão de membrana a célula ainda consegue manter seu metabolismo ativo por um 

período; conforme o dano progride sua viabilidade se compromete progressivamente até 

culminar em morte celular.  

Para investigar a integridade da zona pelúcida frente ao processo de vitrificação 

utilizamos um método investigativo não invasivo de microscopia de polarização Polscope - 

OCTAX Polar AIDE, que não interfere na viabilidade do oócito. Neste estudo, obtivemos 

visualização da zona pelúcida com birefringência positiva em 100% dos oócitos analisados, 

não servindo de parâmetro de diferenciação entre oócitos com integridade preservada de ZP e 

nem como fator preditor da preservação da competência de desenvolvimento embrionário. 

Estudos sugerem uma correlação entre birefringência positiva da zona pelucida de oócitos 

humanos e gravidez, onde a alta birrefringência da camada interna da ZP foi associada a altas 

taxas de concepção em comparação com oócitos que apresentavam baixa retardância da 
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camada interna (SHEN et al., 2005;MONTAG et al., 2008). Corroborando estes dados, porém 

na espécie bovina, Ebner et al (2010) afirmam que os oócitos nos quais não foi possível 

detectar automaticamente a birefringência da ZP, apresentaram redução do potencial 

embrionário, provavelmente devido a alterações na estrutura da ZP (EBNER et al., 2010). 

Contrariamente, em nosso estudo apesar de verificar alta birrefringência em todos os 

oócitos, os resultados reprodutivos foram bastante ruins. Porém, estes dados estão em 

concordância com os de Koester and cols (2011) que verificaram que oócitos e zigotos 

bovinos apresentavam uma correlação negativa entre o desenvolvimento competente de 

oocito/zigoto e a birefringência positiva da ZP, ou seja, alta birrefringência da zona pelúcida 

em bovinos está relacionada à baixa qualidade oocitária e se relaciona negativamente com os 

resultados reprodutivos (KOESTER et al., 2011).  

De acordo com essas interpretações da leitura de ZP pelo OCTAX Polar AIDE, outro 

fator que pode ter influenciado nos resultados da birefringência da ZP foi o tempo de 

estabilização dos oócitos após a desvitrificação nos grupos de estudo (CRIO-MIV e MIV-

CRIO) e após desnudamento nos controles. Para isso, mais estudos serão necessários sobre as 

propriedades da zona pelúcida, como a agregação de técnicas de imunohistoquímica ou de 

biologia molecular de avaliações específicas de zona para que possamos realmente concluir 

pela presença ou ausência de dano sobre a zona pelúcida durante os processos de vitrificação 

e desvitrificação de oócitos. Acreditamos que nosso resultado em relação à avaliação de zona 

pelúcida realizada através desta técnica não seja, em bovinos, eficiente para identificar 

alterações menores na zona.  

A alternativa para se avaliar a viabilidade dos oócitos que foram submetidos ao 

processo de vitrificação, extrapolando o comprometimento (enrijecimento) da ZP e da 

membrana oocitária, seria a injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI), onde são 

eliminados nesse caso, o processo de ligação do espermatozóide à zona pelúcida e a 
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penetração posterior da zona pelúcida e da membrana citoplasmática (KRZYSZOWSKA et 

al., 2002). Em humanos a ICSI é clinicamente bem estabelecida, empregada e indicada para 

superar diversos tipos de infertilidade masculina (PALERMO et al., 1995;POPE et al., 1998), 

com oócitos frescos e vitrificados, com resultados satisfatórios com formação de blastocistos 

e altas taxas de gestação (KUWAYAMA et al., 2005). Porém, a eficiência da ICSI em 

bovinos é muito limitada (EMUTA; HORIUCHI, 2001) e ainda não é bem estabelecida 

devido à necessidade de ativações adicionais do oócito antes ou após o procedimento de ICSI 

(SUTTNER et al., 2000). 

Embora os oócitos vitrificados imaturos tenham completado normalmente a maturação 

meiótica e a viabilidade destes se mostrou melhor preservada em relação aos oócitos em MII, 

o desenvolvimento embrionário dos oócitos criopreservados, independente do estadio 

meiótico foi totalmente comprometido, não havendo formação de blastocistos nos grupos 

CRIO-MIV ou MIV-CRIO por nenhuma das técnicas de ativação oocitárias.  

Várias pesquisas são realizadas no intuito de identificar as possíveis causas e apontar o 

dano específico sofrido por esses oócitos criopreservados devido ao baixo desenvolvimento 

embrionário. Portanto, neste estudo não conseguimos afirmar o dano específico, porém 

sabemos que várias estruturas e/ou funções podem ter sido comprometidas, de acordo com 

dados da literatura. De uma maneira geral, independente do estadio meiótico, os oócitos 

podem ter sofrido inadequada maturação citoplasmática e nuclear, despolimerização do fuso 

meiótico (oócitos em MII) associado com desorganização dos microfilamentos e 

cromossomos (AMAN; PARKS, 1994; ROJAS et al.,2004; SUCCU et al.,2007); exocitose 

prematura dos grânulos corticais, levando ao enrijecimento da ZP, prejudicando a FIV 

(FUKU;XIA; DOWNEY, 1995; HYTTEL;VAJTA; CALLESEN, 2000; MAVRIDES; 

MORROLL, 2005); fraturas na membrana plasmática (ARAV et al., 1996); suporte 
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inadequado das células do cumulus na MIV e FIV (IMOEDENMHE, SIGUE, 1992; 

CHIAN;NIWA;SIRARD,1994). 

Considerando que o processo de maturação é uma fase que inclui os eventos 

necessários que permitem ao oócito adquirir a capacidade para prosseguir no desenvolvimento 

embrionário, qualquer influência negativa da vitrificação nesse processo é de extrema 

relevância. Portanto, se ocorrer inadequada maturação citoplasmática, processos como síntese 

de proteínas (SIRARD; RICHARD; MAYES,1998), modificações moleculares (KUBELKA 

et al., 2000), migração e reorganização de organelas (STOJKOVIC et al., 2001) serão 

prejudicados. Sabe-se que há uma intensa correlação entre o potencial de desenvolvimento 

dos oócitos e embriões com a função mitocondrial e conseqüentemente o índice de ATP 

(STOJKOVIC et al., 2001). Portanto, a inabilidade das mitocôndrias de aumentar e/ou 

acumular ATP está relacionada ao desenvolvimento anormal ou ao bloqueio do 

desenvolvimento embrionário (STEUERWALD et al., 2000), onde os blastômeros 

embrionários necessitam receber uma quantidade suficiente de mitocôndrias para produção de 

ATP, caso contrário podem tornar-se disfuncionais e fragmentados (CUMMINS, 2004). Além 

do que, há estudos correlacionando a influência da criopreservação na redução do potencial de 

membrana mitocondrial com a competência do oócito no desenvolvimento embrionário (VAN 

BLERKOM et al., 2002; TARAZONA et al., 2006;). 

Manipalviratn and cols (2011) demonstraram que a vitrificação em oócitos bovinos 

reduz significantemente o teor de ATP, enquanto ZHAO and cols (2011) mostram que a 

vitrificação altera a função mitocondrial (o potencial de membrana mitocondrial) e provoca o 

aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS). Porém, eles propõem uma alternativa a fim 

de proteger a função mitocondrial em oócitos vitrificados, no qual consiste em um pré 

tratamento desses oócitos com ciclosporina (inibidor especifico da permeabilidade 

mitocondrial) para aumentar o potencial de desenvolvimento in vitro desses oócitos 
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(MANIPALVIRATN et al.,2011; ZHAO et al.,2011). Há relatos de que o potencial de 

membrana mitocondrial em oócitos imaturos é menor do que o observado em oócitos 

maduros (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Contudo, a interferência na concentração e/ou 

atividade mitocondrial também pode constituir um dos mecanismos de injúria produzido pela 

criopreservação. 

Para assegurar uma ideal maturação citoplasmática e o desenvolvimento inicial 

embrionário, o estoque de transcritos e proteínas no citoplasma oocitário é de extrema 

importância (MEIRELLES et al.,2004). Assim, de acordo com os nossos resultados de 

clivagem, as primeiras etapas do desenvolvimento embrionário não foi comprometida pela 

vitrificação, por mais que avaliações especificas não tenham sido realizadas.  

Por outro lado, nas primeiras etapas do desenvolvimento embrionário (oito células em 

bovino), ocorre a transição materno zigótica (MZT) que é a ativação do genoma embrionário 

e síntese de novas proteínas, onde o embrião passa a comandar o desenvolvimento 

embrionário subseqüente (MEIRELLES et al.,2004). Portanto, podemos inferir que possa ter 

ocorrido interferência na MZT pela criopreservação, no qual não obtivemos blastocistos 

provenientes de oócitos criopreservado.  

Por mais que a vitrificação não tenha comprometido a maturação nuclear dos oócitos 

em VG alguns estudos demonstram que a exposição do oócito imaturo aos crioprotetores 

interfere na configuração dos cromossomos, além da distribuição dos microfilamentos depois 

da MIV, afetando assim de forma considerável o desenvolvimento embrionário (AMAN; 

PARKS, 1994;MCWILLIAMS;GIBBONS; LEIBO, 1995; ROJAS et al., 2004). Já o oócito 

em estadio de MII por apresentar cromossomos distribuídos pela placa metafásica e fuso 

meiótico no qual são alvos dos efeitos deletérios do processo de criopreservação, são aptos a 

anomalia meiótica e conseqüente baixo desenvolvimento embrionário (BRUNET et al., 2003). 
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A baixa taxa de clivagem e desenvolvimento embrionário encontrados neste estudo 

pode ser atribuído ao comprometimento da FIV, devido ao bloqueio à penetração dos 

espermatozóides na ZP (clivagem menor que 30% nos grupos vitrificados), baseado no fato 

de que a criopreservação pode causar exocitose prematura dos grânulos corticais e 

conseqüente enrijecimento da ZP dos oócitos. Porém, na tentativa de transpor a influência da 

capacidade de fertilização dos espermatozóides, a ativação partenogenética foi realizada. 

Mesmo assim verificamos que mesmo procedendo à ativação partenogenética dos oócitos 

vitrificados, seja do grupo CRIO-MIV seja do grupo MIV-CRIO, não houve melhora nas 

taxas de clivagem e formação embrionária em relação aos oócitos FIV, indicando que mesmo 

que ocorra comprometimento da zona pelúcida existe também outro comprometimento que 

ultrapassa esta estrutura e compromete a capacidade reprodutiva do oócito com grande 

impacto. Portanto, características individuais do oócito, como espessura da ZP e 

criotolerância, podem ter sido responsáveis pela clivagem de poucos oócitos submetidos à 

FIV e AT. Uma alternativa a esse enrijecimento da ZP, como já comentado, seria a ICSI. 

Na MIV e no CIV embrionário, as células do cumulus são importantes, por oferecer 

suporte nutricional e importantes trocas bioquímicas com o oócito. De acordo com nossos 

resultados, os oócitos vitrificados em MII com ausência das células do cumulus e em VG com 

células do cumulus parcial apresentaram baixa taxa de clivagem e total comprometimento da 

competência de desenvolvimento. Corroborando nossos dados, Zhou and cols (2010) em 

estudos preliminares reportam que a taxa de clivagem de oócitos bovino desnudos (VG e MII) 

foi baixa e não houve desenvolvimento embrionário a blastocisto quando comparados ao 

grupo de oócitos envoltos com células do cumulus, estes mesmos autores verificaram que as 

taxas de sobrevivência, clivagem e formação de blastocistos nos oócitos imaturos (VG) 

vitrificados com presença total das celulas do cumulus foram significativamente mais altas do 

que naqueles vitrificados com cumulus parcial; no entanto no grupo de oócitos em MII, 
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nenhuma diferença foi encontrada. Além disso, oócitos em VG vitrificados com cumulus total 

exibiram maior competência de desenvolvimento do que os oócitos em MII  (ZHOU et 

al.,2010). 

Martins and cols (2005) chamam a atenção para o baixo desenvolvimento embrionário 

e relatam que as taxas de desenvolvimento embrionário de oócitos vitrificados em estadio 

imaturo são consideradas insatisfatórias, por serem menores que 10% (MARTINS et al., 

2005). Portanto, diversos trabalhos relatam que a taxa de desenvolvimento embrionário de 

oócitos vitrificados em diferentes estadios de maturação é extremamente baixa em relação a 

oócitos não criopreservados, o que vem de encontro com nossos dados, como Galbinski e cols 

(2003) que obtiveram ausência de fertilização e desenvolvimento embrionário dos oócitos 

vitrificados com DMSO 6M em palhetas de 0,25mL. Demonstraram assim, que a técnica de 

vitrificação em oócitos maturados in vitro por 18-22 horas (MII), possui efeito deletério sobre 

a capacidade fertilizadora dos oócitos (GALBINSKI; BOS-MIKICH; FERRARI;2003). 

 Kim and cols (2007) encontraram taxa de clivagem e formação de blastocistos 

inferiores no grupo de oócitos vitrificados pelo método Microdrop (55,7% e 2,3%) em 

comparação ao grupo controle (84,4% e 34,7%) (KIM et al.,2007). Vahida and cols (2009) 

obtiveram taxas menores de clivagem (39,1% vs 58,5%) e formação de blastocistos (5,1% vs 

22,9%) no grupo de oócitos submetidos à MIV e posteriormente vitrificados pelo método 

nylon mesh (VAHIDA et al.,2009). Prentice and cols (2011) obtiveram menores taxas de 

clivagem (93% vs 42%) e formação de blastocisto no grupo de oócitos vitrificados pelo 

métodos cryotop (42% e 0.4%) em comparação ao grupo de oócitos não-vitrificados (93% e 

31%) (PRENTICE et al.,2011). Sendo assim, sugere-se que independente do protocolo e do 

sistema de armazemento adotado, o processo de vitrificação prejudica e muito a qualidade do 

oócito.  
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Em contrapartida, Men and cols (2002) encontraram similar taxa de clivagem entre 

oócitos imaturos (GVBD) e maduros (MII) vitrificados pelo método OPS (53,56% e 58,01%, 

respectivamente) e maior proporção de formação de blastocistos (D8) no grupo MII (8,37%); 

em relação ao GVBD (1,06%). Assim, oócitos em diferentes estadios de maturação reagiram 

de forma diferente à criopreservação, onde os oócitos em MII apresentaram maior 

competência de desenvolvimento em relação aqueles vitrificados em GVBD 

(MEN;MONSON; RUTLEDGE, 2002).  

Contudo, não há esclarecimento sobre a principal estrutura ou função prejudicada e 

responsável pelo baixo desenvolvimento embrionário de oócitos criopreservados. Mas, as 

estruturas e/ou funções podem ser danificadas total ou parcialmente, sendo que a 

criotolerância de cada oócito é o que determina esse fato, possivelmente influenciada pelo 

ambiente in vitro (como a MIV). Sendo assim, ainda não há consenso sobre o melhor estadio 

meiótico oocitário ou o mais resistente para criopreservar, podendo ser atribuído aos diversos 

protocolos e adaptações, realizados por diferentes grupos de pesquisa. Embora avanços 

consistentes na criopreservação de oócitos humanos em estadio de MII (maturados in vivo) 

tenham ocorrido na última década (COBO et al.,2008;CHIAN et al.,2009b), a associação 

entre a MIV e criopreservação de oócitos, independente da espécie estudada, ainda não 

constitui uma ferramenta passível de aplicação na prática clínica na RA humana e estudos 

subseqüentes serão necessários para investigar as alterações decorrentes da associação dos 

dois procedimentos (MIV e criopreservação) e propor novas estratégias para otimizar os 

protocolos atualmente disponíveis para fins de preservação de fertilidade. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusão 
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Nossos resultados nos permitem concluir que: 

• O procedimento de vitrificação de oócitos bovinos com o método Cryotop 

promove grande prejuízo à competência reprodutiva do oócito, independente do estadio de 

maturação nuclear (VG ou MII), e o dano parece estar relacionado tanto a estruturas externas 

(baixa taxa de clivagem) quanto internas, uma vez que a ativação partenogenética não 

melhorou o desenvolvimento embrionário.  

• A vitrificação não influencia a capacidade de maturação nuclear do oócito e 

nem a viabilidade quando realizada em estadio imaturo (VG), mas compromete a viabilidade 

dos oócitos maduros (MII).  

• A avaliação da integridade da zona pelúcida pela técnica de microscopia de 

polarização (OCTAX polarAIDE) não se mostrou eficaz na identificação de alterações na 

zona pelúcida de oócitos bovinos vitrificados. 

• Não foi possível, através deste estudo, apontar qual o melhor estadio meiótico 

para vitrificar oócitos bovinos.  

Mais estudos, que possibilitem a identificação das estruturas lesadas pelo 

procedimento de vitrificação permitirão adaptações mais específica nos protocolos de 

congelamento para melhorar os resultados reprodutivos obtidos com estes oócitos.  
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RESUMO 
 
Até o momento a literatura não determinou qual o melhor estadio de maturação (imaturo ou 
maduro) para que o oocito mantenha sua competência para o desenvolvimento reprodutivo 
após a criopreservação. O objetivo deste estudo foi determinar em qual estadio meiótico 
(imaturo -VG (vesícula germinativa) ou maduro- MII (metáfase II)) o oócito é menos 
susceptível ao dano na criopreservação, utilizando modelo experimental bovino. Foram 
utilizados ovários de vacas abatidas em matadouro, após a aspiração dos folículos, os oócitos 
imaturos (VG) foram selecionados para a maturação in vitro e vitrificação, e foram divididos 
em três grupos: 1) oócitos maturados in vitro e não submetidos à vitrificação (CONTROLE); 
2) oócitos vitrificados imaturos (VG), descongelados e submetidos à maturação in vitro 
(CRIO-MIV); 3) oócitos maturados in vitro (MII), vitrificados e descongelados (MIV-CRIO). 
Os oócitos foram avaliados quanto a: a)maturação nuclear pela técnica de orceína acética; b) 
integridade da zona pelúcida (ZP) através de microscopia de polarização; c) viabilidade 
oocitária pela técnica de DEAD-LIVE; d) desenvolvimento embrionário (taxa de clivagem, 
produção e eclosão de blastocistos) através da fertilização in vitro (FIV) e ativação 
partenogenética (AT). Não houve diferença na capacidade de maturação nuclear entre os 
oócitos frescos e descongelados no grupo CRIO-MIV (p=0,23). Em relação à zona pelúcida a 
totalidade dos oócitos (100%) nos três grupos apresentou leitura de zona pelúcida positiva, 
não havendo correlação com evolução embrionária posterior. Na análise de viabilidade celular 
pelo DEAD-LIVE verificou-se que houve redução da viabilidade do grupo MIV-CRIO (27%) 
quando comparado com controle (84%) (p<0,0001). Na análise do potencial de 
desenvolvimento embrionário o grupo controle apresentou melhores taxas de clivagem após 
FIV (80%) e AT (58%), do que os grupos CRIO-MIV (28%; p<0,0001; 28%; p=0,0002, 
respectivamente) e MIV-CRIO (26%; p<0,0001; 22%, p<0,0001,respectivamente). As taxas 
de formação de blastocisto e eclosão após FIV nos grupos CRIO-MIV, MIV-CRIO e após AT 
no grupo MIV-CRIO foram nulas. Houve a produção e eclosão de apenas um blastocisto no 
grupo CRIO-MIV após AT. No modelo experimental utilizado, o procedimento de vitrificação 
comprometeu parcialmente a viabilidade dos oócitos medida pela técnica de DEAD- LIVE e 
completamente o desenvolvimento embrionário subseqüente, independente do estadio de 
maturação meiótica (VG ou MII) durante a criopreservação. No entanto, oócitos vitrificados 
em estadio de VG e submetidos à MIV foram meioticamente competentes e progrediram até o 
estadio de MII, sugerindo que o dano não compromete a capacidade de maturação nuclear do 
oócito. Este estudo não conseguiu determinar qual o melhor estadio meiótico oocitário para 
criopreservação, já que os dois estadios meióticos (VG e MII) se mostraram igualmente 
prejudicados pela criopreservação em relação à capacidade reprodutiva. 
 
Palavras-chave: vitrificação; oócito bovino; maturação in vitro; maturação nuclear; zona 
pelúcida; viabilidade; desenvolvimento embrionário. 
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ABSTRACT 

 

Until the present literature has not achieved a consensus regarding the best maturation stage 
for oocyte to maintain their reproductive capacity after cryopreservation. The aim of this 
study was to determine, using an experimental bovine model, in which stage of development 
(VG stage, immature, or MII  stage, post-maturation in vitro)  the  oocyte is less susceptible to 
damage during cryopreservation. Immature oocytes (VG) from the ovaries of slaughtered 
cows were selected for in vitro maturation or vitrification and divided into three groups. The 
first group (CONTROL) consisted of immature oocytes, matured in vitro without vitrification; 
the second group (CRYO-IVM) consisted of vitrified immature oocytes thawed and submitted 
to in vitro maturation; and the third group (IVM-CRYO) consisted of matured in vitro oocytes 
submitted to vitrification and thawing. The oocytes were evaluated for: nuclear maturation by 
acetic orcein staining; integrity of the zona pellucida using a polarized microscope; cell 
viability by the Dead-Live technique; and embryo development (cleavage, production and 
hatching rate) by in vitro fertilization and parthenogenetic activation. There was no difference 
in capacity of nuclear maturation between fresh and thawed oocytes (p=0.23). Regarding the 
zona pellucida (ZP), all oocytes (100%) of all three groups (control, CRYO-IVM and IVM-
CRYO) presented a positive ZP reading, with no correlation with later embryo evolution. 
DEAD-LIVE analysis of cell viability revealed reduction of viability in the IVM-CRYO 
group (27%) compared to control (84%) (p<0.0001) and to the CRYO-IVM group (56%) 
(p=0.017), with no difference between the last two groups (p=0.055). Analysis of the potential 
for embryo development by means of in vitro fertilization showed that the control group 
presented better cleavage and blastocyst formation rates than the CRYO-IVM (p<0.0001 and 
p<0.0001, respectively) and the IVM-CRYO (p<0.0001 and p=0.0004, respectively) groups. 
Analyzing the potential for embryo development the control group presented better cleavage 
by means of in vitro fertilization (80%) and parthenogenetic activation (58%) than the CRYO-
IVM (28%; p<0,0001; 28%; p=0,0002, respectively) and the IVM-CRYO groups (26%; 
p<0,0001; 22%,  p<0,0001,respectively) Analysis of blastocyst formation rates  and hatching  
after FIV and AT in CRYO-IVM and IVM-CRYO groups were null. Vitrification of bovine 
oocytes causes great impairment of their reproductive capacity regardless of the stage of 
maturation at the time of freezing. However the vitrified immature oocytes submitted to IVM 
maintained their capacity of nuclear maturation, as they achieved MII stage. This study was 
not able to determine which stage was better in reducing crio damage, as both stages (VG and 
MII) presented equally impaired by the process.  
 
Key-words: vitrification; bovine oocyte; in vitro maturation; nuclear maturation; zona 
pellucida; viability; embryonic development. 
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1.INTRODUÇÃO 

As neoplasias malignas atingem uma grande proporção de mulheres em idade 

reprodutiva (GONZALEZ et al., 2011) e o tratamento consiste em terapias que são 

gonadotóxicas e dependendo da idade da paciente e da intensidade do tratamento 

administrado, pode levar a falência ovariana prematura (BINES;OLESKE; COBLEIGH, 

1996; BLUMENFELD et al., 2000). Dentre as estratégias atualmente propostas para fins de 

preservar a fertilidade dessas pacientes está a criopreservação de oócitos Imaturos, maduros e 

de tecido ovariano (LEE et al, 2006). Havendo a necessidade de hiperestimulação controlada 

para criopreservação de oócitos, recentemente alguns autores propuseram a punção dos 

oócitos ainda imaturos e aplicação de técnicas de maturação in vitro. (SUNG et al.,2003) 

associados à criopreservação destes gametas, com intuito de minimizar o tempo de indução e 

reduzir os custos da COH e a exposição aos altos níveis estrogênicos (CHA; CHIAN, 1998; 

DONNEZ et al., 2006; LIN; HWANG, 2006; REVEL; LAUFER, 2002; TUCKER et al., 

1998). 

O estadio meiótico no qual o oócito se encontra no momento da criopreservação, seja, 

ele imaturo em estadio de vesícula germinativa (bloqueado em prófase da primeira divisão 

meiótica) ou em estadio maduro (metáfase II) pode sofrer danos devido ao processo de 

criopreservação, como desorganização e rompimento do fuso meiótico, enrijecimento da zona 

pelúcida, desestabilização no citoesqueleto celular e rupturas na membrana celular, onde 

todos esses danos interferem na competência oocitária, sobrevivência e subseqüente 

desenvolvimento embrionário (HOCHI et al.,1998; LUNA;FERRARI; RUMPF, 2001; MEN; 

MONSON; RUTLEDGE,2002). Já os oócitos maduros estão bloqueados na metáfase da 

segunda divisão meiótica (MII) com 23 cromossomos ligados na região equatorial do fuso 

meiótico. Durante o congelamento celular, cristais de gelo formados podem romper e 

despolarizar estes fusos, levando a anormalidade cromossômica, como aneuploidias.  Pode 

causar exocitose prematura dos grânulos corticais e conseqüente enrijecimento da zona 

pelúcida (GOOK et al.,1994; REVEL; LAUFER, 2002).  

Em bovinos, Hochi e cols (1998) concluíram que o melhor estadio oocitário para 

vitrificar são oócitos maturados por 12 horas e que os oócitos em MII são mais tolerantes ao 

processo de criopreservação (MEN, MONSON; RUTLEDGE, 2002). Neste mesmo sentido, 

Luna e cols (2001) relataram que as maiores taxas de blastocistos bovinos são obtidas de 

oócitos criopreservados no estadio de MII. Em contrapartida os oócitos no estadio imaturo de 

VG, não apresentam risco de enrijecimento da zona pelúcida, dano ao citoesqueleto e altas 
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taxas de anormalidades cromossômicas (TAO, 2008). Isso se deve a ausência do fuso 

meiótico e a presença de uma membrana nuclear que protege a cromatina, garantindo assim a 

ausência de anormalidades cromossômicas durante as divisões celulares e maior taxa de 

sobrevivência ao processo de criopreservação e maturação in vitro (CHA; CHIAN, 1998; 

TUCKER et al.,1998; DONNEZ et al, 2006; KIM, 2007). Porém, os oócitos imaturos são 

mais sensíveis ao processo de criopreservação devido à baixa estabilidade da membrana e a 

formação do citoesqueleto celular. Esta sensibilidade também é atribuída ao dano ou 

interrupção das projeções das células do cumulus, o qual controla a comunicação intercelular 

entre as células do cumulus e o oócito durante a maturação (MAGNUSSON et al., 2008; 

TAO, 2008). Relatos revelam que a maturação, fertilização e desenvolvimento foram 

significantemente comprometidos quando oócitos humanos foram criopreservados em estagio 

imaturo (SON et al.,1996; PARK et al.,1997). Apesar disso, Donnez and cols (2006) 

relataram um nascimento proveniente de oócito imaturo (VG) criopreservado com 

subseqüente MIV (DONNEZ et al, 2006). Chian et al (2009), descrevem taxas de nascimento 

de 20% a partir de oócitos coletados imaturos, vitrificados e maturados in vitro, portanto em 

comparação à taxa de nascimento de oócitos coletados de ciclo estimulado e vitrificados são 

menores (39.5%). 

Sendo assim, a criopreservação de oócitos se depara com um novo questionamento em 

relação à realização deste procedimento: “a realização da MIV prévia à criopreservação 

apresenta melhores resultados do que a criopreservação dos oócitos ainda imaturos seguidos 

de MIV somente após o descongelamento?” A literatura ainda não é conclusiva em relação à 

associação destes procedimentos. Se de fato os resultados forem similares o congelamento de 

oócitos ainda imaturos facilita a operacionalização clínica no manejo destas pacientes, além 

de reduzir custos visto que somente oócitos que sobreviverem ao processo de congelamento-

descongelamento serão expostos à MIV. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Amostra e Desenho do estudo: 

Foram utilizados ovários de vacas abatidas em abatedouro local, com aprovação do 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da FMRP-USP (CETEA). O desenho do estudo 

ocorreu conforme fluxograma (Figura 1).  
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2.1.2. Coleta de ovários 

 Imediatamente após o abate e evisceração, os ovários foram removidos e 

transportados ao laboratório em solução fisiológica a 35-37 ºC e depois foram lavados e 

mantidos nesta mesma solução, em banho-maria, durante a aspiração dos folículos ovarianos. 

Foram selecionados folículos apresentando entre dois e oito mm de diâmetro, boa 

vascularização e coloração do fluido folicular. Foram selecionados sob estereomicroscópio  

COCs com citoplasma uniforme, células do cumulus compactas e uniformes (Grau I e II) e 

sem vacúolos. Esses COCs selecionados foram transferidos para uma nova placa de Petri 

contendo meio TALP-HEPES.  

 

2.2 Métodos 

2.2.1.Maturação in vitro dos oócitos 

Os COCS selecionados foram maturados in vitro em meio de maturação padrão TCM-

199 (Tissue Culture Medium) com sais Earle, HEPES e L-glutamina (Invitrogen, Gibco 

Laboratories Life Techonogies Inc., Grand Island, NY), suplementado com 0,2 mM de 

piruvato, 100 UI/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 0,5 µg/ml de FSH, 5,0 µg/ml 

de LH e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB); em microgotas de 70 µl, na densidade de 20 

COCs/ microgota, em placas de Petri 35mm, cobertas com óleo mineral (SIGMA) a 38,5 °C, 

95% de umidade, 5% de CO2 em ar. Os oócitos permaneceram por um período de 20 ou 24 

horas em meio de maturação in vitro (dependendo da técnica posterior a ser empregada). 

 

2.2.2 Avaliação da Maturação Nuclear 

Os oócitos foram primeiramente desnudados (remoção das células do cumulus 

oophorus) com solução de hyaluronidase (SIGMA) 0,03% em TCM-HEPES com auxílio de 

um micropipetador. Posteriormente, os oócitos foram lavados e transferidos para uma lâmina 

de vidro, que foram deixadas em metanol/acido acético por 24 horas. Depois, as lâminas 

foram coradas com aceto-orceína e assim os oócitos foram avaliados em relação ao estadio de 

maturação nuclear meiótico. 
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2.2.3 Vitrificação 

Para a técnica de criopreservação foram selecionados oócitos com ausência de 

pigmentações e retração citoplasmática, ausência de vacúolos e com zona pelúcida intacta.  

Oócitos foram vitrificados e desvitrificados de acordo com a metodologia do kit comercial de 

vitrificação e desvitrificação Cryotop Vitrification (marca Cryotech). Foram vitrificados em 

meio básico M-199 e HEPES suplementado com Soro Sintético Substituto (SSS) com 

etilenoglicol (EG), sacarose e dimetilsulfóxido (DMSO). Para a desvitrificação, foi utilizado 

meio básico M-199 com HEPES (suplementado com SSS) e sacarose. Após o procedimento 

de desvitrificação os oócitos foram deixados em repouso por 2 horas para estabilização em 

meio livre de gonadotrofinas, em estufa de cultivo a 38,5º C, em atmosfera de 5% de CO2, 

95% de ar atmosférico e 95% de umidade. 

 

2.2.4 Viabilidade Celular 

A viabilidade celular dos oócitos após maturação in vitro e vitrificação foi estimada 

pela técnica Dead-Live, que permite diferenciar células vivas e mortas, marcadas 

respectivamente, pela calceína e pelo homodímero de etídio, visualizadas ao microscópio de 

fluorescência. Realizamos a análise qualitativa das imagens obtidas por microscopia de 

fluorescência, considerando-se apenas a presença ou ausência da mesma.  

 

2.2.5. Fertilização in vitro  

Para a fertilização in vitro utilizou-se sêmen bovino de um touro da raça Nelore (CRV-

Lagoa da Serra) congelado em palhetas de 0,25ml, onde estas foram descongeladas em banho-

maria a 35 ºC por 30 segundos. A seleção e capacitação dos espermatozóides foram realizadas 

através da migração ascendente (swim up), em meio SPTL TALP- HEPES acrescido de 

6mg/ml de BSA fração V (SIGMA). Os oócitos selecionados foram incubados com os 

espermatozóides capacitados na concentração de 2x106 espermatozóides/mL, em placa de 

cultivo com gotas de 50µl de meio de fecundação FERT TALP com 6mg/mL de BSA livre de 

ácido graxos, 10mg/ml de heparina. Em seguida, foram incubados por 18 horas em estufa de 

cultivo com ar atmosférico e com saturação de umidade a 38,5º C. Foram transferidos para 

placa de cultivo com meio CR2aa suplementado com 5% SFB e 1mg/ml de BSA, sob óleo 

mineral. Os zigotos foram cultivados e avaliados durante nove dias, em estufa de cultivo 

celular com 5% de CO2 e 95% de umidade. 
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2.2.6 Ativação Partenogenética  

Após 24 horas de maturação in vitro, os oócitos foram incubados com hyaluronidase 

0,03% em TCM-199 por 5 min e depois foram desnudados com auxilio de um 

micropipetador. Os oócitos foram ativados com meio TCM-199 com 25mM de HEPES 

suplementado com 0,5 mg/mL de BSA e  5µm de ionomicina (Sigma, St Louis, USA) por 5 

minutos.Após a incubação os oócitos foram lavados em H-199 saturado com 30mg/ml de 

BSA, seguido de cultivo em meio CR2aa suplementado com 1mg/mL de BSA, 2% SFB e 

2nm de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) por 3 horas.Após o procedimento de ativação, os 

oócitos foram lavados e cultivados in vitro em gotas de 50µl de meio CR2aa (livre de 6-

DMAP) com monocamada de células, sob óleo mineral a 38,5ºC e atmosfera de 5% de CO2.  

 

2.2.7 Avaliação do Cultivo embrionário  

Todos os cultivos embrionários (FIV e AT) foram acompanhados e avaliados, onde no 

terceiro dia de CIV foi avaliada a clivagem, no oitavo dia a produção de blastocistos e no 

nono dia a eclosão dos blastocistos. 

 

2.3 Análise estatística 
A análise das variáveis foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 for 

Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Na análise das variáveis foram 

utilizadas tabelas de contingência, aplicando-se os testes Qui-quadrado e Exato de Fischer. O 

nível de significância adotado foi p<0,05.  

 

3. RESULTADOS  

A avaliação da maturação nuclear no grupo CRIO-MIV foi realizada após 24 horas de 

maturação in vitro dos oócitos que foram vitrificados e desvitrificados em estadio de vesícula 

germinativa, ou seja, imaturos. No grupo controle obteve-se uma taxa de 67% de maturação 

(n= 29/43) e no grupo CRIO-MIV 50% (n=12/24), verificamos que não houve diferença entre 

os grupos (p=0,23) (Figura 2). 

Para a avaliação da viabilidade oocitária, para cada grupo experimental foi realizado 

um controle para leitura comparativa das amostras e ao compararmos a taxa de viabilidade 

entre os grupos controle entre si verificamos que não houve diferença (Ctr CRIO-MIV vs Ctr 
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MIV-CRIO; p=0,58). No grupo CRIO-MIV, encontramos uma taxa de 56% de viabilidade 

oocitária e no grupo controle taxa de 77%, portanto, não houve diferença entre eles (p=0,055). 

Entretanto, entre os grupos MIV-CRIO e controle, verificamos que houve redução da 

viabilidade dos oócitos maduros após a vitrificação (p<0,0001), com taxas de 27% e 84% de 

viabilidade oocitária, respectivamente. Em relação a comparação entre os grupos MIV-CRIO 

e CRIO-MIV houve diferença entre eles (p=0,017), sendo que o grupo CRIO-MIV apresentou 

melhores taxas de viabilidade pós criopreservação (Figura 3). 

Na análise do potencial de desenvolvimento embrionário através da fertilização in 

vitro, observamos que o grupo controle apresentou melhores taxas de clivagem e de produção 

de blastocistos do que os grupos CRIO-MIV e MIV-CRIO, não havendo diferença entre estes 

últimos. O mesmo ocorreu quando a capacidade reprodutiva do oócito foi analisada por 

ativação partenogenética (Tabela 1).   

As taxas de eclosão de blastocistos tiveram sua avaliação prejudicada já que a não 

houve produção de blastocistos nos grupos CRIO-MIV e MIV-CRIO após a fertilização in 

vitro e, após a ativação partenogenética apenas um blastocisto foi formado no grupo CRIO-

MIV, o qual evoluiu para eclosão com sucesso (Tabela 1).  

 

4. DISCUSSÃO 

Os resultados do presente estudo indicam que a vitrificação de oócitos bovinos em 

estadio de VG, utilizando o método Cryotop, não compromete o processo de maturação 

nuclear. Uma vez que os oócitos após a vitrificação e maturação in vitro foram capazes de 

progredir do estádio de VG, para os estádios de MI, AI, TI culminando com o término da 

primeira divisão meiótica e depois até MII. Vale ressaltar que para a progressão da meiose 

ocorrer corretamente, vários mecanismos estão envolvidos, os quais se mostraram inalterados 

após a criopreservação. Dentre eles as atividades das proteínas citoplasmáticas do complexo 

MPF (fator promotor da maturação), envolvidas na regulação da condensação dos 

cromossomos, no rompimento do envelope nuclear, na reorganização dos microtúbulos e 

organelas citoplasmáticas (KIM et al., 2000; KANO et al., 2000; KRISCHEK; MEINECKE, 

2002; LEFEBVRE et al., 2002) e pelas proteínas da familia da MAPK (proteína cinase 

ativada por mitógenos) essencial em eventos pós-rompimento da VG (KANO et al., 2000; 

LEFEBVRE et al., 2002). 

Dados semelhantes foram obtidos por Son and cols (1996) em seu estudo com oócitos 

humanos imaturos (VG) onde demonstraram que a criopreservação não influencia na 
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capacidade de maturação nuclear dos oócitos imaturos, estes autores obtiveram taxa de 59.3% 

de maturação ao estadio de MII após congelamento e descongelamento (SON et al.,1996).  

Um fator importante que possa ter contribuído para a manutenção da capacidade de 

maturação nuclear dos oócitos imaturos pós vitrificação é a configuração cromossômica desse 

oócito. Visto que, alguns autores (GALLICANO, MCGAUGHEY, CAPCO, 2004; 

BATTAGLIA et al.,1996; KIM et al 2010) sugerem que o estadio de VG pode ser mais 

resistente ao processo de criopreservação devido a presença de uma membrana nuclear que 

envolve e protege a cromatina e a ausência do fuso meiótico. Portanto, é importante ressaltar 

que além da configuração cromossômica do oócito em VG possivelmente ter contribuído para 

a manutenção da capacidade de maturação nuclear após a vitrificação, o método de 

vitrificação por si só, ao utilizar altas concentrações de crioprotetores previne a formação de 

cristais de gelo, que são os responsáveis por esses efeitos deletérios a nível nuclear no oócito 

na criopreservação. 

Considerando ser de extrema importância a aquisição, manutenção e expressão do 

potencial máximo do oócito para comandar as primeiras etapas do desenvolvimento 

embrionário, o processo de maturação nuclear e citoplasmática constitui uma fase 

imprescindível e crítica, pois é através desta fase que o oócito consegue se tornar capacitado 

(GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Portanto, outro fator importante é a influência da presença 

ou ausência das células do cumulus no oócito no momento da criopreservação, onde o sucesso 

da criopreservação em oócitos imaturos depende da habilidade de preservar a integridade 

estrutural e funcional do oócito e das células do cumulus que o envolve, porque o dano do 

congelamento está associado, dentre outros fatores, com a destruição da comunicação 

intracelular entre as células do cumulus e o oócito (HOCHI et al., 1998). Vale ressaltar que 

essa comunicação ocorre através das gaps junctions (GAP), e sua manutenção é necessária 

para que ocorra a maturação in vitro do oócito pelo fornecimento de nutrientes, assim como 

suporte durante a FIV  (BUCCIONE;SCHROEDER; EPPIG, 1990; CHIAN;NIWA; 

SIRARD, 1994; KA et al., 1997).  

Alguns autores (FABBRI et al., 1998; OTOI et al., 1998) mostram que o procedimento 

de desnudamento parcial dos oócitos, ou seja, remoção parcial das células do cumulus 

oophorus antes da vitrificação, facilita a passagem dos crioprotetores e também a avaliação 

morfológica do oócito, especialmente o citoplasma (CHUNG et al., 2000). Outros estudos 

afirmam que a presença dessas células pode atuar como uma barreira protetora para preservar 

o possível dano causado pelos CPAs, pois observaram redução no efeito tóxico do 

crioprotetor em oócitos de camundongos (JOHNSON,1989), humanos (FABBRI et al., 1998) 
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e bovinos (IM et al., 1997). Entretanto, Vajta (2000) relatou que as camadas de células do 

cumulus oophorus poderiam reduzir a velocidade de passagem dos crioprotetores, acarretando 

uma inadequada desidratação e reidratação. Além disso, é difícil realizar uniformemente a 

remoção parcial dessas células em um grupo de oócitos, o que pode resultar em penetração 

desigual do crioprotetor (VAJTA et al.,2000). 

No nosso estudo, para viabilizar o protocolo de vitrificação e na tentativa de preservar 

a comunicação entre o oócito e as células do cumulus, os oócitos imaturos foram vitrificados 

parcialmente desnudos (2-3 camadas de células da granulosa). Após a desvitrificação, os 

oócitos foram submetidos à MIV em sistema de cocultivo com cinco COCs (complexo 

cumulus oophorus) imaturos grau I, como suporte ao processo de maturação para os oócitos 

desvitrificados. Contudo, não pode ser excluída a possibilidade de interrupção da 

comunicação intercelular parcial ou total entre as células do cumulus e o oócito durante o 

processo de vitrificação.  

Luna and cols (2001) demonstraram que oócitos bovinos imaturos vitrificados são 

mais sensíveis que qualquer outro estadio nuclear, provavelmente devido a interrupção da 

comunicação entre o oócito e as células do cumulus (LUNA;FERRARI; RUMPF, 2001). 

Nesse sentido, Prentice and cols (2011) vitrificaram COCs (aproximadamente com três 

camadas de células ao redor do oócito) através de dois métodos diferentes de vitrificação 

(cryotop e palheta de 0,25ml) e obtiveram taxa menor de MIV no grupo dos oócitos 

vitrificados, em relação ao grupo controle (16% vs 61%, respectivamente), sendo que a 

melhor taxa de maturação dentre os vitrificados ocorreu no grupo cryotop (23% vs 9%). 

Comparado a estes resultados, neste estudo obtivemos uma taxa de 50% de MII utilizando o 

mesmo método de vitrificação, quase o dobro daquele descrito por Prentice. Contudo, Kim 

and cols (2007) demonstraram que a taxa de maturação de oócitos imaturos bovinos 

vitrificados foi menor em relação aos oócitos frescos, apesar de uma taxa normal de 

recuperação morfológica. Estes autores sugeriram que o dano causado pela vitrificação ao 

oócito foi devido à destruição da comunicação entre as células do cumulus e o oócito (via gap 

junction) (KIM et al., 2007). 

Quando analisamos a viabilidade dos oócitos em diferentes estadios de maturação 

nuclear (VG vs MII) pós vitrificação, notamos maior comprometimento da viabilidade 

oocitária em oócitos em estadio maduro (MII). Os resultados demonstram que pela técnica do 

DEAD-LIVE, há uma diferença de aproximadamente 30% na viabilidade entre os grupos 

CRIO-MIV e MIV-CRIO após o descongelamento (56% vs 27%, respectivamente). Contudo, 

não há outros estudos na literatura utilizando essa técnica com a mesma finalidade em oócitos 
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bovinos criopreservados, apenas em tecido ovariano humano criopreservado 

(CORTVRINDT; SMITZ, 2001;MARTINEZ-MADRID et al.,2004; YEOMAN et 

al.,2005;MALTARIS et al.,2006b). 

A viabilidade preservada no grupo CRIO-MIV, nos mostra que a vitrificação de 

oócitos no estadio de VG e posterior MIV não acarreta danos ao metabolismo celular 

oocitário (pois estes foram capazes de metabolizar a calceína)  e à integridade da membrana 

plasmática (inferido pela não penetração do brometo de etídio). Contudo, este fato pode ser 

atribuído a fatores já discutidos anteriormente, mas que são de extrema importância, como a 

proteção conferida pela membrana nuclear ao material genético no oócito imaturo no 

momento da criopreservação, a presença parcial das células do cumulus e a integridade da 

membrana plasmática. 

Porém no grupo MIV-CRIO a viabilidade oocitária se mostrou comprometida, nos 

revelando pela técnica de DEAD-LIVE que a vitrificação de oócitos em MII pode ter 

comprometido, pelo menos parcialmente, o metabolismo oocitário e promovido a rotura da 

membrana plasmática. Visto que a calceína utiliza o cálcio como co-fator no processo de 

metabolização, a MIV seguida da vitrificação pode ter comprometido o armazenamento de 

cálcio no REs (LOWTHER et al., 2009), onde poderíamos justificar em parte a perda da 

capacidade do oócito em MII em metabolizar a calceína, traduzida por redução da sua 

viabilidade.  

Em relação à integridade da membrana plasmática, uma importante propriedade 

criobiológica que afeta a viabilidade oocitária após a vitrificação é a permeabilidade desta à 

água e aos CPAs, assim como o excessivo edema osmótico que pode levar a rotura e lise da 

membrana e conseqüente morte oocitária (KUWAYAMA et al., 2007). Jin et al (2011) 

mostram que a membrana plasmática de oócitos bovinos tem alta permeabilidade, o que 

facilita o movimento dos CPAs no congelamento e descongelamento, prevenindo em parte os 

danos causados pela formação de gelo intracelular , toxicidade dos CPAs e o excessivo edema 

osmótico.  

Observamos que nos casos em que há indícios de rotura de membrana, a 

metabolização da calceína parece estar inversamente correlacionada à penetração de brometo 

na célula, sugerindo uma perda progressiva da viabilidade, em que apesar de comprometida 

por sua lesão de membrana a célula ainda consegue manter seu metabolismo ativo por um 

período; conforme o dano progride sua viabilidade se compromete progressivamente até 

culminar em morte celular.  
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Para investigar a integridade da zona pelúcida frente ao processo de vitrificação 

utilizamos um método investigativo não invasivo de microscopia de polarização Polscope - 

OCTAX Polar AIDE, que não interfere na viabilidade do oócito. Neste estudo, obtivemos 

visualização da zona pelúcida com birefringência positiva em 100% dos oócitos analisados, 

não servindo de parâmetro de diferenciação entre oócitos com integridade preservada de ZP e 

nem como fator preditor da preservação da competência de desenvolvimento embrionário. 

Estudos sugerem uma correlação entre birefringência positiva da zona pelucida de oócitos 

humanos e gravidez, onde a alta birrefringência da camada interna da ZP foi associada a altas 

taxas de concepção em comparação com oócitos que apresentavam baixa retardância da 

camada interna (SHEN et al., 2005;MONTAG et al., 2008). Corroborando estes dados, porém 

na espécie bovina, Ebner et al (2010) afirmam que os oócitos nos quais não foi possível 

detectar automaticamente a birefringência da ZP, apresentaram redução do potencial 

embrionário, provavelmente devido a alterações na estrutura da ZP (EBNER et al., 2010). 

Contrariamente, em nosso estudo apesar de verificar alta birrefringência em todos os 

oócitos, os resultados reprodutivos foram bastante ruins. Porém, estes dados estão em 

concordância com os de Koester and cols (2011) que verificaram que oócitos e zigotos 

bovinos apresentavam uma correlação negativa entre o desenvolvimento competente de 

oocito/zigoto e a birefringência positiva da ZP, ou seja, alta birrefringência da zona pelúcida 

em bovinos está relacionada à baixa qualidade oocitária e se relaciona negativamente com os 

resultados reprodutivos (KOESTER et al., 2011).  

De acordo com essas interpretações da leitura de ZP pelo OCTAX Polar AIDE, outro 

fator que pode ter influenciado nos resultados da birefringência da ZP foi o tempo de 

estabilização dos oócitos após a desvitrificação nos grupos de estudo (CRIO-MIV e MIV-

CRIO) e após desnudamento nos controles. Para isso, mais estudos serão necessários sobre as 

propriedades da zona pelúcida, como a agregação de técnicas de imunohistoquímica ou de 

biologia molecular de avaliações específicas de zona para que possamos realmente concluir 

pela presença ou ausência de dano sobre a zona pelúcida durante os processos de vitrificação 

e desvitrificação de oócitos. Acreditamos que nosso resultado em relação à avaliação de zona 

pelúcida realizada através desta técnica não seja, em bovinos, eficiente para identificar 

alterações menores na zona.  

A alternativa para se avaliar a viabilidade dos oócitos que foram submetidos ao 

processo de vitrificação, extrapolando o comprometimento (enrijecimento) da ZP e da 

membrana oocitária, seria a injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI), onde são 

eliminados nesse caso, o processo de ligação do espermatozóide à zona pelúcida e a 
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penetração posterior da zona pelúcida e da membrana citoplasmática (KRZYSZOWSKA et 

al., 2002). Em humanos a ICSI é clinicamente bem estabelecida, empregada e indicada para 

superar diversos tipos de infertilidade masculina (PALERMO et al., 1995;POPE et al., 1998), 

com oócitos frescos e vitrificados, com resultados satisfatórios com formação de blastocistos 

e altas taxas de gestação (KUWAYAMA et al., 2005). Porém, a eficiência da ICSI em 

bovinos é muito limitada (EMUTA; HORIUCHI, 2001) e ainda não é bem estabelecida 

devido à necessidade de ativações adicionais do oócito antes ou após o procedimento de ICSI 

(SUTTNER et al., 2000). 

Embora os oócitos vitrificados imaturos tenham completado normalmente a maturação 

meiótica e a viabilidade destes se mostrou melhor preservada em relação aos oócitos em MII, 

o desenvolvimento embrionário dos oócitos criopreservados, independente do estadio 

meiótico foi totalmente comprometido, não havendo formação de blastocistos nos grupos 

CRIO-MIV ou MIV-CRIO por nenhuma das técnicas de ativação oocitárias.  

Várias pesquisas são realizadas no intuito de identificar as possíveis causas e apontar o 

dano específico sofrido por esses oócitos criopreservados devido ao baixo desenvolvimento 

embrionário. Portanto, neste estudo não conseguimos afirmar o dano específico, porém 

sabemos que várias estruturas e/ou funções podem ter sido comprometidas, de acordo com 

dados da literatura. De uma maneira geral, independente do estadio meiótico, os oócitos 

podem ter sofrido inadequada maturação citoplasmática e nuclear, despolimerização do fuso 

meiótico (oócitos em MII) associado com desorganização dos microfilamentos e 

cromossomos (AMAN; PARKS, 1994; ROJAS et al.,2004; SUCCU et al.,2007); exocitose 

prematura dos grânulos corticais, levando ao enrijecimento da ZP, prejudicando a FIV 

(FUKU;XIA; DOWNEY, 1995; HYTTEL;VAJTA; CALLESEN, 2000; MAVRIDES; 

MORROLL, 2005); fraturas na membrana plasmática (ARAV et al., 1996); suporte 

inadequado das células do cumulus na MIV e FIV (IMOEDENMHE, SIGUE, 1992; 

CHIAN;NIWA;SIRARD,1994). 

Considerando que o processo de maturação é uma fase que inclui os eventos 

necessários que permitem ao oócito adquirir a capacidade para prosseguir no desenvolvimento 

embrionário, qualquer influência negativa da vitrificação nesse processo é de extrema 

relevância. Portanto, se ocorrer inadequada maturação citoplasmática, processos como síntese 

de proteínas (SIRARD; RICHARD; MAYES,1998), modificações moleculares (KUBELKA 

et al., 2000), migração e reorganização de organelas (STOJKOVIC et al., 2001) serão 

prejudicados. Sabe-se que há uma intensa correlação entre o potencial de desenvolvimento 

dos oócitos e embriões com a função mitocondrial e conseqüentemente o índice de ATP 
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(STOJKOVIC et al., 2001). Portanto, a inabilidade das mitocôndrias de aumentar e/ou 

acumular ATP está relacionada ao desenvolvimento anormal ou ao bloqueio do 

desenvolvimento embrionário (STEUERWALD et al., 2000), onde os blastômeros 

embrionários necessitam receber uma quantidade suficiente de mitocôndrias para produção de 

ATP, caso contrário podem tornar-se disfuncionais e fragmentados (CUMMINS, 2004). Além 

do que, há estudos correlacionando a influência da criopreservação na redução do potencial de 

membrana mitocondrial com a competência do oócito no desenvolvimento embrionário (VAN 

BLERKOM et al., 2002; TARAZONA et al., 2006;). 

Manipalviratn and cols (2011) demonstraram que a vitrificação em oócitos bovinos 

reduz significantemente o teor de ATP, enquanto ZHAO and cols (2011) mostram que a 

vitrificação altera a função mitocondrial (o potencial de membrana mitocondrial) e provoca o 

aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS). Porém, eles propõem uma alternativa a fim 

de proteger a função mitocondrial em oócitos vitrificados, no qual consiste em um pré 

tratamento desses oócitos com ciclosporina (inibidor especifico da permeabilidade 

mitocondrial) para aumentar o potencial de desenvolvimento in vitro desses oócitos 

(MANIPALVIRATN et al.,2011; ZHAO et al.,2011). Há relatos de que o potencial de 

membrana mitocondrial em oócitos imaturos é menor do que o observado em oócitos 

maduros (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Contudo, a interferência na concentração e/ou 

atividade mitocondrial também pode constituir um dos mecanismos de injúria produzido pela 

criopreservação. 

Para assegurar uma ideal maturação citoplasmática e o desenvolvimento inicial 

embrionário, o estoque de transcritos e proteínas no citoplasma oocitário é de extrema 

importância (MEIRELLES et al.,2004). Assim, de acordo com os nossos resultados de 

clivagem, as primeiras etapas do desenvolvimento embrionário não foi comprometida pela 

vitrificação, por mais que avaliações especificas não tenham sido realizadas.  

Por outro lado, nas primeiras etapas do desenvolvimento embrionário (oito células em 

bovino), ocorre a transição materno zigótica (MZT) que é a ativação do genoma embrionário 

e síntese de novas proteínas, onde o embrião passa a comandar o desenvolvimento 

embrionário subseqüente (MEIRELLES et al.,2004). Portanto, podemos inferir que possa ter 

ocorrido interferência na MZT pela criopreservação, no qual não obtivemos blastocistos 

provenientes de oócitos criopreservado.  

Por mais que a vitrificação não tenha comprometido a maturação nuclear dos oócitos 

em VG alguns estudos demonstram que a exposição do oócito imaturo aos crioprotetores 

interfere na configuração dos cromossomos, além da distribuição dos microfilamentos depois 
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da MIV, afetando assim de forma considerável o desenvolvimento embrionário (AMAN; 

PARKS, 1994;MCWILLIAMS;GIBBONS; LEIBO, 1995; ROJAS et al., 2004). Já o oócito 

em estadio de MII por apresentar cromossomos distribuídos pela placa metafásica e fuso 

meiótico no qual são alvos dos efeitos deletérios do processo de criopreservação, são aptos a 

anomalia meiótica e conseqüente baixo desenvolvimento embrionário (BRUNET et al., 2003). 

A baixa taxa de clivagem e desenvolvimento embrionário encontrados neste estudo 

pode ser atribuído ao comprometimento da FIV, devido ao bloqueio à penetração dos 

espermatozóides na ZP (clivagem menor que 30% nos grupos vitrificados), baseado no fato 

de que a criopreservação pode causar exocitose prematura dos grânulos corticais e 

conseqüente enrijecimento da ZP dos oócitos. Porém, na tentativa de transpor a influência da 

capacidade de fertilização dos espermatozóides, a ativação partenogenética foi realizada. 

Mesmo assim verificamos que mesmo procedendo à ativação partenogenética dos oócitos 

vitrificados, seja do grupo CRIO-MIV seja do grupo MIV-CRIO, não houve melhora nas 

taxas de clivagem e formação embrionária em relação aos oócitos FIV, indicando que mesmo 

que ocorra comprometimento da zona pelúcida existe também outro comprometimento que 

ultrapassa esta estrutura e compromete a capacidade reprodutiva do oócito com grande 

impacto. Portanto, características individuais do oócito, como espessura da ZP e 

criotolerância, podem ter sido responsáveis pela clivagem de poucos oócitos submetidos à 

FIV e AT. Uma alternativa a esse enrijecimento da ZP, como já comentado, seria a ICSI. 

Na MIV e no CIV embrionário, as células do cumulus são importantes, por oferecer 

suporte nutricional e importantes trocas bioquímicas com o oócito. De acordo com nossos 

resultados, os oócitos vitrificados em MII com ausência das células do cumulus e em VG com 

células do cumulus parcial apresentaram baixa taxa de clivagem e total comprometimento da 

competência de desenvolvimento. Corroborando nossos dados, Zhou and cols (2010) em 

estudos preliminares reportam que a taxa de clivagem de oócitos bovino desnudos (VG e MII) 

foi baixa e não houve desenvolvimento embrionário a blastocisto quando comparados ao 

grupo de oócitos envoltos com células do cumulus, estes mesmos autores verificaram que as 

taxas de sobrevivência, clivagem e formação de blastocistos nos oócitos imaturos (VG) 

vitrificados com presença total das celulas do cumulus foram significativamente mais altas do 

que naqueles vitrificados com cumulus parcial; no entanto no grupo de oócitos em MII, 

nenhuma diferença foi encontrada. Além disso, oócitos em VG vitrificados com cumulus total 

exibiram maior competência de desenvolvimento do que os oócitos em MII  (ZHOU et 

al.,2010). 
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Martins and cols (2005) chamam a atenção para o baixo desenvolvimento embrionário 

e relatam que as taxas de desenvolvimento embrionário de oócitos vitrificados em estadio 

imaturo são consideradas insatisfatórias, por serem menores que 10% (MARTINS et al., 

2005). Portanto, diversos trabalhos relatam que a taxa de desenvolvimento embrionário de 

oócitos vitrificados em diferentes estadios de maturação é extremamente baixa em relação a 

oócitos não criopreservados, o que vem de encontro com nossos dados, como Galbinski e cols 

(2003) que obtiveram ausência de fertilização e desenvolvimento embrionário dos oócitos 

vitrificados com DMSO 6M em palhetas de 0,25mL. Demonstraram assim, que a técnica de 

vitrificação em oócitos maturados in vitro por 18-22 horas (MII), possui efeito deletério sobre 

a capacidade fertilizadora dos oócitos (GALBINSKI; BOS-MIKICH; FERRARI;2003). 

 Kim and cols (2007) encontraram taxa de clivagem e formação de blastocistos 

inferiores no grupo de oócitos vitrificados pelo método Microdrop (55,7% e 2,3%) em 

comparação ao grupo controle (84,4% e 34,7%) (KIM et al.,2007). Vahida and cols (2009) 

obtiveram taxas menores de clivagem (39,1% vs 58,5%) e formação de blastocistos (5,1% vs 

22,9%) no grupo de oócitos submetidos à MIV e posteriormente vitrificados pelo método 

nylon mesh (VAHIDA et al.,2009). Prentice and cols (2011) obtiveram menores taxas de 

clivagem (93% vs 42%) e formação de blastocisto no grupo de oócitos vitrificados pelo 

métodos cryotop (42% e 0.4%) em comparação ao grupo de oócitos não-vitrificados (93% e 

31%) (PRENTICE et al.,2011). Sendo assim, sugere-se que independente do protocolo e do 

sistema de armazemento adotado, o processo de vitrificação prejudica e muito a qualidade do 

oócito.  

Em contrapartida, Men and cols (2002) encontraram similar taxa de clivagem entre 

oócitos imaturos (GVBD) e maduros (MII) vitrificados pelo método OPS (53,56% e 58,01%, 

respectivamente) e maior proporção de formação de blastocistos (D8) no grupo MII (8,37%); 

em relação ao GVBD (1,06%). Assim, oócitos em diferentes estadios de maturação reagiram 

de forma diferente à criopreservação, onde os oócitos em MII apresentaram maior 

competência de desenvolvimento em relação aqueles vitrificados em GVBD 

(MEN;MONSON; RUTLEDGE, 2002).  

Contudo, não há esclarecimento sobre a principal estrutura ou função prejudicada e 

responsável pelo baixo desenvolvimento embrionário de oócitos criopreservados. Mas, as 

estruturas e/ou funções podem ser danificadas total ou parcialmente, sendo que a 

criotolerância de cada oócito é o que determina esse fato, possivelmente influenciada pelo 

ambiente in vitro (como a MIV). Sendo assim, ainda não há consenso sobre o melhor estadio 

meiótico oocitário ou o mais resistente para criopreservar, podendo ser atribuído aos diversos 
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protocolos e adaptações, realizados por diferentes grupos de pesquisa. Embora avanços 

consistentes na criopreservação de oócitos humanos em estadio de MII (maturados in vivo) 

tenham ocorrido na última década (COBO et al.,2008;CHIAN et al.,2009b), a associação 

entre a MIV e criopreservação de oócitos, independente da espécie estudada, ainda não 

constitui uma ferramenta passível de aplicação na prática clínica na RA humana e estudos 

subseqüentes serão necessários para investigar as alterações decorrentes da associação dos 

dois procedimentos (MIV e criopreservação) e propor novas estratégias para otimizar os 

protocolos atualmente disponíveis para fins de preservação de fertilidade. 
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Figura 1. Esquema dos grupos experimental. 

 

 

 

Legenda. OPU= Ovum Pick-Up; CRIO = Criopreservação; MIV = Maturação in vitro; ZP= 

Zona Pelúcida; FIV= Fertilização in vitro; AT= Ativação Partenogenética; CIV= Cultivo 

embrionário in vitro. 
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Figura 2. Comparação entre os estadios meióticos (VG ou MII) dos grupos controle e CRIO-
MIV. 

 

Legenda: VG= vesícula germinativa (imaturo); MI= metáfase I;MII = metáfase II (BIRNEY et al.); Sem ID = 

sem identificação. (p=0,23). 

 

Figura 3 Análise da Viabilidade oocitária entre os grupos controles. MIV-CRIO e CRIO-
MIV 

 
         Legenda: (a) p<0,0001; (b) p=0,017.  

a,b 
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Tabela 1. Avaliação do desenvolvimento embrionário dos oócitos submetidos à fertilização in vitro e Ativação Partenogenética nos grupos Controle, CRIO-
MIV e MIV-CRIO. 

CONTROLE CRIO-MIV MIV-CRIO  
n %  n % n % 

Clivagem 169a,b 80 11a 28 12b 26 

Produção 54c,d 26 0c 0 0d 0 

FIV 

Eclosão* 22 41 0 0 0 0 

Clivagem 118e,f 58 14e 28 14f 22 

Produção 50g,h 24 1g 2 0h 0 AT 

Eclosão* 9i,j 18 1i 100 0j 0 
 

Legenda. a:p<0,0001; b: p<0,0001; c:p<0,0001; d:p=0,0004; e:p=0,0002; f:p<0,0001; g:p<0,0001; h:p<0,0001; i:p=0,04; j:p=0,003. * A taxa de 
eclosão é calculada a partir do numero de blastocistos formados no D8. 

 




