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1Faculdade de Agronomia e Veterinária - UnB, DF, 2 Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, DF. 

 

 

 

Acriopreservação do ovócito bovino ainda é um desafio. O tamanho celular, a 

quantidade de água no citoplasma, a reserva de ácidos graxos, a composição da membrana 

plasmática, são alguns dos fatores responsáveis pela baixa eficiência da técnica. Entre as 

metodologias utilizadas para a criopreservação de ovócitos, a vitrificação ainda é considerado 

o método mais eficaz. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar diferentes alternativas para 

minimizar os efeitos deletérios da vitrificação em ovócitos bovinos imaturos ou maturados. 

Entre as abordagens utilizadas estão (1) o uso de beta- metil- ciclodextrina (MβCD), como 

substância para alterar a membrana plasmática e aumentar a fluidez da mesma; (2) a associação 

de L-Carnitina e Resveratrol durante a maturação in vitro (MIV), para diminuir a reserva de 

gotículas lipídicas, aumentar a produção de ATP e proteger o ovócito contra o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs); (3) o uso  da maturação in vivo para melhorar a qualidade 

do ovócito e, (4) o uso da transferência intrafolicular de ovócito imaturo, para proporcionar aos 

ovócitos vitrificados uma ambiente in vivo durante todos os passos da produção de embriões. 

Em cada experimento, diferentes avaliações foram utilizadas para identificar o sucesso ou 



 
 

x

insucesso das alternativas propostas. Apesar de alguns procedimentos como o uso de MβCD, 

terem melhorado a maturação nuclear, nenhum dos procedimentos utilizados aumentou a 

produção de blastocistos a partir de ovócito vitrificados. Os resultados obtidos mostraram que 

as lesões sofridas pelo ovócito bovino durante a vitrificação e aquecimento, o comprometem de 

forma muito severa e irreversível.  

  

 

Palavras chaves: vitrificação, complexo – cumulus – ovócito, imaturo, maturado. 
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ALTERNATIVES TO INCREASE THE BOVINE OOCYTE RESISTAN CE TO 

CRYOPRESERVATION 

 

 

José Felipe Warmling Sprícigo1, Margot Alves Nunes Dode 1,2. 
1School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2 Embrapa Genetic Resources and 

Biotechnology, DF. 

 

 

Cryopreservation of bovine oocyte is still a challenge. The cell size, the amount of water in the 

cytoplasm, the reservation of fatty acids, plasma membrane composition , are some of factors 

responsible for low efficiency of technique for bovine oocytes. Among the methodologies used 

for cryopreservation of oocytes, vitrification is the one that can minimize the effects of water 

flow. The main objective of present thesis was to prove different methodologies for vitrification 

of immature or matured bovine oocytes. For different alternatives were proved: (1) MβCD, a 

substance to alter the plasma membrane and increase membrane fluidity. (2) the combination 

of L-carnitine and resveratrol during IVM, to reduce reserves of lipid droplets, increase ATP 

production and protect against ROS aa. (3) in vivo maturation system where, after hormonal 

stimulation on bovine heifers, in vivo and theatrically better oocyte were produced. (4) intra-

follicular transfer of immature oocyte, we adapted a methodology for immature oocytes could 

be injected into pre-ovulatory follicles, resulting in a in vivo system. For each experiment, 

different assessments were used to identify the successes or failures of our hypothesis. A 

common evaluation used for all experiments was the use of immature or for some experiments 

matured oocytes, destined for blastocyst development, after IVF. In none of proposed 

experiments, we have succeeded in increasing the production of blastocysts from vitrified 

oocytes. Likewise, the results, indicated that the injuries suffered by bovine oocyte during 

vitrification and thawing, compromise the oocyte at very severe intensity.  
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Tabela 4.2. Número total (N), média e desvio padrão (± DP) de folículos por 

fêmea, avaliados e classificados pelo Color Doppler, após nove 

repetições, vascularização intensa, moderada ou ausente nos 

ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), de fêmeas 

superestimuladas (FSH) e de fêmeas superestimuladas que 

receberam um indutor da ovulação (MII). 
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Tabela 4.3. Número total (N) e porcentagem (%) de ovócitos viáveis e não 

viáveis recuperados por OPU, depois de nove repetições, a partir 

de ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), de fêmeas 

superestimuladas (FSH) e de fêmeas superestimuladas, que 

receberam o indutor de ovulação (MII). 
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Tabela 4.4. Desenvolvimento de blastocistos a partir de ovócitos MII, após 

a vitrificação e aquecimento. Os ovócitos foram obtidos a partir 

de ovários de abatedouro (CONT) ou pela OPU, pela punção de 

ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), fêmeas 

superestimuladas (FSH) e fêmeas superestimuladas que 

receberam um indutor da ovulação (MII). 
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Tabela 4.5. Média e desvio padrão (DP) do tamanho (µm) dos embriões em 

D8 e número total de células dos blastocistos (160 µm), 

derivados de ovócitos de diferentes condições de maturação: 

ovócitos obtidos por punção de ovários de abatedouro (CONT) 

ou por OPU, a partir de ovários de não fêmeas superestimuladas 

(IMA), fêmeas superestimuladas (FSH) e fêmeas 

superestimuladas que tinham recebido um indutor de ovulação 

(MII). 
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Tabela 5.1. Número (N) ode ovócitos injetados (D0), número e porcentagem 

de estruturas recuperadas (D7), estágio de desenvolvimento dos 

embriões recuperados, recuperação total e porcentagem de 

recuperação depois da exclusão do ovócito incluso no folículo da 

receptora, em cada injeção. 
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Tabela 5.2. Estágio de desenvolvimento e classificação embrionária. 
Diagnóstico de gestação com 60 dias após a transferência dos 
embriões produzidos.  
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Tabela 5.3. Média ± desvio padrão (média± DP) do diâmetro e da irrigação 

folicular no dia da transferência folicular de ovócitos imaturos 

(TIFOI) em D0 e do corpo lúteo em D7 e, recuperação total de 

estruturas e de embriões em D7, após a TIFOI com ovócitos 

frescos ou vitrificados. 
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Tabela 5.4. Avaliação do desenvolvimento embrionário, a partir de ovócitos 

frescos ou vitrificados e submetidos ao sistema in vivo ou in 

vitro, expressos em número (N), porcentagem ± desvio padrão 

(%± DP), da clivagem em D2, blastocistos total e blastocistos 

expandidos (D7). 
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Tabela 5.5. Avaliação da qualidade dos blastocistos expandidos (D7), 

produzidos a partir de ovócitos frescos ou vitrificados e 

submetidos ao sistema in vivo ou in vitro. Expressa quanto ao 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A criopreservação de ovócitos é uma técnica essencial para o 

armazenamento de gametas femininos (Kuwayama et al. 2005; Zhou et al 2010) tanto 

para a formação de bancos de germoplasma quanto para a comercialização de material 

genético. Sendo indispensável para a conservação de raças e espécies ameaçadas de 

extinção, já que para que essas possam ser regeneradas, é fundamental que sejam 

recuperáveis não somente os espermatozoides, mas também os ovócitos. Além disso, a 

criopreservação de ovócitos é importante para a saúde humana, principalmente para 

meninas e mulheres com perda prematura da função ovariana, como por exemplo, devido 

a processos malignos em que tratamentos de quimioterapia ou radioterapia são 

necessários (Boiso et al., 2002; Kim et al., 2007).  

Apesar de inúmeros estudos terem sido feitos nessa área, a taxa de 

sobrevivência de ovócitos criopreservados de animais domésticos ainda é extremamente 

baixa, indicando a necessidade de otimização dessa técnica (Vieira et al., 2002; Men et 

al., 2006; Spricigo et al., 2012). Esses resultados são, provavelmente, devido às 

características da célula, pois o ovócito de mamíferos é uma célula muito grande, que 

apresenta uma dinâmica de organelas e processos bioquímicos muito peculiares. Portanto, 

quando criopreservada sofre muitos danos morfológicos e funcionais, que ainda podem 

ser agravados, especialmente em animais doméstico, devido ao alto conteúdo lipídico no 

citoplasma (Mcevoy et al., 2000). 

 Apesar de não haver ainda um método considerado eficaz para 

criopreservação de ovócitos bovinos, a vitrificação parece ser o mais indicado para 

humanos e animais domésticos (Boldt, 2011; Saragusty et al., 2011). Essa técnica é 

baseada na alta concentração de crioprotetores, que tornam a solução viscosa, associada 
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à uma acentuada curva de resfriamento. Desta forma, o que ocorre durante o resfriamento 

é a solidificação da solução viscosa e não a formação de cristais de gelo, diminuindo as 

lesões de organelas e membranas (Vajta et al., 1998).  

 Porém, além da formação de cristais de gelo intracelulares outros fatores 

estão envolvidos no comprometimento do ovócito após a criopreservação, tais como a 

desorganização do citoesqueleto (Morato et al., 2008c), estresse oxidativo (Chankitisakul 

et al., 2013), comprometimento dos estoques de RNA (Chamayou et al., 2011), 

vacuolização do citoplasma e da cromatina (Tharasanit et al., 2006a; Spricigo et al., 2014) 

e lesões das membranas celulares (Horvath et al., 2006).  

  Ao longo das últimas décadas algumas alternativas vêm sendo estudadas e 

desenvolvidas para aumentar à resistência dos ovócitos a criopreservação. Além da 

utilização de diferentes metodologias (Vieira et al., 2002; Kuwayama et al., 2005b) pode-

se destacar o uso de agentes estabilizadores do citoesqueleto (Morato et al., 2008d), 

antioxidantes (Dalvit et al., 2005), substâncias lipolíticas (Men et al., 2006; Chankitisakul 

et al., 2013; Moawad et al., 2013) e modificadores de membrana (Horvath et al., 2006; 

Spricigo et al., 2012). Porém, apesar dos esforços empregados, os avanços obtidos com a 

criopreservação de ovócitos de animais domésticos, ainda são insuficientes e a demanda 

por mais pesquisas nesta área ainda é uma realidade.  

 

 

1.1 Objetivo Geral 

 

  Avaliar diferentes alternativas para aumentar a resistência do ovócito 

bovino à criopreservação. 

 

1.1.1 Objetivos Específicos 

a) Utilizar a beta- metil- ciclodextrina para alterar a membrana plasmática de ovócitos 

imaturos e aumentar a tolerância a criopreservação; 

b) avaliar o efeito da suplementação de agentes lipolíticos e antioxidantes aos meios de 

maturação in vitro, na resposta à vitrificação; 
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c) verificar os efeitos de diferentes sistemas de maturação na resistência do ovócito após 

a vitrificação e sobre o perfil fosfolipídico da membrana plasmática (MP) ovocitária; 

d) adaptar e otimizar um sistema de produção in vivo de embriões, para que ovócitos 

imaturos possam ser maturados, fecundados e cultivados in vivo após a vitrificação.  

 

 

1.2 Hipótese 

 

  O aumento da permeabilidade da MP, a diminuição dos lipídeos 

intracitoplasmáticos, além da utilização de sistemas in vivo de produção embrionária, 

poderiam aumentar a resistência do ovócito bovino a criopreservação.  

 

 

 

1.3 Justificativa 

 

 A criopreservação do gameta feminino é uma ferramenta fundamental para 

diversas técnicas de reprodução assistida. Entretanto, devido à complexidade e ao grande 

volume do ovócito, sua criopreservação é extremamente difícil na maioria dos mamíferos. 

Portanto, o desenvolvimento de procedimentos que diminuam ou amenizem os danos 

causados pela criopreservação, são necessários para a obtenção de melhores resultados. 

Estudos em nosso laboratório demonstraram que dentre as estruturas celulares, o 

citoplasma é mais drasticamente afetado, independente do estágio de maturação em que 

o ovócito bovino é vitrificado (Sprícigo et al., 2012). Esse resultado sugere que isso 

ocorre, provavelmente, devido ao tamanho da célula. Entretanto, Chang et al. (2013) 

relatam que a produção embrionária de ovócitos humanos vitrificados (55,1%) é 

semelhante à obtida com ovócitos frescos (53,2%). Estas observações indicam que os 

problemas decorrentes do tamanho celular podem ser superados. Comparando os ovócitos 

que são vitrificados nessas duas espécies, as diferenças mais evidentes encontradas são o 

sistema de maturação utilizado, que em humanos é o in vivo, e o conteúdo de lipídeos 
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que é substancialmente inferior em humanos. Além da maturação, a fecundação e cultivo 

in vivo dos zigotos, poderiam aumentar a viabilidade dos ovócitos imaturos após a 

vitrificação. 

 Com base nessas informações, estudos devem ser realizados na tentativa 

de verificar se alternativas como o uso de ovócitos maturados in vivo, a redução do 

conteúdo de lipídeos, alteração na composição de fosfolipídeos da membrana ou mesmo 

a utilização de um sistema in vivo, que suporte o desenvolvimento posterior do ovócito 

imaturo, poderiam melhorar a resposta de ovócitos bovinos à criopreservação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Maturação Ovocitária 

 

 A ovogênese é o processo de formação do gameta feminino e tem seu 

início ainda durante a vida fetal. As células germinativas primordiais são originadas do 

epiblasto no endoderma e, migram para as cristas genitais para colonizar as futuras 

gônadas. Após a chegada às gônadas em formação essas células param de se dividir 

mitóticamente, e iniciam a divisão meiótica. 

  Em bovinos o processo de divisão meiótica começa aos 75-80 dias de vida 

fetal, porém, o ciclo celular é interrompido na fase de prófase I no estágio de diplóteno, 

comumente chamado de vesícula germinativa (VG). Os ovócitos ficam quiescentes até a 

fase púbere, quando um pouco antes da ovulação sob o estímulo do hormônio luteinizante 

(LH) o ovócito no folículo pré-ovulatório retoma a meiose e o ciclo celular progride de 

prófase I para metáfase II. In vitro essa retomada da meiose é estimulada pela simples 

remoção do ovócito do ambiente folicular (Sirard et al., 2006). 

  O processo de retomada da meiose, in vivo é acompanhado por alterações 

nucleares e citoplasmáticas chamadas de maturação ovocitária, que compreende os 

eventos necessários para que o ovócito seja capaz de ser fecundado e de suportar a 

formação de um novo individuo (Sirard et al., 2006; Farin et al., 2007). 

  A maturação nuclear dura aproximadamente 24 horas na vaca e envolve o 

rompimento do envoltório nuclear e progressão da meiose (Luciano et al., 2009) para 

metáfase I, anáfase I e telófase I com expulsão do primeiro corpúsculo polar, e finalmente 

atingindo metáfase II (Cha et al., 1998). 
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 Já a maturação citoplasmática envolve uma série de eventos bioquímicos 

que permitem ao ovócito expressar seu potencial de desenvolvimento. Durante este 

período são observadas alterações, como a reorganização de organelas, migração de 

mitocôndrias para uma região mais central, modificações no complexo de Golgi e 

migração de grânulos corticais para região mais periférica (Humblot et al., 2005; Sirard 

et al., 2006).  

 Durante a maturação citoplasmática ocorre síntese de várias proteínas e 

uma série de mudanças e reestruturações das proteínas responsáveis pelo trânsito de 

organelas e cromossomos. Essas proteínas são a base do citoesqueleto celular, constituído 

por microtúbulos e microfilamentos, originados a partir de tubulina e actina, 

respectivamente (Boiso et al., 2002; Luciano et al., 2009). Falhas nos mecanismos 

responsáveis pela organização destas proteínas podem induzir a má formação da placa 

metafásica ou mesmo levar a falhas na fecundação (Asgari et al., 2011). Além das 

proteínas do citoesqueleto, outras como a p34cdc2, ciclina B1, MPF e MAPK são 

importantes para o processo de retomada da meiose e de aquisição de competência 

(Bilodeau-Goeseels, 2011). Ainda com relação à maturação citoplasmática, durante a fase 

de crescimento ovocitário é de extrema importância que ocorra a transcrição, 

armazenamento e até a tradução de vários grupos de mRNAs e proteínas. Esses estoques 

servirão de suporte durante a maturação e primeiras divisões mitóticas do embrião até a 

ativação de genoma embrionário (Chohan et al., 2003; Racedo et al., 2008), que no bovino 

ocorre entre oito e dezesseis células. 

 Outro evento que ocorre durante o processo de maturação, é a produção de 

ácido hialurônico pelas células do cumulus, resultando na produção de uma matriz 

gelatinosa que se deposita entre elas causando a expansão destas células (Tharasanit et 

al., 2006b; Zhou et al., 2010). A expansão das células do cumulus está também associada 

à perda da ligação metabólica existente entre elas e o ovócito. Esse processo in vivo é 

mediado por fatores de crescimento, ampiregulina e epiregulina ativados em resposta a 

ligação do hormônio luteinizante (LH) nas células da teca e nas células da granulosa. Já 

in vitro esse processo ocorre pela ligação do hormônio folículo-estimulante (FSH) a 

receptores nas células do cumulus (Bilodeau-Goeseels, 2011). 

  A retomada da meiose in vivo e a ovulação em mamíferos também são 

controladas pelo LH (Van Den Hurk et al., 2005). In vitro, a simples remoção dos 

complexos-cumulus-ovócitos (CCOs) do ambiente folicular, é capaz de desencadear a 

retomada da meiose, sugerindo que existe no ambiente folicular algum fator que mantém o 
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ovócito no estágio de vesícula germinativa. De fato, já foi demonstrado que a retenção é 

mantida pela concentração intra ovocitária de AMPc (Van Den Hurk et al., 2005). Essa 

concentração de AMPc é regulada pelo equilíbrio entre a atividade de dois tipos de enzimas 

a adenil ciclase (AC), que produzem o AMPc, e as fosfodiesterase (PDE) que o degradam. 

Durante a retomada da meiose in vivo, ou retirado do ovócito do ambiente folicular ocorre 

a perda da transferência do cGMP das células foliculares, o que ativa a fosfodiesterase 

tipo 3 que causa a degradação e diminuição dos níveis de AMPc. Essa queda no AMPc 

desfosforiliza PKA que é desativada, e com isso ocorre ativação da fosfatase CDC25b, 

desfosforilação do CDK1 e o MPF é ativado induzindo a retomada da meiose (Bilodeau-

Goeseels, 2011).  

 A retomada da meiose está relacionada com a perda da membrana nuclear, 

desintegração da vesícula germinativa, condensação da cromatina em cromossomos 

bivalentes, separação dos cromossomos homólogos e extrusão do primeiro corpúsculo 

polar (Van Den Hurk et al., 2005). A saída da fase de metáfase II ocorrerá devido ao 

aumento dos níveis de cálcio induzido pelo espermatozoide, o que causará a degradação 

da ciclina e, consequentemente inativação do MPF. Com o progresso da metáfase II 

ocorre uma nova divisão desigual do citoplasma resultando na liberação do segundo 

corpúsculo polar (Tripathi et al., 2010). 

  

2.2 Criopreservações de ovócitos 

 

  A criopreservação é o processo pelo qual células, gametas, embriões e 

tecidos são armazenados em baixas temperaturas em N2L (Nitrogênio Líquido) por um 

período de tempo indeterminado. A criopreservação, porém, é dependente do uso de 

solutos orgânicos conhecidos como crioprotetores, que são compostos responsáveis por 

substituir a água intracelular, e estabilizar as membranas, promovendo proteção às células 

(Leibo, 2008).  

  Junto à queda de temperatura, durante o processo de criopreservação, 

ocorre a organização das moléculas de água em cristais, este fenômeno é inicialmente 

observado no meio extracelular, devido a um maior volume de água. A formação destes 

cristais concentra os solutos na água não congelada, aumentando a osmolaridade do meio 

extracelular promovendo a desidratação da célula (Leibo, 2008). Porém, quanto maior a 

velocidade de resfriamento “menor” é o tempo que a água tem para migrar do meio intra 
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para o meio extracelular, fato este que culmina em uma maior formação de cristais de 

gelo intracelulares. Por outro lado, se a velocidade de congelamento for demasiadamente 

lenta, a desidratação pode ser exacerbada levando ao “efeito solução”. Nessa situação os 

componentes celulares irão precipitar em resposta a uma desidratação muito acentuada, 

comprometendo funções biológicas através da inviabilização de enzimas e proteínas. O 

ideal para processos de congelamento seria um método capaz de evitar a formação de 

cristais de gelo sem causar o efeito solução (Mazur, 1984) que permitisse a entrada dos 

crioprotetores na mesma velocidade da saída de H2O. 

 Estas injúrias decorrentes da criopreservação ocorrem em todos os tecidos 

e células, entretanto, tais lesões parecem estar potencializadas no gameta feminino. Isso 

porque o ovócito é uma célula muito volumosa, possuindo grande quantidade de água o 

que facilita a formação de cristais de gelo. Além disso, o ovócito apresenta uma dinâmica 

de organelas e processos bioquímicos muito peculiares, estando sujeito a danos 

morfológicos e funcionais (Hyttel et al., 2000). O comprometimento dos ovócitos após a 

criopreservação pode também ser atribuído às lesões na maquinaria meiótica, como 

desorganização de fusos e perda de microtúbulos, além de outras alterações 

ultraestruturais(Vieira et al., 2002; Men et al., 2005; Horvath et al., 2006; Morato et al., 

2008b; c; Anchamparuthy et al., 2009; Shirazi et al., 2012). 

  Outro fator que afeta o resultado da criopreservação de ovócitos é o estágio 

da meiose em que esses se encontram (Hochi et al., 1998; Luna et al., 2001; Boiso et al., 

2002; Men et al., 2005). A maioria dos estudos tem focado na criopreservação de ovócitos 

maturados em estágio de metáfase II (MII) (Dinnyes et al., 2000; Hyttel et al., 2000; 

Horvath et al., 2006; Asgari et al., 2011) em que os cromossomos estão ligados à 

microtúbulos do fuso meiótico, na placa metafásica. 

  O congelamento clássico é um dos métodos disponíveis para a 

criopreservação celular, porém resultados mostram não ser um método eficaz para 

ovócitos (Gualtieri et al., 2011; Saragusty et al., 2011). Isso porque associado ao 

resfriamento das soluções durante a queda de temperatura, ocorre a formação intensa de 

cristais de gelo de tamanhos e formas irregulares, que afetam as organelas e membranas, 

inviabilizando a função celular pós- descongelamento (Rall et al., 1985). 

Atualmente a técnica mais indicada para criopreservação de ovócitos é a 

vitrificação. Esse método é baseado no processo pelo qual uma solução viscosa se 

solidifica durante o resfriamento, sem a formação de cristais de gelo, mantendo desta 

forma, as células em um estágio quiescente (Vajta et al., 2006). Danos irreversíveis 
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relacionados à integridade da membrana são causados pelo resfriamento, principalmente 

durante a fase de transição lipídica. Estes danos estão diretamente relacionados à 

quantidade e ao perfil dos fosfolipídeos presentes nas membranas celulares em células de 

mamíferos. As esfingomielinas (SM) e fosfatidilcolinas (PC) são os principais 

fosfolipídeos presentes nas membranas celulares de mamíferos (Ferreira et al., 2010; 

Sudano et al., 2012). Quanto menor as cadeias carbônicas dos fosfolipídeos e maiores o 

nível de instaurações, mais fluidas são as membranas, e, por conseguinte, mais resistente 

a danos durante o resfriamento (Arav et al., 1996). 

 Uma das vantagens da vitrificação é a rápida passagem pela fase de 

transição lipídica (15 à - 5ºC) (Arav et al., 1996). Outra vantagem, é que a técnica dispensa 

a utilização de equipamento mais especializado. Porém, para que bons resultados possam 

ser observados, é necessário o emprego de meio com alta viscosidade e alta concentração 

para que o volume final possa ser reduzido ao máximo, possibilitando assim o 

armazenamento de ovócitos em N2L (Saragusty et al., 2009). 

  A vitrificação apesar de já ter sido utilizada em embriologia de mamíferos, 

desde 1985 (Rall et al., 1985), um avanço significativo só foi obtido quando se aumentou 

consideravelmente a taxa de resfriamento e aquecimento pela redução no volume da 

solução de vitrificação (Vajta et al., 1998). Para reduzir o volume, vários dispositivos 

foram desenvolvidos, dentre esses, o cryotop (Kuwayama et al., 2005) foi um avanço 

importante para a metodologia de vitrificação.  

 O cryotop é atualmente a técnica mais utilizada para a criopreservação de 

ovócitos humanos (Cobo et al., 2010; Rienzi et al., 2010; Parmegiani et al., 2011; Sole et 

al., 2013). No entanto, também tem sido utilizada para vitrificação de ovócitos de várias 

espécies de animais domésticos, a exemplo de equinos, ovinos, suínos e bovinos 

(Kuwayama et al., 2005a; Kuwayama et al., 2005b; Anchamparuthy et al., 2009; Sripunya 

et al., 2010; Garcia-Velasco et al., 2013). Porém apesar dos avanços obtidos nas últimas 

décadas, os resultados com ovócitos de bovinos ainda são insatisfatórios. 

 

2.3 Alternativas para aumentar a resistência do ovócito à vitrificação 

 

  A caracterização das alterações que ocorrem no ovócito após a vitrificação, 

tais como o estágio da meiose em que o ovócito é mais afetado e/ou quais as estruturas 

ou atividades metabólicas são mais danificadas durante o processo, é essencial para que 
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se possam propor alternativas que melhorem os resultados. A manipulação do sistema de 

maturação para obter ovócitos de melhor qualidade, mudanças nas condições de cultivo 

para reduzir o acúmulo de lipídeos, a utilização de antioxidantes (Giaretta et al., 2015)e 

agentes estabilizadores de microtúbulos (Morato et al., 2008a) e a exposição à pressão 

hidrostática sub letal (Siqueira Filho et al., 2011), com o intuito de ativar vias de proteção 

celular tem sido algumas das metodologias empregadas para tentar aumentar a resistência 

do ovócito à criopreservação.  

 

2.3.1 Sistema de maturação, fecundação e cultivo 

 A maturação in vitro (MIV) busca cultivar os ovócitos em um sistema que 

proporcione a maturação citoplasmática e nuclear, mimetizando o que ocorreria in vivo, 

para torná-los aptos a serem fecundados e a sustentarem o desenvolvimento embrionário. 

No entanto, com a população heterogênea de folículo, as condições físicas e os meios 

utilizados na MIV, não é possível reproduzir as condições fisiológicas oferecidas durante 

a maturação in vivo. Isso é observado pela menor taxa de produção de embriões de 

ovócitos maturados in vitro em relação aos maturados in vivo (Rizos et al., 2001; Rizos 

et al., 2002; Watson, 2007). 

  Durante a maturação ocorrem modificações e reorganização de organelas, 

além do avanço da meiose para o estágio de metáfase II, sendo que esses eventos podem 

ser influenciados pelo sistema e pelas condições de cultivo dos CCOs (Warzych et al., 

2007). As condições de cultivo comumente utilizadas para a maturação in vitro envolvem 

o uso de soro fetal bovino (SFB) e alta tensão de oxigênio. Entretanto, está bem 

estabelecido que o SFB possui compostos indefinidos e quando aliado a altas tensões de 

O2 durante o cultivo embrionário, pode diminuir a resistência à criopreservação, além de 

alterar a abundância relativa de transcritos (Rizos et al., 2002).  

  A origem do ovócito, mais especificamente, o ambiente em que o 

crescimento e a maturação ocorrem (Lonergan et al., 1994; Austin et al., 1999) tem sido 

apontada como o fator mais importante para determinar a competência do ovócito, que se 

manifesta por sua capacidade de suportar o desenvolvimento embrionário e uma gestação 

saudável. Um reflexo dessas diferenças é a taxa de blastocisto de ovócitos maturados in 

vitro que raramente ultrapassa os 40 a 50% enquanto a taxa de ovócitos maturados in vivo 

pode chegar a 70% (Van De Leemput et al., 1999). Não somente o desenvolvimento, mas 
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também, a qualidade dos embriões é descrita como inferior, a partir de ovócitos maturados 

in vitro (Lonergan et al., 2008). Essas diferenças são também confirmadas por estudos de 

caracterização do perfil molecular que mostram variações na expressão gênica em 

diversas vias entre ovócitos maturados in vivo e in vitro em bovinos (Katz-Jaffe et al., 

2009; Mamo et al., 2011), humanos (Jones et al., 2008), e macacos (Lee et al., 2008). 

 Em humanos tem sido relatado que a produção de blastocistos a partir de 

ovócitos maturados in vivo e vitrificados alcança taxas de 30% (Mamo et al., 2011; Chang 

et al., 2013). Esses mesmos autores descreveram que para cada nascimento em humanos 

são necessários 17 ovócitos vitrificados. Enquanto que em bovinos, considerando a 

eficiência atual da vitrificação de ovócitos maturados in vitro (Zhou et al., 2010), além 

do sistema de PIVE, seriam necessários, aproximadamente, 100 ovócitos vitrificados, 

para cada nascimento, números que refletem um sistema extremamente ineficiente. Uma 

das diferenças entre os ovócitos dessas duas espécies é que em humanos apenas ovócitos 

maturados in vivo são utilizados para a criopreservação, o que sugere que o tipo de 

maturação/qualidade do ovócito pode ser um dos fatores responsáveis pelo melhor 

resultado obtido nessa espécie. Portanto, o uso de ovócitos maturados in vivo é uma 

alternativa que deveria ser testada em ovócitos bovinos, sendo para isso fundamental que 

se estabeleça nessa espécie um sistema que permita aspirar os folículos ovarianos um 

pouco antes da ovulação.  

  Outra opção para fornecer condições in vivo, para ovócitos imaturos 

depois da criopreservação, seria colocar os ovócitos aspirados, após a vitrificação e 

aquecimento, de volta no o trato reprodutivo feminino, pela transferência intrafolicular 

de ovócitos imaturos (TIFOI), proposto pela primeira vez para (Fleming A.D., 1985). 

Esta técnica consiste na injeção de ovócitos imaturos em folículos pré-ovulatórios, os 

ovócitos assim podem ser maturados, fecundados, e cultivados no trato reprodutivo da 

fêmea até à fase de blastocisto, quando os embriões em D7 são recuperados por lavagem 

uterina. Hinrichs & DiGiorgio  foram os primeiros a executar a injeção de ovócitos com 

um cateter usando a perfuração da parede do folículo (Hinrichs et al., 1991). Apesar de 

ser uma técnica desenvolvida no século passado, apenas recentemente, o primeiro 

blastocisto, prenhez e nascidos vivos saudáveis foram relatados em bovinos, após a 

injeção de ovócitos maturados in vitro no folículo pré-ovulatório de uma receptora 

sincronizada (Kassens et al., 2015). Até o momento, não há relato de blastocisto bovino 

recuperados por lavado uterino no D7, após injeção intrafolicular, tampouco oriundos de 

transferência de ovócitos imaturos (TIFOI) ou vitrificados. 
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2.3.2 Antioxidantes 

 Durante a criopreservação, ovócitos estão susceptíveis a danos osmóticos, 

tóxicos e físicos. A peroxidação lipídica, um tipo de dano tóxico, é caracterizada por uma 

cascata de eventos que leva a deterioração oxidativa de lipídeos poli-insaturados, 

presentes na membrana celular e ao acúmulo de produtos citotóxicos, resultando em 

alterações de membranas celulares (Hershko, 1989).  

 Fisiologicamente células de eucariontes lançam mão de moléculas 

antioxidantes, enzimáticas ou não para combater a formação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Antioxidantes enzimáticos tais como superóxido dismutase (SOD), 

catalases (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) evitam o acúmulo de ânions radical 

superóxido e de peróxido de hidrogênio. 

 A proteção não enzimática é feita por pequenas moléculas, dentre as quais 

se destacam as vitaminas E (α-tocoferol) e C (ácido L-ascórbico) e a própria glutationa 

(GSH) (Rover et al., 2001). Os antioxidantes podem também ser classificados em 

hidrofílicos ou hidrofóbicos, de acordo com a sua solubilidade na água. De uma maneira 

geral, os antioxidantes solúveis em água reagem com oxidantes no citoplasma, enquanto 

antioxidantes solúveis em lipídeos atuam protegendo as membranas da peroxidação 

lipídica (Sies, 1999).  

 Alguns antioxidantes já foram adicionados aos meios de cultivo e/ou de 

criopreservação de ovócitos e embriões, no intuito de diminuir a produção de radicais 

livres. Entre os compostos utilizados podemos citar o α-tocoferol, ou vitamina E. Este 

composto é uma substância lipossolúvel, conhecida como inibidora da peroxidação 

lipídica predominante na membrana plasmática, quantidades significativas desta vitamina 

estão presentes no ovário e no fluido folicular (Breininger et al., 2005). 

 Além da vitamina E, seu análogo sintético, o trolox (Feugang et al., 2004) 

outros antioxidantes como a catalase (Michael et al., 2007; Paudel et al., 2010), e o β-

mercaptoetanol (βME) (Hosseini et al., 2009) já foram adicionados aos meios de cultivo 

para diminuir os radicais livres e aumentar a resistência de tecidos e células à 

criopreservação.  

 Entre os compostos mais utilizados o βME, um tiol de baixo peso 

molecular, têm sido frequentemente empregado por aumentar a capacidade antioxidante 
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dos embriões, através da redução dos níveis intracelulares de EROs. Após a 

criopreservação, com a utilização do βME os embriões se mostraram menos susceptíveis 

aos efeitos deletérios dos EROs (Lane et al., 2002; Martinez et al., 2002). 

 Outro potente agente oxidante é o Resveratrol (R; 3,4 ', 5-

triidroxiestilbeno), uma molécula polifenólica natural, encontrada em várias plantas e 

alimentos (Baur et al., 2006). Vários estudos têm sido realizados para identificar as 

funções biológicas e atividades do resveratrol para a reprodução de mamíferos (Kwak et 

al., 2012; Huang et al., 2013). A suplementação dos meios de MIV com resveratrol 

melhorou os resultados de fecundação, além da capacidade de desenvolvimento 

embrionário em bovinos (Sugiyama et al., 2015) e suínos (Itami et al., 2015), mais 

provavelmente por causa da  “up regulation” na biossíntese mitocondrial. Também, 

provocou o aumento os níveis de GSH em ovócitos suínos (Kwak et al., 2012) e bovinos 

(Wang et al., 2014), concomitantemente com a diminuição de ROS, sem comprometer o 

desenvolvimento embrionário (Salzano et al., 2014). Além disso em suínos, quando os 

meios de vitrificação foram suplementados com resveratrol, os níveis apoptóticos 

diminuíram (Giaretta et al., 2013). 

 Embora alguns compostos tenham proporcionado certo grau de sucesso na 

diminuição da produção e acúmulo de radicais livres, ainda são necessárias pesquisas para 

identificar e quantificar as concentrações de antioxidantes, além das associações que 

podem ser utilizadas em meios de cultivo e de criopreservação, para que melhores 

resultados sejam obtidos. 

 

2.3.3 Delipidação e alterações da membrana plasmática 

 Na tentativa de diminuir os ácidos graxos algumas metodologias como a 

redução mecânica (Ogawa et al., 2010) e química dos lipídeos (Men et al., 2006) já foram 

utilizadas em ovócitos de mamíferos. 

 A técnica de delipidação mecânica foi empregada para ovócitos suínos, 

espécie que notadamente apresenta uma maior quantidade de lipídeos (Mcevoy et al., 

2000). Para a remoção mecânica, os ovócitos são centrifugados fazendo com que as 

gotículas de lipídeos se polarizem em uma extremidade do citoplasma (Otoi et al., 1997). 

Através da centrifugação, também é possível a completa remoção das gotículas do 

citoplasma para o espaço perivitelíneo (Hara et al., 2005). Após a polarização ou extrusão 
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das gotículas do citoplasma, é possível remove-las com o auxílio do micro manipulador. 

Já a delipidação química pode ser feito pela exposição das células à substâncias 

delipidantes.  

 Atualmente o uso de compostos químicos com o etosulfato de fenazina 

(PES), Forskolin (7β-acetoxy-8,13-expoxy-1α,6,9α-trihydroxy-Labd-14-en-11-one, 

C22H34O7) e L-Carnitina (L-3-Hidróxi- 4- trimetilamonio- butanoato) têm sido descritos 

como agentes que afetam o metabolismo dos lipídeos e que podem ser utilizados para a 

delipidação química. 

 O PES é um composto que oxida NADPH em NADP+, desta forma, esta 

coenzima fica indisponível para a síntese de vários ácidos graxos (Barcelo-Fimbres et al., 

2007). Já foi demonstrado que a adição desta molécula, em diferentes fases do cultivo 

embrionários, antes da vitrificação foi capaz de diminuir as concentrações de lipídeos e a 

apoptose celular, além de aumentar a taxas de reexpansão da blastocele, após o 

aquecimentode blastocistos bovinos (Sudano et al., 2011). 

 O forskolin aumenta os níveis de adenosina monofostada (AMPc), através 

da ativação da via da adenil ciclase. Este aumento de AMPc mantém fosforilada a proteína 

quinase A (PKA) e os resíduos de serina, com destaque para o hormônio sensível a lipase 

(HSL). Por sua vez, o HSL no citoplasma entra em contato com as gotas lipídicas e inicia 

a lipólise dos triglicerídeos (Lafontan et al., 1993).  

  Outra substância capaz de reduzir a quantidade de lipídeos é a L-Carnitina, 

a qual desempenha um papel importante no metabolismo dos triglicerídeos, armazenados 

no ovócito na forma de gotas lipídicas. A L-carnitina é um agente transportador de TG 

do citoplasma para as mitocôndrias. Nas mitocôndrias, através da β-oxidação os TG são 

metabolizados resultando na adenosina trifosfato (ATP), essencial para a síntese de 

proteínas, maturação nuclear e citoplasmática (Vanella et al., 2000; Yazaki et al., 2013). 

Além do metabolismo de ácidos graxos serem mais eficiente na produção de ATP do que 

vias que utilizam a glicose, ovócitos e embriões nos primeiros estágios do 

desenvolvimento têm pouca capacidade de usar a via glicolítica (Saito et al., 1994; 

Dunning et al., 2012).  

Recentemente foi demonstrado que o acréscimo de 0,6 mg/ml de L-

carnitina ao meio de maturação de ovócitos suínos e bovinos foi capaz de diminuir o 

acúmulo de TG e alterar a distribuição das gotas lipídicas (Somfai et al., 2011; 

Chankitisakul et al., 2013). No mesmo trabalho, Chankitisakul et al. (2013) observaram 

menores taxas de ovócitos degenerados e maiores taxas de clivagem em D2 e blastocisto 
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em D7,a partir de ovócitos bovino MII vitrificados, após 24 horas de MIV, na presença 

de L-carnitina. 

Além da diminuição de lipídeos citoplasmáticos, a alteração dos lipídeos 

de membrana também pode ser uma alternativa para aumentar a fluidez das mesmas, 

facilitando a entrada e saída de crioprotetores, diminuindo a sensibilidade à 

criopreservação (Arav et al., 2000). A metil β ciclodextrina (MβCD), molécula que tem 

a capacidade de carrear o colesterol através das membranas já foi utilizada para melhorar 

a resposta à criopreservação em espermatozoides (Purdy et al., 2004) e ovócitos (Horvath 

et al., 2006).   
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1 RESUMO 

 

  O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da Beta-Metil -

ciclodextrina (βMCD), um carreador de colesterol, para alterar a membrana plasmática de 

ovócitos imaturos e aumentar a tolerância a criopreservação. O primeiro e segundo 

experimentos foram realizados para investigar se βMCD poderia melhorar a maturação 

nuclear e citoplasmática de ovócitos após a exposição ao estresse pelo frio, durante 10 ou 30 

minutos. Nenhuma diferença (P>0,05) foi observada na taxa de metáfase II (MII) de ovócitos 

expostos a βMCD e ao frio. Porém, estes ovócitos apresentaram taxas de maturação mais 

baixas do que os ovócitos dos grupos controles. No segundo experimento, uma menor 

porcentagem de ovócito apresentou cromatina degenerada (P <0,05) após a exposição à 2 

mg/mL de βMCD, comparado com o grupo exposto à 0 mg/mL. Entretanto, o tratamento não 

afetou (P<0,05), a maturação citoplasmática. Os grupos expostos ao estresse pelo frio 

demonstraram uma menor (P<0,05) capacidade de desenvolvimento embrionário, comparados 

aos grupos controle. No terceiro experimento ovócitos imaturos foram expostos à βMCD e, 

em seguida, vitrificados (cryotop). Após o aquecimento foi observado que a capacidade de 

atingir MII e o índice de degeneração da cromatina foram alterados (P <0,05) pelo βMCD. A 

taxa de blastocistos no D7 foi maior (P<0,05) no grupo exposto à 2 mg/mL de βMCD, 

entretanto essa diferença não se repetiu no D8 (P>0,05). A degeneração da cromatina foi 

maior nos grupos vitrificados. Conclui-se que a não melhorou a maturação nuclear, reduzindo 

a degeneração dos ovócitos após o estresse pelo frio ou pela vitrificação; no entanto, mais 

estudos são necessários para esclarecer a utilidade do βMCD na criopreservação de ovócitos 

bovinos imaturos. 

 

Palavras chaves: Imaturo, bovino, ovócito, vitrificação, cryotop, beta-metil -ciclodextrina. 
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2 ABSTRACT 

 
The present study aimed to evaluate the effect of methyl-β-cyclodextrin (MβCD) as a 

cholesterol loader to change oocyte plasma membrane and increase its tolerance toward 

cryopreservation. The first and second experiments were conducted to investigate if MβCD 

could improve nuclear and cytoplasmic maturation after oocyte exposure to cold stress for 10 

or 30 min, respectively. No differences (P > 0.05) in either experiment in the metaphase II 

(MII) rate of oocytes exposed to MβCD and cold stress; but these oocytes presented lower 

maturation rates than control groups. In the second experiment, a lower percentage of oocytes 

showed degenerated chromatin (P < 0.05) after exposure to 2 mg/mL of MβCD compared to 

the group exposed to 0 mg/mL. However, no differences among treatments were observed in 

cytoplasmic maturation. Groups exposed to cold stress demonstrated a lower (P < 0.05) 

capacity for embryonic development compared to the control groups. In the third experiment, 

immature oocytes were exposed to MβCD and then, vitrified (cryotop). After warming, we 

observed that the ability to reach MII and chromatin degeneration were altered (P < 0.05) by 

MβCD. The blastocysts rate (P < 0.05) on D7 was higher in the 2 mg/mL MβCD group, but 

an identical finding was not observed on D8 (P > 0.05). Chromatin degeneration was higher 

in the vitrification groups. We conclude that MβCD improved nuclear maturation by reducing 

oocyte degeneration after cold stress or vitrification; however, more studies are required to 

clarify the usefulness of MβCD use in oocyte cryopreservation. 

 

Key words: Immature, bovine, oocyte, vitrification, cryotop, methyl-beta-cyclodextrin. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

  A capacidade de preservar o gameta feminino é um procedimento importante 

para as técnicas de reprodução assistida (ARTs), uma vez que aumenta a disponibilidade de 

ovócitos para utilização em tais técnicas. A criopreservação do ovócito permite não só a 

conservação dos recursos genéticos de animais domésticos e selvagens, mas também a 

preservação de gametas de mulheres com perda prematura da função ovariana. No entanto, 

devido ao seu grande tamanho e alta sensibilidade ao frio, a criopreservação de ovócitos ainda 

é insuficiente na maioria dos mamíferos. 

  Inicialmente, a metodologia usada para a criopreservação de ovócitos de 

mamíferos era a congelação lenta, que inclui baixa taxa de resfriamento e baixas 

concentrações de crioprotetores. Entretanto a vitrificação, que utiliza altas taxa de 

resfriamento e elevada concentração de agentes crioprotetores para prevenir a formação de 

cristais de gelo, vem substituindo a congelação lenta. Este método tem sido utilizado em 

várias espécies de animais domésticos, como em ovinos (Ebrahimi, Valojerdi, Eftekhari-

Yazdi, Baharvand, et al., 2010), equinos (Tharasanit et al., 2006), felinos (Luciano et al., 

2009) e bovinos (Morato et al., 2008b). No entanto, no geral o sucesso da criopreservação de 

ovócitos avaliado pelo desenvolvimento até o estágio de blastocisto, ainda é baixo. 

  Várias tentativas têm sido feitas para melhorar a eficiência da vitrificação de 

ovócitos. Considerando esses aspectos, diferentes métodos têm sido propostos para aumentar 

a taxa de resfriamento e reduzir o volume da solução de vitrificação. O método de volume 

mínimo (DMS) foi desenvolvido por Arav et al. (1993), e, posteriormente  muitos  

dispositivos foram desenvolvidos tais como o Open Pulled Straw (OPS) (Vajta et al., 1998), 

cryoloop (Lane et al., 1999), hemi-straw (Vanderzwalmen et al., 2003) e cryotop (Kuwayama 

et al., 2005). Entre esses métodos, o cryotop utiliza um volume muito reduzido de solução de 

vitrificação, e é considerado o mais prático e eficiente para criopreservação de ovócitos 
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bovinos. Mesmo com todas as vantagens que o cryotop apresenta em relação aos outros 

métodos, os resultados obtidos com a vitrificação de ovócitos bovinos ainda continuam 

insatisfatórios (Diez et al., 2005; Morato et al., 2008b; a; Zhou et al., 2010). 

  O dano celular que ocorre durante a criopreservação é causado por vários 

fatores, tais como estresse osmótico, toxicidade dos crioprotetores, formação de cristais de 

gelo com consequente danos às organelas celulares (Saragusty et al., 2009). Injúrias pelo 

resfriamento induzem a desestabilização de membranas celulares durante a fase de transição 

entre o estado fluído e o estado de gel, sendo um dos principais obstáculos para o sucesso da 

criopreservação de ovócitos (Quinn et al., 1966; Arav et al., 1996).  

  Danos irreversíveis para a integridade da membrana causada pelo frio durante 

essa fase de transição estão diretamente relacionados à quantidade de lipídios presentes na 

membrana (Arav et al., 1996). O colesterol é um importante componente lipídico estrutural da 

membrana e regula a sua função. Portanto, a proporção de colesterol: fosfolípideo é um fator  

determinante para a fluidez da membrana plasmática e para a sua estabilidade durante a 

criopreservação (Horvath et al., 2006). Membranas com elevadas concentrações de colesterol 

são mais fluídicas à  temperaturas baixas e, por conseguinte mais resistente a danos durante o 

resfriamento (Zeron et al., 2001; Zeron et al., 2002). Para aumentar a fluidez e a 

permeabilidade da membrana em temperaturas baixas, o colesterol pode ser adicionado à 

membrana plasmática, proporcionando assim um método alternativo para aumentar a 

tolerância do ovócito a criopreservação. 

  As ciclodextrinas podem atuar como moléculas carreadoras para que o 

colesterol seja incorporado à membrana plasmática (Purdy et al., 2004; Horvath et al., 2006; 

Amorim et al., 2009). As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos solúveis em água 

constituídos por unidades de glicose (AD-glucopiranósido) unidos por ligações tipo α-1,4, que 

contêm um centro hidrofóbico capaz de integrar lipídios.  

  Devido à sua estrutura, as ciclodextrina livres podem seletivamente retirar o 

colesterol  de membranas intactas ou isoladas de várias células, incluindo os espermatozoides 

e ovócitos (Nagao et al., 2010). Enquanto que as ciclodextrinas pré-carregado com colesterol 

podem depositá-lo na membrana plasmática. Portanto, podem ser usadas antes da 

criopreservação na tentativa de alterar a composição da membrana e minimizar os danos 

causados pela criopreservação. 

  A β-metil-ciclodextrina (βMCD) é um membro da família da ciclodextrina, 

porém mais potente no que diz respeito à sua afinidade para a ligação ao colesterol. Além 

disso, já foi demonstrado que o colesterol melhorou a viabilidade espermática após a 
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criopreservação em bovinos (Purdy et al., 2004; Ebrahimi, Valojerdi, Eftekhari-Yazdi, 

Baharvand, et al., 2010) e equinos (Moore et al., 2005; Nagao et al., 2010). Em estudo com 

bovinos, foi demostrado que o colesterol transportado por ciclodextrina entrou nas células do 

cumulus, e melhorou a sobrevivência dos ovócitos maturados após vitrificação (Horvath et al., 

2006). Entretanto, não existem mais estudos que investigaram essa abordagem simples para 

reduzir a sensibilidade do ovócito ao frio. 

  No presente estudo a MβCD foi utilizada na tentativa de que a mesmo retirasse 

o colesterol de soro fetal bovino (SFB) e o depositasse na membrana plasmática do ovócito 

imaturo. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da exposição a MβCD nas 

taxas de maturação in vitro e capacidade de desenvolvimento embrionário, de ovócitos 

bovinos imaturos, submetidos ao estresse pelo frio ou vitrificação.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 Os experimentos foram realizados nos laboratórios de reprodução animal 

(LRA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília-DF e no Campo 

Experimental Sucupira (CES), Riacho Fundo I-DF. 

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As hastes para o cryotop foram adquiridos junto à Ingámed 

(Maringá, PR, Brasil). 

 

4.1 Obtenção dos Ovócitos e preparação da solução de MβCD 

 

   Os ovários de fêmeas mestiças (Bos indicus x Bos taurus) foram coletados 

imediatamente após o abate e transportadas para o laboratório em solução salina (NaCl a 

0,9%) suplementado com penicilina G (100 UI / ml) e sulfato de estreptomicina (100 g / ml) a 

35ºC. Complexos cumulus ovócitos (CCOs) foram aspirados de folículos de 3 a 8 mm de 

diâmetro, com uma seringa 10 ml e agulha 40 X 12 (18 G), o liquido folicular era depositado 

em tubos de 15 ml (TPP®, Trasadingen, Suíça), após dez minutos de repouso o pellet era 

retirado e transferido para uma placa de petri de 100 mm (TPP®) contendo PBS (Nutricell® , 

Campinas – SP, Brasil) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco BRL, 

Burlington, ON, Canada) e antibióticos (penicilina e estreptomicina). Somente CCOs com 

citoplasma homogêneo e com pelo menos três camadas de células de cumulus foram usados 

nos experimentos. A βMCD foi preparada em tubo de vidro em solução de estoque (SS). Uma 

grama de βMCD foi dissolvida em 2 mL de metanol e armazenado (Horvath et al., 2006). 

Para carregar o colesterol proveniente do FCS, a SS foi diluída a diferentes concentrações (1, 

2 ou 3 mg) de MβCD em 1 mL de HEPES-tamponada com TCM-199 (Gibco BRL, 
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Burlington, ON, Canada) suplementado com FCS a 20%. A solução foi incubada durante a 

noite a 38,5 C. 

 

4.2 Vitrificação e aquecimento 

 

   Para a vitrificação foram utilizadas as soluções e o protocolo de acordo com a 

metodologia do cryotop desenvolvido por Kuwayama et al.(2005), porém as hastes e o 

equipamento utilizado, foram adquiridos da Ingá-med® (Maringá-PR, Brasil). A solução de 

manutenção (SM), composta de TCM-199 Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) 

suplementada com 20% de SFB foi usada para manutenção dos ovócitos durante a vitrificação 

e desvitrificação. Todas as manipulações foram realizadas sobre placa aquecedora na 

temperatura de 39ºC, em sala aquecida (25- 27ºC). Todos os meios utilizados estavam 

aquecidos a temperatura ambiente, com exceção da solução de desvitrificação 1 (DV1) 

aquecida a 37ºC.  

   Para vitrificação os CCOs em grupos de 3 a 5 foram submetidos a 3 banhos 

sequenciais na solução de equilíbrio (SV1), constituída de SM acrescido de 7,5% etileno 

glicol e 7,5% de DMSO, permanecendo em cada gota (banho) por 3 minutos. O tempo total 

de exposição à SV1 ficou entre 9 e 15 minutos. Após o equilíbrio os ovócitos eram 

transferidos para a solução de vitrificação (SV2), composta por SM suplementado com 15% 

etileno glicol, 15% DMSO e 0,5 M de sacarose, nesta solução os ovócitos passaram por 4 

banhos sequenciais, totalizando 45 - 60 segundos. 

   Os ovócitos foram então colocados nas hastes de vitrificação com auxílio de 

micro pipeta de vidro com diâmetro aproximado de 150 µm, Imediatamente após a deposição 

dos ovócitos nas hastes, o excesso de solução era retirado deixando somente uma fina camada 

(aproximadamente 0,1µL) sobre os ovócitos. Posteriormente a haste era submergida 

verticalmente no nitrogênio líquido (N2L). 

   Para o aquecimento, a haste era retirada do N2L com o auxílio de uma pinça e a 

extremidade contendo os CCOs era imersa na solução de auqcimento 1 (DV1), composta por 

SM mais 1 M de sacarose. Os CCOs permaneciam na DV1 por 1 minuto, e posteriormente 

eram transferidos para uma solução menos concentrada (DV 2) composta por SM acrescido 

de 0,5 M de sacarose, durante 3 minutos. Finalmente os CCOs eram submetidos a duas 

lavagens em gotas de SM, permanecendo 5 minutos em cada gota. 
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4.3 Maturação in vitro  

 

   Após o aquecimento, os CCOs foram lavados e transferidos (grupos de 25-30) 

para uma gota de 200 µl de meio de maturação sob óleo mineral e incubados durante 24 horas 

à 39 ºC, em 5% de CO2 em ar. O meio de maturação foi o TCM-199 suplementado com 10% 

FCS (v/v), 10 mg/ml de FSH e antibióticos (100 IU / mL de penicilina e 50 mg / mL de 

estreptomicina 

 

4.4 Avaliação da maturação nuclear  

 

   Para a avaliação da maturação nuclear, CCOs de todos os tratamentos ao 

término das 24 horas de maturação foram expostos a 0,3% de hialuronidase durante 5 

minutos. Em seguida as células do cumulus foram removidas por sucessivas pipetagens. Os 

ovócitos desnudos foram fixados em uma solução (3:1) de álcool etílico e ácido acético, onde 

permaneceram por um mínimo de 48 horas. No dia da avaliação os ovócitos foram colocados 

sobre lâmina e cobertos com lamínula, corados com corante lacmóide em solução de ácido 

acético glacial a 45%.  

   A avaliação morfológica dos ovócitos corados foi realizada em microscópio de 

contraste de fase (Nikon Eclipse E200, 1,000X). Os ovócitos foram classificados em: (a) 

maturados, aqueles que apresentam o estágio de metáfase II com cromossomos alinhados na 

placa metafásica, (b) imaturos, aqueles que não atingiram o estágio de MII, (c) anormais, 

aqueles com aberrações cromossômicas tais como ploidia, fusos multidirecionais, disco 

metafásico anormal ou dispersão cromossômica e (d) degenerados, aqueles que apresentavam 

cromatina não identificável (Figura 2.1). 

 

4.5 Seleção Espermática e Fecundação In Vitro 

 

  Após a maturação, CCOs (grupos de 25-30) foram transferidos para uma gota 

de 200 µl de meio de fecundação. Para a fecundação, foi utilizado sêmen congelado de um 

touro Nelore previamente testado, em laboratório. Espermatozoides móveis foram obtidos 

pelo método de Percoll (Machado et al., 2009) e foram adicionados às gotas contendo CCOs a 
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uma concentração final de 1x106 espermatozoides/mL. O meio de fecundação foi o TALP 

suplementado com penicilamina (2 mM), hipotaurina (1 mM), epinefrina (250 mM) e 

heparina (10 mg/mL). Os espermatozoides e ovócitos foram co-incubadas durante 18 h à 39 

ºC com 5% de CO2 em ar, e o dia da inseminação in vitro foi considerado como o dia 0. 

Dezoito horas após a inseminação (pi), zigotos foram lavados, transferidos para gotas de 200 

µl gotas de fluido sintético do oviduto suplementado com aminoácidos, citrato e inositol 

[SOFaaci; (Holm et al., 1999)], e 5% SFB. Foram então incubados à 39 °C com 5% de CO2 

em ar e avaliados no dia 2 (pi) para a clivagem e nos dias 6, 7 e 8 (pi) para as taxas de 

blastocisto. 

 

 
Figura 2.1. Ovócito em VG (A); Ovócito MII (B); Ovócitos com cromatina anormal (C); Ovócitos com 

cromatina degenerada (D). As setas indicam a cromatina em cada imagem. 
 

 

4.6 Avaliação das Taxas de Fecundação  

 

   Para a avaliação das taxas de fecundação 18 h após i início da FIV, os 

prováveis zigotos foram fixados em solução (3:1) de álcool etílico e ácido acético, por pelo 

menos 48 horas. 

   No dia da avaliação os ovócitos foram colocados sobre lâmina, cobertos com 

lamínula e corados com lacmóide (solução de 1% em ácido acético glacial a 45%).  A análise 

foi realizada em microscopia de contraste de fase (Nikon Eclipse E200, 1.000X). 
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As estruturam foram classificadas nas seguintes categorias: a) não fecundados, 

ovócitos que apresentavam somente a presença da cromatina feminina; b) fecundados aqueles 

que apresentavam espermatozoide com cabeça integra ou descondensada, pró-núcleos 

feminino e masculino, polispermia ou clivagem e, c) degenerados, aqueles com cromatina não 

identificável. 

 

 

4.7 Delineamento experimental  

 

4.7.1. Efeito de diferentes concentrações βMCD sobre a maturação in vitro e 

desenvolvimento de ovócitos de bovinos submetidos ao estresse pelo frio durante 10 minutos.  

Neste experimento, um total de 1452 CCOs foram distribuídos em seis 

tratamentos, como segue: Controle: Os CCOs não tratados; 0 βMCD: CCOs foram incubadas 

durante 1 h sem βMCD e expostas à 4 °C durante 10 min; 1 βMCD: CCOs foram incubadas 

durante 1 h na presença de 1 mg/mL de βMCD e expostas a 4 °C durante 10 min; 2 βMCD: 

CCOs foram incubadas durante 1 hora na presença de 2 mg / mL de βMCD e expostas à 4 °C 

durante 10 min; (T5) 3 βMCD: CCOs foram incubadas durante 1 hora na presença de 3 mg / 

mL de βMCD e expostas a 4 ° C durante 10 min; controle bancada: CCOs permaneceram à 

temperatura ambiente durante o mesmo tempo que os grupos tratados. Ao final, ovócitos de 

todos os tratamentos foram transferidos para meio de maturação. 

 Após a maturação, os ovócitos foram fixados para avaliação da maturação 

nuclear ou fecundados e cultivados in vitro até à fase de blastocisto. Para todos os tratamentos 

embriões foram avaliados em D2, D6, D7 e D8 (pi) para determinar as taxas de clivagem e de 

blastocistos. 

 

4.7.2. Efeito de βMCD sobre a resposta de ovócitos bovinos imaturos à exposição ao frio por 

períodos mais longos de tempo 

 No experimento 1 foi observado que não haviam diferenças entre os grupos 

tratados com as várias concentrações de βMCD. Assim, foi decidido expor os ovócitos a 2 

mg/mL de βMCD. Um total de 966 CCOs foram distribuídos em três tratamentos: Controle: 

após a seleção, CCOs foram imediatamente lavadas; 0 βMCD: CCOs foram incubadas 
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durante 1 h sem βMCD e expostas a 4 °C durante 30 min; 2 βMCD: CCOs foram incubadas 

durante 1 hora na presença de 2 mg/mL de βMCD e expostas a 4 °C durante 30 min. Após 

todos os tratamentos, os ovócitos foram transferidos para meio de maturação. 

 Após a maturação, os ovócitos foram fixados para avaliação da maturação 

nuclear ou fecundados e cultivados in vitro até à fase de blastocisto. Para todos os 

tratamentos, os embriões foram avaliados no D2, D6, D7 e D8 (pi) para determinar as taxas de 

clivagem e de blastocistos. 

  

4.7.3. Capacidade de fecundação e de desenvolvimento embrionário de ovócitos bovinos 

imaturos expostos ao βMCD antes da vitrificação e desvitrificação.  

 Para avaliar o efeito da exposição βMCD antes da vitrificação em ovócitos de 

bovinos, CCOs foram distribuídos em quatro tratamentos:  grupo de controle: após a seleção, 

CCOs foram imediatamente lavadas; vitrificados expostos a βMCD: CCOs foram incubadas 

durante 1 hora na presença de 2 mg / mL de βMCD, vitrificados e aquecidos; vitrificados não 

expostos à βMCD: CCOs foram incubadas durante 1 h sem βMCD, vitrificados e aquecidos; 

controle bancada: CCOs permaneceram à temperatura ambiente durante o período de 

incubação dos grupos 1 e 2. Após, todos os tratamentos, os ovócitos foram transferidos para 

meio de maturação. Após a maturação, os ovócitos foram fixados para avaliação da maturação 

nuclear ou fecundados e cultivados in vitro até a fase de blastocisto.  

Para todos os tratamentos, os embriões foram avaliados no D2, D6, D7 e D8 (pi) para 

determinar as taxas de clivagem e de blastocistos. Para avaliar fertilização, um grupo de 

ovócitos foi removido do meio de cultivo em 18 h (pi), fixados, corados e examinadas em 

microscopia de contraste de fase (Figura 2.2). 

4.8 Análise Estatística 

 

  Para análise dos dados de taxa de maturação, fecundação e desenvolvimento 

embrionário foi utilizado o teste do Qui-quadrado (P>0,05). 
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Figura 2.2. Ovócitos fecundados: fecundação normal, presença de dois pró-núcleos (A); fecundação 

polispérmica, presença de três pró-núcleos e de uma cabeça de espermatozoide solta (B). Setas e asterisco 
indicam os pró-núcleos e a cabeça do espermatozoide, respectivamente. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Resultados 

 

5.1.1 Experimento 1 - Efeito de diferentes concentrações βMCD sobre a maturação in vitro e 

desenvolvimento de ovócitos de bovinos submetidos ao estresse pelo frio durante 10 minutos. 

   de acordo com a Tabela 2.1, as taxas de maturação nuclear de ovócitos bovinos 

imaturos expostos a diferentes concentrações de βMCD e submetidos ao estresse pelo frio, 

durante 10 minutos. Um percentual menor (P<0,05) de ovócitos expostos ao frio atingiu MII 

após 24 h de maturação, comparada ao grupo controle e controle de bancada. Os ovócitos que 

permaneceram na bancada, enquanto os outros grupos foram submetidos ao frio mostraram 

uma taxa de maturação nuclear semelhante (P>0,05) a do grupo controle. Porém, com 

porcentagem mais elevada de cromatina anormal (P<0,05). Embora o estresse ao frio tenha 

aumentado a porcentagem de ovócitos com cromatina degenerada, a exposição a βMCD 

protegeu os ovócitos da degeneração (P>0,05) (Tabela 2.1).  

   O desenvolvimento embrionário, em D7 e D8, não foi diferente (P> 0,05) entre 

os ovócitos do grupo controle e controle de bancada (Tabela 2.2). Ambos percentuais foram 

maiores (P <0,05) do que os observados para os grupos expostos ao frio e às diferentes 

concentrações de MβCD.  
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Tabela 2.1. Efeito da exposição à beta-metil-ciclodextrina (βMCD), na maturação nuclear de 
ovócitos bovinos imaturos expostos ao estresse pelo frio (EF) por 10 minutos a 4oC, antes da 
maturação in vitro. 

Tratamento 
N° 

ovócitos 

Estágio meiótico 

Imaturos  

(%) 

Metáfase II 

(%) 

Anormal 

(%) 

Degenerados 

(%) 

Controle 102 12 (11,7%)b 78 (76,4%)a 5 (4,9%)a 7 (6,8%)a 

0 mg/ml MβCD + EF  114 2 (1,7%)a 33 (28,9%)b 18 (15,7%)b,c 61 (53,5%)c 

1 mg/ml MβCD  + EF 98 7 (7,1%)a,b 35 (35,7%)b 23 (23,4%)b,c,d 33 (33,6%)b 

2 mg/ml MβCD + EF  97 5 (5,1%)a 37 (38,1%)b 25 (25,7%)c,d 30 (30,9%)b 

3 mg/ml MβCD + EF   92 6 (6,5%)a,b 27 (29,3%)b 25 (27,1%)d 34 (36,9%)b 

Controle Bancada 91 7 (7,6%)b 58 (63,7%)a 13 (14,2%)b 13 (14,2%)a 
a, b, c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 

 

Tabela 2.2. Taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastocistos a partir de ovócitos 
imaturos expostos à diferentes concentrações de beta-metil-ciclodextrina (βMCD) e 
submetidos ao estresse pelo frio (EF) por 10 minutos a 4oC, antes da maturação in vitro. 
Tratamentos N° 

Ovócitos  

Clivagem D2 

N (% ±D.P.) 

Blastocisto D7  

N (% ±D.P.) 

Blastocisto D8 

N (% ±D.P.) 

Controle 181 142 (78,4)a 63 (34,8)a 70 (38,7)a 

0 mg MβCD + EF 113 61 (53,9)b 15 (13,3)b 16 (14,2)b 

1 mg MβCD + EF 133 67 (50,4)b 12 (9,0)b 13 (9,8)b,c 

2 mg MβCD + EF  116 62 (53,4)b 14 (12,1)b 14 (12,1)b,c 

3 mg MβCD + EF 135 65 (48,1)b 13 (9,6)b 16 (11,9)b,c 

Controle Bancada 126 92 (73,0)a 44 (34,9)a 46 (36,5)a 
a, b, c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 

 

5.1.2 Experimento 2 - Efeito de βMCD sobre a resposta de ovócitos bovinos imaturos à 

exposição ao frio por períodos mais longos de tempo. 

  Para avaliar o efeito protetor da βMCD, o tempo da exposição ao frio foi 

aumentado de 10 para 30 min, após o tratamento com 2 mg/mL de βMCD. Os dados de 

maturação nuclear e desenvolvimento embrionário são apresentados nas Tabelas 2.3 e 2.4, 

respectivamente. Não houve diferença (P> 0,05) nas porcentagens de ovócitos imaturos 

observados entre os grupos. No entanto, uma maior (P <0,05) porcentagem de ovócitos 
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atingiram a MII no grupo controle em relação aos grupos tratados. A exposição de ovócitos à 

βMCD diminuiu a porcentagem de ovócitos que degeneraram devido ao estresse pelo frio. 

Independentemente disso, os ovócitos expostos à MβCD e submetidas ao estresse pelo frio 

durante 30 minutos apresentaram menores (P <0,05) taxas de clivagem e de blastocistos, 

comparadas às observadas no grupo controle. 

 

Tabela 2.3. Efeito da beta- metil- ciclodextrina (βMCD) na maturação nuclear de ovócitos 
bovinos imaturos, expostos ao estresse pelo frio (EF) por 30 minutos a 4oC, antes da 
maturação in vitro. 

Tratamentos 
N° 

ovócitos 

Estágio da meiose 

Imaturos  

N (%) 

Metáfase II 

N (%) 

Anormal 

N (%) 

Degenerados 

N (%) 

Controle 108 18 (16,6%)a 79 (73,1%)a 3 (2,7%)a 8 (7,4%)a 

0 mg/ml MβCD + EF 101 10 (9,9%)a 30 (29,7%)b 15 (14,8%)b 46 (45,5%)c 

2 mg/ml MβCD + EF   103 14 (13,5%)a 40 (38,8%)b 21 (20,3%)b 28 (27,1%)b 
a, b, c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05),  

 

Tabela 2.4. Taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastocistos de ovócitos imaturos 
expostos à diferentes concentrações de beta- metil- beta-ciclodextrina (βMCD) e submetidos 
ao estresse pelo frio (EF) por 30 minutos à 4oC, antes da maturação in vitro. 

Tratamentos N°  

Ovócitos 

N° clivados  

D2 (% ±D.P.) 

N° Blastocisto 

 D7 (% ±D.P.) 

N° Blastocisto 

 D8 (% ±D.P.) 

Controle 226 190 (84,1)a 84 (37,2)a 97 (42,9)a 

0 mg/ml MβCD + EF  205 71 (34,6)b 13 (6,3)b 16 (7,8)b 

2 mg/ml MβCD + EF 223 74 (33,2)b 20 (9,0)b 20 (8,9)b 
a, b, c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 

5.1.3. Experimento-3 Capacidade de fecundação e de desenvolvimento embrionário de 

ovócitos bovinos imaturos expostos ao βMCD antes da vitrificação e aquecimento. 

  Ovócitos vitrificados, após a exposição a 2 mg de βMCD apresentaram 

percentuais mais elevados (P <0,05) de ovócitos MII e taxas de degeneração inferiores (P 

<0,05) aos ovócitos não expostos (Tabela 2.5). O processo de vitrificação também foi 

prejudicial para a fecundação e para o desenvolvimento in vitro (Tabelas 2.6 e 2.7). 

Independentemente da concentração βMCD, ovócitos vitrificados apresentaram menor (P 

<0,05) taxa de clivagem e de blastocistos que os controles. Embora, no D8 a taxa de 
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blastocisto foi similar para ambos os grupos vitrificados um aumento (P <0,05) nas taxas de 

blastocistos em D7 foi observado para ovócitos vitrificados que foram expostos à βMCD, 

antes da vitrificação (Tabela 2.6). Quando a fecundação foi avaliada, observou-se que o grupo 

vitrificado não exposto ao βMCD mostrou a maior porcentagem (P <0,05) de ovócitos não 

fecundados às 18 h pi. Ambos os grupos vitrificados apresentaram menores taxas de 

fecundação (P <0,05) e maiores porcentagens de ovócitos degenerados e com cromatina 

anormais, comparados aos ovócitos do grupo de controle (Tabela 2.7). Em relação ao 

controle, observou-se que o grupo que permaneceu na bancada apresentou menores taxas de 

fecundação (P <0,05) e porcentagens mais elevadas (P <0,05) de ovócitos degenerados 

(Tabela 2.7). 

 

Tabela 2.5. Efeito da MβCD na maturação nuclear de ovócitos bovinos imaturos expostos a 
de beta- metil- ciclodextrina (βMCD) e vitrificados (Vit). 

Tratamentos 
N° 

Ovócitos 

Estágio da meiose 

Imaturos  

N (%) 

Metáfase II 

N (%) 

Anormal 

N (%) 

Degenerado 

N (%) 

Controle 92 2 (2,17%)a 72 (78,2%)a 10 (10,8%)a 8 (8,6%)a 

0 mg/ml MβCD + Vit 78 4 (5,12%)a,b 23 (29,4%)c 13 (16,6%)a 38 (48,7%)c 

2 mg/ml of MβCD + Vit   74 2 (2,70%)a,b 34 (45,9%)b 14 (18,9%)a 24 (32,4%)b 

Controle Bancada 87 8 (9,19%)b 57 (65,5%)a 10 (11,4%)a 12 (13,7%)a 
a, b Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 

 

Tabela 2.6. Taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionário a partir de ovócitos 
bovinos imaturos expostos a de beta- metil- ciclodextrina (βMCD) e vitrificados (Vit) antes 
da maturação in vitro. 
Tratamentos     N° 

Ovócitos 

Clivagem D2  

N (% ± D.P.) 

Blastocistos D7  

N (% ± D.P.) 

Blastocistos D8  

N (% ± D.P.) 

Controle 181 147 (81,2  )a 63 (34,8)a 68 (37,5)a 

0 mg/ml MβCD + Vit 121 27 (22,3)b 1 (0,8 c 3 (2,4)b 

2 mg/ml MβCD + Vit 131 32 (24,4 b 7 (5,3)b 7 (5,3)b 

Controle Bancada    183 137 (74,8)a  52 (28,4)a 59 (32,2)a  
a, b, c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 
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Tabela 2.7. Taxas de fecundação de ovócitos bovinos imaturos expostos à beta- metil- 
ciclodextrina (βMCD) e vitrificados (Vit), antes da maturação in vitro. 

Tratamentos N° 

Zigotos 

Não fecundados 

N (%) 

Fecundados 

N (%) 

Degenerados 

N (%) 

Anormal 

N (%) 

Controle 91 14 (15,3%)b 70 (76,9%)a 3 (3,2%)a 4 (4,3%)a 

0 mg/ml MβCD + Vit  88 7 (7,9%)b 19 (21,5%)c 45 (51,13%)c 17 (19,3%)b 

2 mg/ml MβCD + Vit 85 1 (1,1%)a 28 (32,9%)c 44 (51,76%)c 12 (14,1%)b 

Controle Bancada 95 16 (16,8%)b 58 (61,0%)b 16 (16,84%)b 5 (5,2%)a 
a, b  c Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes (P < 0,05). 

 

5.2 Discussão 

 

O principal fator limitante para a criopreservação de ovócitos é a sua alta 

sensibilidade a lesões causadas pelo resfriamento. Entre os componentes celulares, a 

membrana plasmática é geralmente descrita como uma das estruturas mais afetados durante o 

processo de criopreservação (Arav et al., 1996; Moore et al., 2005). Esta sensibilidade ao frio 

é determinado pela composição fosfolipídica da membrana principalmente pela proporção 

colesterol: fosfolípideo (Arav et al., 1996; Zeron et al., 2001; Zeron et al., 2002; Horvath et 

al., 2006; Seidel, 2006). Quando o colesterol é adicionado à membrana celular, essa torna-se 

mais fluída (Arav et al., 1996) e, consequentemente, mais resistente, ao frio. De fato, a 

manipulação do perfil de lipídios da membrana plasmática de espermatozoides (Zeron et al., 

2002; Purdy et al., 2004; Amorim et al., 2009) ovócitos (Horvath et al., 2006; Seidel, 2006) 

pelo aumento da concentração de colesterol resultou na redução dos danos celulares após 

criopreservação. 

No presente estudo, buscou-se adicionar o colesterol à membrana plasmática 

do ovócito usando a βMCD como veículo. O objetivo era aumentar a proporção colesterol: 

fosfolipídio para melhorar os resultados da vitrificação de ovócitos bovinos imaturos. Para 

isso foi utilizada a βMCD como carreador do colesterol. A hipótese levantada foi que a 

incubação overnight da βMCD em meio enriquecido com o SFB, seria suficiente para que a 

βMCD ficasse carregada de colesterol, removido a partir do SFB. Portanto, após essa 

incubação, a MβCD carregada com colesterol foi adicionada no meio contendo os ovócitos 

imaturos, que posteriormente, foram expostos ao frio e avaliados quanto a viabilidade 

citoplasmática e nuclear. 
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No primeiro experimento, diferentes concentrações foram testadas, para 

determinar se a βMCD poderia proteger os ovócitos quando expostos à 4°C por 10 min. Os 

resultados mostram que este tempo de exposição foi suficiente para afetar a viabilidade dos 

ovócitos e causar uma redução na maturação nuclear e citoplasmática, bem como aumentar a 

porcentagem de ovócitos com cromatina degenerada. Estes resultados foram semelhantes aos 

observados por Wu et al. (1999), os quais demonstraram que o armazenamento de ovócitos 

bovinos imaturos à 4 °C, durante 10 minutos reduziu drasticamente as taxas de maturação e 

clivagem. Esses resultados também mostraram que mesmo com a exposição prévia à βMCD, 

não protegeu efetivamente os ovócitos durante a exposição ao frio porum período curto de 

tempo (10 min)  

As diferentes concentrações de MβCD não afetaram a porcentagem de ovócitos 

que atingiram o estágio de MII no final do período de maturação. No entanto, vale ressaltar 

que os grupos tratados com MβCD apresentaram uma redução do número de ovócitos com 

cromatina degenerada. Estes resultados sugerem que a ciclodextrina pode afetar positivamente 

os ovócitos. A exposição dos ovócitos à MβCD, também não aumentou a taxa de clivagem ou 

produção de blastocisto, após maturação, fecundação e cultivo in vitro. Para verificar se o 

tempo de exposição ao frio, utilizado no primeiro experimento foi ou não suficiente para 

detectar o efeito benéfico da MβCD, um segundo experimento foi realizado. Neste último, o 

tempo de exposição ao frio foi aumentado de 10 para 30 min. Como não foi detectada 

diferença entre as várias concentrações de MβCD, uma concentração intermédia de 2 mg/ml 

foi selecionada para ser usada nos demais experimentos. O tempo de exposição dos ovócitos 

ao frio parece não ser a principal causa dos danos observados, uma vez que o aumento no 

tempo de exposição não alterou a taxa de ovócitos em MII após a MIV. Independentemente 

da presença de MβCD, a maturação dos ovócitos foi afetada, quando esses foram expostos a 

temperatura de 4 ºC, mesmo por um curto período de tempo. O tratamento com MβCD não 

melhorou as taxas de maturação nuclear e citoplasmática. 

Finalmente, testou-se o efeito da MβCD em ovócitos antes da vitrificação. Os 

ovócitos incubados com ou sem MβCD carregado de colesterol foram vitrificados e, 

posteriormente, maturados, fecundados e cultivados in vitro. Neste experimento, a MβCD 

reduziu a porcentagem de ovócitos degenerados e aumentou a porcentagem de ovócitos em 

metáfase MII. Este efeito benéfico da MβCD não foi observado em nossos experimentos 

anteriores quando os ovócitos foram expostos à 4 °C, durante 10 ou 30 minutos. É possível 

que o resfriamento muito rápido, tal como ocorre no método cryotop, minimize o tempo de 

exposição à temperatura crítica de 15 ºC à – 5 ºC (Arav et al., 1996), diminuindo o efeito 
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deletério do estresse ao frio. Assim, o efeito benéfico da βMCD de estabilizar membranas, 

pode ter protegido outras estruturas do ovócito, permitindo que estes atingissem a metáfase II.  

Como esperado (Vieira et al., 2002; Zeron et al., 2002; Vanderzwalmen et al., 

2003; Moore et al., 2005; Morato et al., 2008b), a vitrificação afetou negativamente a 

capacidade de desenvolvimento embrionário, e nenhum efeito benéfico do tratamento com 

βMCD foi observado, nas taxas de clivagem e de blastocistos. Embora Horvarth e Seidel 

(2006) encontraram diferenças na clivagem e no estágio de oito células após a exposição à 

βMCD e vitrificação, essas diferenças desapareceram gradativamente com o avanço do 

desenvolvimento embrionário (Horvath et al., 2006). 

Enquanto no D8, as taxas de blastocisto foram semelhantes entre os ovócitos 

vitrificados, taxas mais altas de blastocisto em D7 foram observadas no grupo em que os 

ovócitos foram expostos à βMCD. Está bem estabelecido que a velocidade de 

desenvolvimento está relacionada com a qualidade embrionária. Assim, é possível que a 

qualidade dos embriões do grupo exposto à βMCD seja melhor do que os do grupo controle. 

Como não houve diferença  na taxa de blastocisto em D8, o atraso no desenvolvimento pode 

indicar uma viabilidade embrionária inferior (Lechniak et al., 2008). Uma forma de confirmar 

a diferença na qualidade dos embriões seria realizar outras avaliações, tais como contagem do 

número de células embrionárias (Horvath et al., 2006), coloração diferencial e quantificação 

da expressão de genes relacionados à qualidade (Anchamparuthy et al., 2009; Ebrahimi, 

Valojerdi, Eftekhari-Yazdi, Baharvand, et al., 2010; Siqueira Filho et al., 2011).  

A βMCD melhorou maturação nuclear de ovócitos vitrificados, mas não afetou 

a taxa de blastocisto. É difícil avaliar o real impacto desses resultados, já que relatos 

utilizando a βMCD para esse propósito são muito escassos na literatura. No entanto, algumas 

hipóteses podem ser abordadas para explicar porque um efeito benéfico não foi observado. 

Uma possibilidade é que no presente estudo foi utilizada uma outra abordagem para o 

carregar a βMCD com o colesterol. Esta foi feita pela incubação com o SFB, enquanto que 

outros grupos, utilizaram uma βMCD que já era previamente carregada com o colesterol 

(Horvath et al., 2006). Provavelmente, a incubação com o SFB não foi eficaz em carregar a 

βMCD com colesterol. Assim, há possibilidade de o colesterol não ter sido incorporado à 

membrana. A detecção dos locais de incorporação do colesterol na membrana dos ovócitos, 

através de técnicas de imunohistoquímica, poderia responder a essas perguntas. Uma outra 

explicação seria que a βMCD diminuiu os danos na membrana plasmática, o que pode ser 

confirmado pela menor taxa de degeneração, mas não foi capaz de evitar danos a outras 

estruturas que são mais importantes para a viabilidade dos ovócitos.  
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Durante a maturação do ovócito, organelas citoplasmáticas passam por vários 

processos de remodelação e de redistribuição (Van Den Hurk et al., 2005; Ferreira et al., 

2009), sendo que vitrificação pode afetar alguns desses eventos. Entre as organelas, grânulos 

corticais são seriamente afetadas (Hyttel et al., 2000; Morato et al., 2008b). Normalmente 

após a MIV os grânulos corticais exibem uma distribuição periférica, enquanto que os 

ovócitos que foram submetidos à vitrificação exibem uma distribuição agrupada (Spricigo et 

al., 2014). Esta alteração poderia prejudicar a fecundação e comprometer o desenvolvimento 

embrionário. Além disso, estudos mostram que a criopreservação de ovócitos de 

camundongos pode causar endurecimento da zona pelúcida (Larman et al., 2006), o que 

também pode afetar a fecundação. Portanto, para garantir que as baixas taxas de clivagem não 

foram devido a dificuldades de penetração pelo espermatozoide, o processo de fecundação foi 

também avaliado. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com βMCD não beneficiou 

ovócitos vitrificados, comparados com os ovócitos vitrificados sem a exposição prévia à 

βMCD, pois no momento da fecundação a maioria dos ovócitos já estavam degenerados.  

Estes resultados sugerem que, além da membrana plasmática outros sítios de 

igual importância para a viabilidade dos ovócitos podem ser afetados pela vitrificação. A 

vitrificação pode causar retenção do corpúsculo polar (Luna et al., 2001), aberrações 

cromossômicas (Ebrahimi, Valojerdi, Eftekhari-Yazdi e Baharvand, 2010), desorganização do 

fuso meiótico (Luciano et al., 2009; Asgari et al., 2011), alterações mitocondriais e de 

grânulos corticais (Spricigo et al., 2014), além da alteração da expressão gênica (Chamayou et 

al., 2011).  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

  Com base nos resultados aqui apresentados pode-se concluir que a βMCD, 

previamente incubada com SFB, melhora a maturação nuclear de ovócitos submetidos à 

vitrificação e reduz a degeneração. Entretanto, mais estudos são necessários para esclarecer se 

a βMCD é capaz de modificar a membrana plasmática de ovócitos bovinos e, para determinar 

a melhor dose e tempo de exposição antes da criopreservação. Estas informações são 

importantes para otimizar o uso da βMCD em associação a outras substâncias ou a outros 

procedimentos, que possam melhorar a reposta de ovócitos bovinos a vitrificação. 
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1 RESUMO 

 

  O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da suplementação do meio  de 

maturação com  L-carnitina, um facilitador do metabolismo lipídico e antioxidante,  e/ou com 

Resveratrol,  um antioxidante natural, na criotolerância de ovócitos bovinos. Para investigar o 

efeito dessas substancias a configuração do fusos meióticos, a fragmentação de DNA, a 

atividade da caspase e o perfil de genes relacionados ao metabolismo de lipídeos e estresse 

oxidativo foram avaliados, após a maturação in vitro (MIV). Além do desenvolvimento 

embrionário, após a fecundação in vitro. Ovócitos maturados na ausência (Cont) ou na presença 

de L-carnitina (LC) e/ou o resveratrol (R) foram submetidos a fecundação e cultivo in vitro 

após a vitrificação/aquecimento pelo método do Cryotop. Ovócitos não vitrificados de todos os 

tratamentos apresentaram taxas semelhantes (P>0,05) de configuração normal de 

cromossomos, bem como os ovócitos vitrificados após a maturação com LC ou LC + R. Não 

foram observadas diferenças significativas (P>0,05) em termos de fragmentação do 

DNAavaliada pelo TUNEL, quando ovócitos vitrificados foram comparados com os seus 

homólogos frescos. Porcentagens mais elevadas (P<0,05) de apoptose precoce, medida pela 

marcação da caspase ativa, foram detectados no grupo de controle vitrificados, enquanto que 

não houveram diferenças significativas em comparação com os seus homólogos frescos. 

Quanto aos níveis de expressão de mRNA, os genes ACACA, PLIN2, SLC2A1, GXP1, 

HSPA1A e SOD1 foram analisadas por RT-qPCR. A vitrificação alterou significativamente 

(P<0,05) na expressão ACAGA, SLC2A1, GPX1 e SOD1, mas não foram encontradas 

diferenças significativas na (P>0,05) expressão de PLIN2 e HSP1A. Ovócitos vitrificados 

mostraram uma taxa de clivagem e blastocisto menor do que os grupos não vitrificados 

(P<0,05). Independentemente do tratamento e não houve nenhum efeito significativo de 

qualquer um dos suplementos durante a maturação foi detectado nos ovócitos  frescos ou 

vitrificados. No entanto, a capacidade de eclosão dos blastocistos no dia 8, foi 

significativamente maior (P<0,05) para os ovócitos vitrificados, depois da MIV na presença de 
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LC ou LC + R. Em conclusão, L-carnitina resulta em melhorar criotolerância e 

desenvolvimento de embriões in vitro. 

 

Palavras chaves: antioxidante, lipolítico, apoptose, ultraestrutura.  
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2 ABSTRACT 

 

 

  The aim of this study was to determine the effects of adding L-carnitine (an 

enhancer of lipid metabolism and antioxidant) and/or resveratrol (an antioxidant) during IVM 

on the cryotolerance and developmental competence of bovine oocytes. We investigated 

spindle and chromosome configuration, DNA fragmentation, caspase activity and gene profile 

after IVM and subsequent embryonic development after IVF. Oocytes matured in the absence 

(control) or presence of L-carnitine and/or resveratrol were subjected to IVF and embryo culture 

after Cryotop vitrification/warming. Oocytes from all non-vitrified treatments presented similar 

rates (P>0.05) of normal spindle and chromosome configuration as well as those oocytes 

vitrified/warmed after maturation with LC or LC +R. No significant differences were observed 

in terms of DNA fragmentation measured by TUNEL when vitrified oocytes were compared to 

their fresh counterparts. Significantly, higher rates of early apoptosis, measured as active 

caspase labeling, were detected in the vitrified control group while no significant differences 

compared to their fresh counterparts were observed for the rest of the vitrified/warmed 

treatment groups. When the relative mRNA expression levels for ACACA, PLIN2 e SLC2A1, 

GXP1, HSPA1A and SOD1 gens were analyzed by RT-qPCR , vitrification and warming 

procedures significantly altered the expression ACACA, SLC2A1, GPX1 and SOD1 but no 

significant differences were found in the expression of PLIN2 and HSP1A. Vitrified oocytes 

showed a lower cleavage and blastocyst rate than the non-vitrified groups, regardless of the 

treatment and there was no significant effect of any of the maturation supplements neither in 

fresh nor in vitrified oocytes. However, the hatching ability of embryos at day 8 was 

significantly higher for those oocytes vitrified/warmed after IVM in presence of LC or LC+R. 

In conclusion, L-carnitine seemed to improve cryotolerance and embryo development of in 

vitro matured oocytes. 

Key words: antioxidant; lipolytic; apoptosis; Ultrastructure.  
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

  O interesse na criopreservação de ovócitos se deve à sua ampla utilização nas 

técnicas de reprodução assistida tais como na produção in vitro de embriões, transferência 

nuclear ou para a formação de bancos de germoplasma. Além disso, o armazenamento do 

gameta feminino permite que o acasalamento genético seja realizado no momento mais 

oportuno, facilita o intercâmbio internacional de germoplasma, reduz os custos de manutenção 

de doadoras e possibilita guardar material genético de animais de produção que sofrem algum 

tipo de enfermidade ou morte súbita e  recursos genéticos de raças ameaçadas (Ledda et al., 

2001). 

 Estes benefícios têm contribuído para os esforços realizado nas últimas décadas 

para melhorar a eficiência da criopreservação de ovócitos. Até o presente, as taxas de 

sobrevivência de ovócitos criopreservados de pequenos roedores e de seres humanos são 

elevadas, o que permite a preservação dos gametas destas espécies (Nagy et al., 2009). No 

entanto, o uso de vitrificação para conservação de ovócitos bovinos ainda é limitado, uma vez 

que os ovócitos vitrificados apresentam baixo desenvolvimento embrionário (Hwang et al., 

2014). Vários fatores parecem estar associados com este sucesso limitado, incluindo grande 

volume celular (Spricigo et al., 2014), a baixa razão volume/superfície, alto teor de lipídeos e a 

composição da membrana plasmática do ovócito (Arav et al., 2002; Spricigo et al., 2015). 

Dentre esses os altos níveis de lipídeos representam um dos principais obstáculos que limitam 

criopreservação eficiente (Mcevoy et al., 2000). 

Os triglicerídeos são armazenados na forma de gotículas lipídicas, e possuem 

papel importante no metabolismo de energia durante a maturação do ovócito, fecundação e 

desenvolvimento embrionário inicial. Porém, são também responsáveis pelo aumento da 

sensibilidade à criopreservação (Morato et al., 2008). Vários estudos têm relatado que a 

remoção parcial de gotículas lipídicas do citoplasma por manipulação microcirúrgica, agentes 
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químicos como citocalasina B ou D, e métodos físicos como  a centrifugação ou aumento da 

tolerância à pressão, poderia melhorar a resistência dos ovócitos à  criopreservação (revisado 

por Gajda B. (2009). 

 A L-carnitina (LC; β-Hidróxi-γ-trimetilamónio-butírico), uma pequena 

molécula solúvel em água, é conhecida por desempenhar um papel essencial no metabolismo 

da gordura. Estudos anteriores relataram que a LC auxilia na β-oxidação, através do transporte 

do ácido graxo para dentro da mitocôndria, para a geração de ATP e, consequentemente, 

influencia os níveis de ATP nas células (Dunning et al., 2012). Além disso, a L-carnitina tem 

uma atividade antioxidante, reduzindo os níveis de ROS e protegendo as células de danos no 

DNA (Moawad et al., 2013) e apoptose (Phongnimitr et al., 2013). Os efeitos benéficos da L-

Carnitina no desenvolvimento embrionário durante o cultivo de embriões foram também 

relatados em várias espécies de mamíferos como camundongos (Abdelrazik et al., 2009; 

Mansour et al., 2009; Moawad et al., 2014), bovinos (Phongnimitr et al., 2013) e suínos (Somfai 

et al., 2011; Wu et al., 2011). Os níveis de ROS intracelulares foram também reduzidos e houve 

aumento do GSH (Somfai et al., 2011; Wu et al., 2011; You et al., 2012), e um melhor 

desenvolvimento in vitro de embriões suínos clonados (Wu et al., 2011) ou embriões 

partenogenéticos, com poucas células apoptóticas (Somfai et al., 2011; Sutton-Mcdowall et al., 

2012). Quando adicionada ao meio de MIV de ovócitos bovinos, foi observado um maior 

desenvolvimento de blastocistos, 8 dias após a vitrificação e fecundação in vitro (Chankitisakul 

et al., 2013). No entanto, existem relatos de que a suplementação com L-Carnitina não contribuí 

para melhorar a criotolerância dos ovócitos, em termos de desenvolvimento de blastocisto 

(Phongnimitr et al., 2013). 

Além da L-Carnitina, o Resveratrol (R; 3,4 ', 5-triidroxiestilbeno), uma molécula 

polifenólica natural, encontrada em várias plantas e alimentos, tem sido descrito como um 

poderoso agente antioxidante (Baur et al., 2006). Vários estudos têm sido realizados para 

identificar as funções biológicas e atividades do Resveratrol na reprodução de mamíferos 

(Kwak et al., 2012; Huang et al., 2013). Suplementação dos meios de MIV com Resveratrol 

melhorou os resultados de fecundação, além da capacidade de desenvolvimento embrionário 

em bovinos (Sugiyama et al., 2015) e suínos (Itami et al., 2015), o que foi devido, 

provavelmente,  ao aumento na biossíntese mitocondrial. A suplementação de Resveratrol 

durante a maturação aumentou os níveis de GSH em suínos (Kwak et al., 2012) e bovinos 

(Wang et al., 2014), concomitantemente com a diminuição de ROS, sem comprometer o 

desenvolvimento embrionário (Salzano et al., 2014).  Além disso em suínos, quando os meios 
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de vitrificação foram suplementados com Resveratrol, os níveis apoptóticos diminuíram 

(Giaretta et al., 2013).  

 Apesar da L-Carnitina ser um agente químico já testado durante a maturação in 

vitro e resultados mostrarem efeito benéficos em ovócitos depois do congelamento 

(Chankitisakul et al., 2013), não há na literatura estudos avaliando a suplementação dos meios 

de MIV com Resveratrol, ou mesmo, testando a associação das duas moléculas, L-carnitina e 

Resveratrol durante a maturação, em ovócitos bovinos, antes da criopreservação. Sendo assim, 

este experimento teve o objetivo de avaliar a configuração cromossômica, fragmentação de 

DNA, atividade das caspases e desenvolvimento embrionário. Além de estudar a expressão 

genica de vias relacionadas com o metabolismo lipídico (ACACA, PLIN2 e SLC2A1), estresse 

térmico (HSPA1A) e oxidativo (GXP1 e SOD1). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 Os experimentos foram realizados nos laboratórios de reprodução animal do 

Departamento de Medicina e Cirurgia Animal da Universidade Autonoma de Barcelona, 

Cerdanyola del Vallès, Espanha. 

Todos os reagente utilizados nos experimentos foram adquiridos junto a Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os dispositivos de cryotop foram adquiridos junto à Dibimed-

Suprimentos Bioquímicos (S.L Valencia, Espanha). 

 

4.1 Obtenção dos ovócitos  

 

   Os métodos utilizados para a maturação in vitro dos ovócitos foram descritos 

previamente (Rizos et al., 2001). Resumidamente, ovários de novilhas holandesas abatidas (12-

18 meses de idade) foram transportados de um abatedouro local para o laboratório em PBS à 

35-37ºC. Os CCOs foram obtidos de folículos de 2-8 mm e apenas CCOs com mais de três 

camadas de células do cumulus e citoplasma homogêneo foram selecionados. Após a seleção, 

grupos de 40-50 CCOs foram transferidos para meio de maturação em 500 µL, em placas de 

quatro poços e cultivadas durante 24 horas à 38,5 °C, 5% de CO2. O meio de maturação era 

composto de TCM-199 (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) suplementado com 10% (v/v) 

de soro fetal bovino (SFB), fator de crescimento epidermal (EGF) 10 ng/mL e 50 mg/mL de 

gentamicina. 

 

4.2 Vitrificação e aquecimento 
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   Para a vitrificação foram utilizadas as soluções e o protocolo de acordo com a 

metodologia descrita por (Kuwayama et al., 2005). A solução de manutenção (SM), composta 

de TCM-199 Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) suplementada com 20% de SFB 

foi usada para manutenção dos ovócitos durante a vitrificação e desvitrificação. Todas as 

manipulações foram realizadas sobre placa aquecedora na temperatura de 39ºC, em sala 

aquecida (25- 27ºC). Todos os meios utilizados estavam aquecidos a temperatura ambiente, 

com exceção da solução de aquecimento 1 (DV1) aquecida a 37ºC. A vitrificação ocorreu em 

todas as repetições as 22 horas de maturação.  

   Para vitrificação os CCOs em grupos de 3 a 5 foram submetidos a 3 banhos 

sequenciais na solução de equilíbrio (SV1), constituída de SM acrescido de 7,5% etileno glicol 

e 7,5% de DMSO, permanecendo em cada gota (banho) por 3 minutos, o tempo total de 

exposição à SV1 ficou entre 9 e 15 minutos. Após o equilíbrio os ovócitos eram transferidos 

para a solução de vitrificação (SV2), composta por SM suplementado com 15% etileno glicol, 

15% DMSO e 0,5 M de sacarose, nesta solução os ovócitos passaram por 4 banhos sequenciais, 

totalizando 45 - 60 segundos. 

   Os ovócitos eram então colocados nas hastes de vitrificação com auxilio de 

micro pipeta de vidro com diâmetro aproximado de 150 µm, Imediatamente após a deposição 

dos ovócitos nas hastes o excesso de solução era retirado deixando somente uma fina camada 

(aproximadamente 0,1µl) sobre os ovócitos. Então a haste era submergida verticalmente no 

nitrogênio líquido. 

  Para o aquecimento, a haste era retirada do N2 L com o auxilio de uma pinça e a 

extremidade contendo os CCOs era mergulhada na solução de aquecimento 1 (DV1), composta 

por SM mais 1 M de sacarose. Os CCOs permaneciam na DV1 por 1 minuto, e posteriormente 

eram transferidos para uma solução menos concentrada (DV 2) composta por SM acrescido de 

0,5 M de sacarose, durante 3 minutos. Finalmente os CCOs eram submetidos a duas lavagens 

em gotas de SM, permanecendo 5 minutos em cada gota. Depois, os CCOs voltavam para os 

meios em que foram maturados, onde permeneciam por mais 2 horas. 

 

4.3 Maturação in vitro  

 

  Após o aquecimento, os COCs foram lavados e transferidos (grupos de 25-30) 

para uma gota de 200 µl de meio de maturação sob  óleo mineral e incubados durante 22 horas 
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à 39 ºC, em 5% de CO2 em ar. O meio de maturação foi o TCM-199 suplementado com 10% 

FCS (v/v), 10 mg/mL de EGF e antibióticos (100 IU / mL de penicilina e 50 mg / mL de 

estreptomicina 

 

4.4 Fecundação e cultivo in vitro  

 

  Em todos os tratamentos a  fecundação in vitro foi realizada após as  24 horas de 

maturação. Resumidamente, os ovócitos foram lavados duas vezes no  meio de fecundação, e 

transferidos em grupos de 20-25, para placas de quatro poços contendo 250 uL de meio de 

fecundação por poço. O meio de fecundação era composto por Tyrode suplementado  com 25 

mM de bicarbonato, 22 mM de Na-lactato, 1 mM de Na-piruvato, 6 mg/mL de BSA–FAF 

(TALP) e 10 ug/mL de heparina (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha). Foi utilizado semen 

congelado de um touro da raça Holandesa, de fertilidade previamente comprovada no 

laboratório (ASEAVA, Llanera, Espanha). Para seleção de espermatozoides móveis, a amostra 

de semen foi centrifugda em  um gradiente descontínuo (Bovipure, Nidacon International, 

Gotemburgo, Suécia) durante 10 minutos a 100 X g, à temperatura ambiente. Após a 

centrifugação o pelete formado foi coletado e lavado (Boviwash, Nidacon Internacional, 

Gotemburgo, Suécia) por nova centrifugação a 100 X g, durante 5 minutos. Os espermatozóides 

foram diluídos no  meio de fecundação para perfazer uma concentração final de 2 x 106 

espermatozóides/mL. Uma alíquota de 250 µl desta suspensão foi adicionado a cada poço 

contendo meio de fecundação, para e obter uma concentração final de 1 x 106 espermatozóides/ 

mL. 

 As placas foram incubadas à 38,5 °C, 5% de CO2, em ar. Cerca de 18 horas pós-

inseminação (pi), os prováveis zigotos foram completamente desnudados por suaves pipetagens 

e transferidos para gotas de 25 µL de meio de cultivo (SOF) (Holm et al., 1999) (1 embrião/µL), 

suplementado com 5% de SFB (v/v) e, coberto por óleo mineral. Os embriões foram incubados 

à 38,5 ºC, 5% CO2, 5% O2 e 90% N2. As porcentagens de clivagens foram mensuradas 48 horas 

(pi) e o número de blastocistos foi determinado nos dias 7 (D7) e 8 (D8). Em D7 e D8 foram 

observadas as taxas de expansão e eclosão, respectivamente. 

 

4.5 Avaliação dos cromossomos e fusos meióticos 
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   De acordo com protocolos descritos por (Boiso et al., 2002; Albarracin et al., 

2005), após 24 horas de maturação os ovócitos foram completamente desnudados por 

pipetagem, em PBS. Ovócitos dos grupos fresco (não vitrificados) e grupos vitrificados foram 

fixados em solução de 4% (v/v) de formaldeído, durante 30 min à 38,5 °C, permeabilizadas 

com Triton X-100 [2,5% (v/v em PBS)] durante 15 min. Para a imunohistoquímica, os ovócitos 

fixadas foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-α tubulina (Molecular Probes, 

Paisley, Reino Unido) (1: 250) overnight, seguido pela incubação com o anti-mouse anti-Alexa 

Fluor 488 (Molecular Probes, Paisley, Reino Unido) (1:5000) durante 1 hora. Entre as 

incubações, os ovócitos foram lavados três vezes em PBS pré-aquecido durante 5 min. Grupos 

de cinco ovócitos foram montados em lâminas com poli-L-lisina, munidos de um anel de 

reforço autoadesivo e, em seguida, coradas com 125 ng/mL DAPI (Vysis Inc., Downers Grove, 

EUA). A preparação foi selada com esmalte de unhas. Um microscópio de epifluorescência 

(Axioscop 40FL, Carl Zeiss, Alemanha) foi utilizado para examinar a tubulina (Alexa Fluor) e 

a cromatina (DAPI). Os critérios utilizados para classificar as distribuições de cromossomos e 

microtúbulos foram descritas previamente (Albarracin et al., 2005). Os ovócitos foram 

classificados com base na normalidade morfológica do fuso meiótico e da cromatina. O fuso 

meiótico foi classificado como normal quando carrega a forma de barril simétrica clássica, com 

cromossomos alinhadas regularmente em um grupo compacto ao longo do plano equatorial. Em 

contraste, foram considerados fusos anormais, quando esses apresentam-se desorganizados, 

aglutinados, dispersos, ou pela presença de elementos do fuso não identificáveis e/ou com a 

aberração da cromatina (Figura 3.1). 
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Figura 3.1- Imagem adaptada de Arcarons et al, 2015, exibindo a configurações de microtúbulos e de 

cromossomos analisados por imunocitoquímica de ovócitos maturados in vitro, frescos ou vitrificados: (A) 
morfologia dos fusos em MII normal, em forma de barril; (B-D) Ovócitos vitrificados-aquecidos exibindo 

estruturas de fuso anormais. (B) Morfologia do fuso anormal mostrando cromossomos, em parte, 
desorganizados; (C) Microtúbulos e cromossomos desorganizados. Vermelho, indica a tubulina (Alexa Fluor 

594); azul, os cromossomos (DAPI). 
 

4.6 Avaliação da fragmentação de DNA (TUNEL)  

 

  Ovócitos de todos os grupos, frescos e vitrificados foram completamente 

desnudados das células do cumulus, por pipetagem suave em PBS e a fragmentação do DNA 

foi avaliada pelo TUNEL, conforme  metodologia descrita previamente (Morato et al., 2010). 

Os ovócitos foram fixadas em 4% (v/v) de paraformaldeído em PBS, durante 1 hora, à 37ºC. 

Após a fixação, os ovócitos foram lavados três vezes em PBS, contendo polivinilpirrolidona 

(0,3% PVP em PBS; PBS-PVP) e permeabilizadas em 0,5% de Triton X-100, durante 2 

minutos. Os ovócitos foram depois lavados três vezes em PBS-PVP e incubadas no Kit do 

TUNEL (In-situ celular Death Detection System; Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, EUA) à 

37 ºC, durante 1 hora, em câmara escura. Amostras do controle positivo e negativo foram 

incluídos em cada ensaio. Os ovócitos expostos a DNAse I durante 15 min à temperatura 

ambiente [50 RQ1 RNase-free Dnase (50 U/mL] serviram como controles positivos e ovócitos 

não expostos à enzima TdT serviram como controles negativos. Os ovócitos foram lavados em 

PBS -PVP e finalmente montadas em lâminas tratadas com poli-lisina e cobertas com uma gota 
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de 3 µl de Vectashield, contendo 125 ng/mL de DAPI, para corar todos os núcleos celulares. 

Em seguida, cobertos com uma lamínula, e para vedação foi usado esmalte de unhas. A 

avaliação de fluorescência foi realizada num microscópio de epifluorescência (Axioscop 40FL, 

Carl Zeiss, Alemanha)e,  classificados com DNA integro (TUNEL (-); marcados em azul) ou 

fragmentados (TUNEL (+); marcados em verde).  

 

4.7 Avaliação da atividade das Caspases 

 

  Para detectar a atividade das Caspases nos ovócitos analisados, foi utilizado o 

corante FLICA Apoptosis Kit (FAM FLICA Poly Caspase Assay Kit, Immunochemistry 

Technologies, Bloomington, MN, EUA), de acordo com instruções do fabricante e publicações 

recentes (Wasielak et al., 2007). Os ovócitos de todos os grupos foram completamente 

desnudados ao final da maturação por pipetagem suave em PBS. Uma amostra de ovócitos 

serviu como controle positive para atividade das Caspases. Estes foram tratados com 1µM de 

staurosporina a 38,5°C “overnight”, para induzir a ativação das Caspases. Após banhos em 

PVP-PBS, os ovócitos eram incubados na solução de FLICA por 1 hora à 38,5ºC, em 5% CO2. 

Controles negativos, não expostos ao corante foram incluídos em todas as réplicas. Então, todas 

as amostras eram lavadas em PVP-PBS e logo coradas com uma mistura de 1µg/mL de Hoechst 

33342 e 1,5µg/mL de Iodeto de Propídeo (IP), em PBS, por 5 minutos à 37ºC, para a 

confirmação da presença do núcleo e avaliação da morte celular, respectivamente. 

Imediatamente antes da avaliação, ovócitos foram montados em lâminas e cobertos com 

lamínulas. A avaliação foi realizada em um microscópio de epifluorescência (Axioscop 40FL, 

Carl Zeiss, Alemanha). Os ovócitos foram classificados em: viáveis sem atividade de Caspases 

(FLICA−/PI−), viáveis com atividade de Caspases (FLICA+/PI−) ou mortos (PI+).  

 

4.8 Análise da expressão gênica 

 

  O RNA foi extraído a partir de “pools” de 20 ovócitos usando Kit de extração 

direta de mRNA (Dynal Biotech, Life Technologies, EUA), de acordo com instruções do 

fabricante e algumas modificações. Os ovócitos dos diferentes tratamentos foram desnudados 

por pipetagem, lavados três vezes em PBS suplementado com PVA à 38,5 ºC e imediatamente 

congelados em N2L e armazenados à -80 °C, até a extração do mRNA.  
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  Para extração de RNA, cada grupo de ovócitos foi lisado, durante 5 min, em 50 

µl de tampão de lise e depois hibridizado com 10 µL de “beads” durante 5 minutos, com 

agitação suave. Após hibridação, complexos de RNA poli (A) ligados aos “beads” foram 

lavadas duas vezes em um tampão “A” e duas vezes em tampão de lavagem (B). Em seguida, 

foi realizado a transcição reversa, onde as amostras foram suspensas em 16 µL de tampão de 

diluição e aquecidas à 70ºC durante 5 minutos. Imediatamente após a extração, 4 µL de cDNA 

(Quanta Biosciences; Gaithersburg, MD, EUA) foi adicionado e deu-se início a reação de 

transcrição reversa usando primers oligo-dT, primers aleatórios, dNTPs (qScript, Quanta 

BioSciences, EUA). Depois da reação de transcrição reversa, o cDNA (25 µL) foi armazenado 

à -20 ºC, até seu uso.  

  Quantificação da abundância relativa de transcritos foi realizada usando o 

QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) e SYBR® Select 

Master Mix (Life Technologies, EUA) para a amplificação dos genes acetyl-CoA carboxylase 

alpha (ACACA), solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1 (SLC2A1),  

perilipin 2 (PLIN2), heat shock protein family A member 1A (HSPA1A), glutathione 

peroxidase 1 (GPX1) e superoxide dismutase 1 (SOD1). Em cada amostra, o cDNA foi 

analisado em triplicata. Os genes constitutivos, gliceraldeido-3-fosfate deidrogenase (GAPDH) 

e peptidilprolil isomerase A (PPIA) foram usados para normalização da expressão gênica 

(Tabela 1). O mix de rt-PCR continha 10 µL de Fast SYBR Green Master Mix (Applied 

Biosystems, EUA), 0,5 µL forward e reverse primers (Life Technologies, Madrid, Espanha), 

especificos para os genes de interesse e 2 µL of cDNA amostral. Água deionizada foi adicionada 

ao final para completar um volume total de 20 µL. As amostras foram colocadas em placa de 

384 poços sendo a pipetagem realizada por robô. O QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, EUA) foi usado para os RT-qPCR. As reações ocorreram à 95°C 

por 30 segundos, seguidas por 40 ciclos e uma curva padrão de dissociação. 

  A sequência de cada primer, temperatura de anelamento, concentrações dos 

primers e referência do GenBank de cada gene, são apresentados na Tabela 3.1. As reações 

foram realizadas em triplicatas para cada gene. As eficiências dos primers variaram entre 90 e 

110%. As expressões dos genes alvos foram normalizadas para a expressão da média aritmética 

do GAPDH e do PPIA, (valores de Cq). A expressão relativa dos genes foi calculada usando a 

formula de ∆∆Ct com correção da eficiência (Pfaffl, 2001).  
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Tabela 3.1. Informações sobre os primers e condições utilizados para a amplificação dos 
fragmentos dos genes de interesse, utilizadas para análises em PCR quantitativo. 
 

 

Abreviações: F, forward; R, reverse. 

 

4.9 Delineamento experimental  

 

  O objetivo dos experimentos foi determinar se a adição de 3,72 mM (0,6 mg/ 

ml) de L-Carnitina e/ou 1 µM (0,23 µg/m) de Resveratrol aos meios de MIV convencionais 

poderia melhorar a sobrevivência do ovócito bovino após a vitrificação e aquecimento. Para 

todos os experimentos, os ovócitos foram maturados in vitro em quatro diferentes meios: (1) 

grupo CRT: ovócitos maturados in vitro em meio MIV convencional; (2) grupo LC: ovócitos 

foram maturados in vitro em meio MIV convencional suplementado com 3,72 mM de L-

Carnitina; (3) Grupo R: Os ovócitos maturados em meio MIV convencional suplementadas com 

1 µM de R e (4) grupo LC + R: Os oócitos foram maturados in vitro em meios de MIV 

convencionais suplementado com 3,72 mM de L-Carnitina e 1 µM de Resveratrol. Ás 22 horas 

após o início de MIV, metade dos  ovócitos de cada tratamento vitrificados e aquecidos. Em 

seguida, os ovócitos foram recolocados em seus respectivos meios de MIV  retornaram a estufa 

por um período adicional de 2 horas, para que pudessem se recuperar  antes de realizar as  

Gene Sequência dos Primers  

Fragmento 

Amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de anelamento 

(oC) 

Número de 

acesso ao Gene 

Bank 

 

Referência  

Literatura 

ACACA 
F:TGCTTCCCATTTGCCATC 

R:CTGCCATCCTCACGACCT 
188 60 NM_174224 

(Brisard et al., 

2014) 

GAPDH 
F:GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 

R:CCCTCCACGATGCCAAAGT 
119 60 NM_001034034.2 

(Goovaerts et al., 

2011) 

GPX 1 
F:GGGACTACACCCAGATGAATGA 

R:AGCATAAAGTTGGGCTCGAA 
172 60 NM_174076.3 

(Khalil et al., 

2013) 

HSPA1A 
F:CAAGATCACCATCACCAACG 

R:AAATCACCTCCTGGCACTTG 
219 56 NM_174550.1 

(Dhali et al., 

2011) 

PLIN2 
F:AGTGAACTTGCCAGGAAGAATG 

R:TTCATCTGTATCATCGTAGCCG 
120 60 NM_173980 

(Sastre et al., 

2014) 

PPIA 
F:GCCATGGAGCGCTTTGG 

R:CCACAGTCAGCAATGGTGATCT 
65 60 NM_178320.2 

(Bessa et al., 

2013) 

SLC2A1 
F:CAGGAGATGAAGGAGGAGAGC 

R:CACAAATAGCGACACGACAGT 
258 60 NM_174602 

(Machado et al., 

2013) 

SOD1 
F:GTGCAAGGCACCATCCACTTCG 

R:CACCATCGTGCGGCCAATGATG 
309 56 NM_174615 

(Valckx et al., 

2014) 
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diferentes avaliações. Posteriormente, amostras de ovócitos de cada grupo foram coletados para 

avaliação da configuração cromossômica e dos fusos meiótios (Experimento 1: 5 repetições); 

fragmentação do DNA pelo TUNEL (Experimento 2: 5 repetições); atividade das Caspases 

(Experimento 3: 4 repetições) e estudos da expressão gênica (Experimento 4: 4 repetições). 

Para o experimento 5, ovócitos de cada grupo foram fecundados e cultivados in vitro (7 

repetições). 

 

4.10 Análise estatística 

 

  Todas as análises foram realizadas com o software IBM SPSS 19 para Windows 

(IBM corp.; EUA). ANOVA foi realizada para as análises de configuração de fusos meióticos 

e cromossomos; taxas de clivagem e desenvolvimento embrionário, as médias foram 

comparadas por Tukey’s (P<0,05). Todos os dados foram checados para normalidade usando o 

teste de Levene e Kolmogorov-Smimov. Para a fragmentação de DNA (TUNEL) e atividade 

das Caspases foi utilizado o teste de Qui-quadrado (P<0,05). Para a análise da expressão gênica, 

todos os dados foram transformados para escala logarítmica [x'=log10(x)] . Depois da 

transformação, os valores assumiram distribuição normal e uma ANOVA foi utilizada, as 

médias das expressões relativas de cada gene foram compradas por Tukey’s (P<0,05). para 

apresentação estão os dados sem transformação. Os resultados foram expressos em médias ± 

erro padrão (EP). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Resultados 

5.1.1 Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + Resveratrol 

durante a MIV na configuração dos fusos meióticos de ovócitos bovinos maturos, frescos ou 

vitrificados. 

 

  Nesse experimento, foram avaliados os efeitos da suplementação do meio de 

MIV com L-Carnitina e / ou Resveratrol antes da vitrificação, sobre a configurações de 

cromossomos e microtúbulos de ovócitos com o corante de Alexa-Fluor 488 e DAPI. De acordo 

com os resultados apresentados na Tabela 3.2, a porcentagem de ovócitos em MII após MIV 

foi maior (P<0,05) em todos os tratamentos não vitrificados. Ovócitos de todos os tratamentos 

não vitrificados apresentaram taxas semelhantes (P>0,05) de configuração normal dos fusos e 

cromossomos. Ovócitos vitrificados, após a maturação com L-Carnitina ou LC + R 

apresentaram porcentagens semelhantes (P> 0,05) de configuração normal do fuso quando 

comparados com ovócitos controle frescos. Entretanto, aqueles vitrificados após a 

suplementação somente com Resveratrol ou sem suplementação, apresentaram porcentagens 

mais elevadas (P<0,05) de fusos anormais e cromossomos descondensados, em comparação 

com ovócitos não vitrificados.  
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Tabela 3.2. Efeito da suplementação com L-Carnitina (LC) e/ou Resveratrol (R) durante a 
maturação in vitro. Numéro total (N), porcentagem ± desvio padrão (%±DP) de ovócitos com 
fusos normais, anormais e cromossomos dispersos ou degenerados, de ovócitos frescos ou 
vitrificados. 

Grupo 

Ovócitos Ovócitos    Fusos*   Cromossomos* 

Total MII   Normal Anormal   Dispersos** Descondensados** 

N N (%±DP)   N (%±DP) N (%±DP)   N (%±DP) N (%±DP) 

CTR 91 72 (79,1±7,8)a   57 (79,2±5,6)abc 15 (20,8±5,6)abc   13 (18,1±4,6)ab 2 (2,8±2,9)a 

LC 71 54 (76,1±6,9)a   48 (88,9±6,1)a 6 (11,1±6,1)a   5 (9,3±4,1)a 1 (1,9±3,8)a 

R 60 45 (75,0±6,9)a   39 (86,7±11,3)ab 6 (13,3±11,3)ab   4( 8,9±5,4)ab 2 (4,4±5,8)ab 

LC+R 80 64 (80,0±11,0)a   53 (82,8±7,2)ab 11 (17,2±7,2)ab   9 (14,1±3,0)ab 2 (3,1±8,3)ab 

CTR VIT 101 57 (56,4±9,7)b   25 (43,9±6,1)d 32 (56,1±6,1)d   18 (31,6±9,5)b 15 (26,3±6,2)c 

LC VIT 80 40 (50,0±6,2)b   22 (55,0±4,8)cd 18 (45,0±4,8)cd   9 (22,5±8,9)ab 9 (22,5±5,8)bc 

R VIT 81 46 (56,7±10,5)b   21 (45,7±10,6)d 25 (54,3±10,6)d   12 (26,1±6,3)ab 10 (21,7±7,7)c 

LC+R VIT 78 44 (56,4±14,5)b   27 (61,4±12,7)bcd 17 (38,6±12,7)bcd   5 (11,4±10,0)ab 8 (18,2±3,2)b 

abcd Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças  (P<0,05).  
 

*Porcentagens referentes ao número de ovócitos alcançando MII.  
CTR: grupo controle; LC: suplementação com 3.72 mM LC; R: suplementação com 1µM R; LC+R: suplementação com 3.72 mM 
LC e 1µM R. CTR Vit, LC Vit, R Vit, LC+R Vit: Ovócitos vitrificados e aquecidos, maturados nas mesmas condições de seus 
respectivos controles.  
** Porcentagem referente aos fusos anormais. 

 

5.1.2 Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + Resveratrol 

durante a MIV na fragmentação de DNA, em ovócitos bovinos maturados, frescos ou 

vitrificados. 

   De acordo com a figura 3.2, a fragmentação do DNA foi detectada em todos os 

grupos de ovócitos frescos, de todos os tratamentos. Ovócitos do grupo L + R, apresentaram a 

menor taxa (P<0,05) de fragmentação do DNA (1,6%). Além desta diferença, não foram 

encontradas diferenças entre todos os outros grupos, frescos ou vitrificados (P>0,05). 
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Figura 3.2. Porcentagem de ovócitos com a fragmentação do DNA. Os dados são a porcentagem ± D.P. 
ab Letras diferentes indicam diferenças significativas (P <0,05). CTR: grupo controle (n = 59); LC: MIV 
suplementação com 3,72 mM de (n = 43); R: MIV suplementado com 1µM de R (n = 58); LC + R: MIV 

suplementado com 3,72 mM de LC e 1 µM de R (n = 61). CTR Vit (n = 67), LC Vit (n = 49), R Vit (n = 52), LC 
+ R Vit (n = 59): Grupos vitrificados e aquecido, após a maturação in vitro nas mesmas condições de seus 

respectivos controles. 

 

5.1.3 Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + Resveratrol 

durante a MIV na ativação das Caspases, em ovócitos bovinos frescos ou vitrificados. 

 

  Como apresentado na Tabela 3.3, a ocorrência da apoptose precoce, medida pela 

marcação da Caspase ativa, foi detectada entre 1,2-2,6% nos grupos de ovócitos frescos, sendo 

semelhante entre os mesmos (P>0,05). Para ovócitos vitrificados, as taxas mais elevadas 

(P<0,05) de apoptose foram detectados no grupo CTR VIT. Enquanto os demais grupos, não 

apresentaram diferenças entre frescos e vitrificados (P> 0,05). O grupo R-VIT apresentou os 

menores índices de apoptose (1,30%), que não diferem (P> 0,05) do grupo CTR. Quanto à 

viabilidade dos ovócitos medida pelo Iodeto de Propídeo, foram observadas porcentagens mais 

elevadas (P< 0,05) de ovócitos mortos para todos os grupos de ovócitos vitrificados quando 

comparado com os seus homólogos frescos, com taxas que variam de 6,6% a 9,2%. 
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Tabela 3.3. Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + 
Resveratrol durante a MIV. Número total (N), porcentagem ± desvio padrão (%±DP) de 
ovócitos normais (FLICA-/PI-), com ativação de Caspases (FLICA+/PI-) ou mortos (PI+), 
frescos ou vitrificados, após a coloração com FLICCA/Hoechst 33342/PI. 

 Grupo 
Total FLICA−/PI-    FLICA+/PI-   PI+  

N N(%± DP)   N(%± DP)   N(%± DP) 

CTR 69 68(98,6±2,7)   1(1,4±2,7)a    0(0,0±0,0)a  

LC 79 78(98,7±2,1)   1(1,3±2,1)a    0(0,0±0,0)a  

R 77 74(96,1±2,6)   2(2,6±3,1)ab    1(1,3±2,0)ab  

LC+R 84 82(97,6±3,9)   1(1,2±2,0)a    1(1,2±2,0)ab  

CTR VIT 73 61(83,6±3,8)   6(8,2±2,5)b    6(8,2±2,9)c  

LC VIT 74 66(89,2±4,6)   3(4,1±2,3)ab    5(6,8±3,2)bc  

R VIT 80 73(91,3±6,3)   1(1,3±2,5)a    6(7,5±4,6)c  

L+R VIT 76 67(88,2±6,6)   2(2,6±3,8)ab    7(9,2±7,6)c  

abc Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P<0,05).  
 

CTR: grupo controle; LC: suplementação com 3.72 mM LC; R: suplementação com 1µM R; LC+R: 

suplementação com 3.72 mM LC e 1µM R. CTR Vit, LC Vit, R Vit, LC+R Vit: Ovócitos vitrificados e aquecidos, 

maturados nas mesmas condições de seus respectivos controles. 

 

5.1.4 Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + Resveratrol 

durante a MIV na expressão gênica, em ovócitos bovinos frescos ou vitrificados. 

  Para os ovócitos frescos, nenhuma diferença (P>0,05) entre os tratamentos foi 

observada (Figura 3.3) na expressão de todos os genes avaliados (ACACA, SLC2A1, PLIN2, 

HSP1A, GPX1 e SOD1). Por outro lado, a vitrificação e aquecimento alterou a expressão dos 

genes ACACA, SLC2A1, GPX1 e SOD1 (P<0,05). Em contraste, não foram observadas 

diferenças significativas (P>0,05) na expressão de PLIN2 e HSP1A em ovócitos vitrificados, 

em comparação com os grupos de fresco. A maior expressão de ACACA (P<0,05) foi observada 

para os ovócitos maturados com LC + R VIT. A expressão de SOD1 foi superior (P<0,05) nos 

grupos CTR VIT e LC + R VIT. Enquanto que não foram observadas diferenças nos níveis de 

expressão de SOD1 (P>0,05) para os ovócitos dos grupos LC VIT ou R VIT. Em contraste, a 

expressão do SLC2A1 foi diminuída (P<0,05) no CTR VIT e LC+R VIT, mas não foram 

observadas diferenças (P<0,05) para os tratamentos LC VIT ou R VIR. Com relação ao GPX1, 

apenas os grupos CTR VIT e R VIT, apresentaram níveis mais baixos (P<0,05) de expressão. 
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5.1.5 Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + Resveratrol 

durante a MIV no desenvolvimento embrionário, em ovócitos bovinos frescos ou vitrificados 

  Independente da suplementação durante a MIV, ovócitos vitrificados 

apresentaram menores taxas (P<0,05) de clivagem em D2 e de desenvolvimento embrionário 

em D7 e D8 (Tabela 3.4). No entanto, porcentagens de blastocistos eclodidos em D8 foram 

mais elevadas (P<0,05) nos grupos LC VIT e LC+R VIT, em comparação aos outros grupos 

vitrificados. Os grupos de ovócitos frescos, LC e R foram os que entre todos apresentaram as 

maiores (P<0,05) taxas de eclosão em D8.  
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Figura 3.3. A expressão relativa de ACACA, PLIN2, SLC2A, HSPA1A, GXP1 e SOD1, em ovócitos bovinos 
maturados in vitro na presença de 3,72 mM de LC e / ou 1µM de R. Em ovócitos frescos ou vitrificados. Os 

dados são a média relativa ± E.P. abc Letras diferentes indicam diferenças significativas (P <0,05) na expressão de 
um determinado gene. 

  



75 
 

 

Tabela 3.4. Efeito da suplementação com L-Carnitina, Resveratrol ou L-Carnitina + 
Resveratrol durante a maturação in vitro (MIV). Número total (N), porcentagem ± desvio 
padrão (% ± DP) de clivagem em D2, no estágio de blastocisto em D7 e D8, para os ovócitos 
dos grupos frescos ou vitrificados. 

Grupos 
Ovócitos 

N 

Clivados D2* 
  Blastocistos D7   Blastocistos D8 

  Total* Expandidos **   Total* Eclodidos *** 

 N (%±DP)    N (%±DP)  N (%±DP)    N (%±DP)  N (%±DP) 

CRT 138 110 (79,7±7,1)a   28 (20,3±2,6)a 12 (42,8±14,0)b   28 (20,3±2,6)a 10 (35,7±14,3)b 

LC 130 110 (84,6±4,5)a   37 (28,5±3,5)a 22 (59,6±11,8)ab   37 (28,5±3,5)a 25 (67,6±7,9)a 

R 149 124 (83,2±2,9)a   36 (24,2±6,4)a 23 (63,81±13,7)a   36 (24,2±6,4)a 19 (52,8±6,0)ab 

LC+R 128 103 (80,5±7,6)a   31 (24,2±5,5)a 16 (51,6±13,7)ab   31 (24,2±5,5)a 13 (41,9±15,0)b 

CRT VIT 123 34 (27,6±9,0)b   3 (2,4±2,6)b 0   3 (2,4±2,6)b 0 

LC VIT 112 38 (33,9±8,5)b   5 (4,5±4,0)b 0   5 (4,5±4,0)b 1 (20,0±24,5)c 

R VIT 123 45 (36,6±10,9)b   4 (3,3±2,6)b 0   4 (3,3±2,6)b 0 

LC+R VIT 115 40 (34,8±9,4)b   3 (2,6±3,5)b 0   3 (2,6±3,5)b 1 (33,3±12,2)c 

abc Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P<0,05).  
 
*Porcentagens de blastocistos em D7 e D8 refere-se ao número total de ovócitos. **Porcentagens de blastocistos 
expandidos em D7 refere-se ao número total de embriões em D7. *** Porcentagem de blastocistos eclodidos em 
D8 refere-se ao número total de embriões em D8. 
 
 CTR: grupo controle; LC: suplementação com 3.72 mM LC; R: suplementação com 1µM R; LC+R: 
suplementação com 3.72 mM LC e 1µM R. CTR Vit, LC Vit, R Vit, LC+R Vit: Ovócitos vitrificados e aquecidos, 
maturados nas mesmas condições de seus respectivos controles. 
 

5.2 Discussão 

 

  Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adição de L-Carnitina, 

Resveratrol e a interação dos dois compostos durante a maturação in vitro, visando aumentar a 

resistência de ovócitos bovinos  à criopreservação. Para isto foram avaliadas a estrutura dos 

fusos meióticos e cromossomos, a apoptose, a expressão gênica e o potencial de 

desenvolvimento embrionário após os diferentes tratamentos. 

 Os resultados mostraram que nem a suplementação de L-Carnitina, L-Carnitina 

+Resveratrol ou Resveratrol foram capazes melhorar a maturação nuclear de ovócitos bovinos. 

Tampouco tiveram efeito sobre o processo de apoptose. Vários estudos têm relatado efeitos 

benéficos da suplementação na MIV com L-Carnitina, em suínos (Somfai et al., 2011) e bovinos 

(Phongnimitr et al., 2013) na taxa de maturação. Em contraste, os nossos resultados são 

semelhantes aos relatados por outros autores que não observaram melhora na taxa de maturação, 

após a suplementação da MIV com L-Carnitina (You et al., 2012) ou através da suplementação 
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com diversas concentrações de Resveratrol em suínos (Kwak et al., 2012) ou 

caprinos(Mukherjee et al., 2014).  

 Diferentes estudos, têm demonstrado que a suplementação do meio de MIV com 

L-Carnitina ou Resveratrol aumenta o desenvolvimento de blastocistos após a fecundacao in 

vitro, em bovinos (Phongnimitr et al., 2013; Wang et al., 2014), ou suplementação de L-

Carnitina em suínos (Wu et al., 2011). Quanto a taxa de clivagem em D2 ou produção 

embrionária em D7 não foram observadas diferenças entre os grupos. No entanto, no presente 

estudo foi observado que a capacidade de eclosão dos blastocistos de D8 foi maior para os 

ovócitos tratados com L-Carnitina. Uma possivel justificativa para a baixa produção 

embrionária obtida seria que os ovócitos utilizados em nosso estudo foram obtidos de ovários 

de novilhas. Essa categoria de ovócitos possuem menor capacidade de desenvolvimento 

embrionário comparado aos de vacas [Revisado por Morato el al. (2010)]. A produção de GSH 

é um indicador de qualidade pós maturação ovocitária, e tem uma alta correlação com a 

formação de blastocistos (Abazari-Kia et al., 2014). Esse aumento das taxas de eclosão no grupo 

de ovócitos frescos e maturados na presença de L-Carnitina, sugerem que a mesma  poderia ter 

auxiliado na melhora do desenvolvimento embrionário talvez pelo aumento de GSH. 

 Os procedimentos de vitrificação e aquecimento afetaram os ovócitos de todos 

os tratamentos, diminuindo a porcentagem de ovócitos com morfologia do fuso normal. Esses 

resultados confirmam o relatado em outros estudos que a vitrificação do ovócito MII afeta o 

alinhamento dos cromossomos e fusos meióticos (Albarracin et al., 2005; Arcarons et al., 2015). 

No entanto, a suplementação com L-Carnitina ou ambas as substâncias durante a MIV elevou 

a proporção de ovócitos com distribuição de microtúbulos e cromossomos normais, à níveis 

comparáveis aos ovócitos do grupo CTR. É possível que a melhora na morfologia do fuso 

meiótico e no alinhamento cromossômico causado pela suplementação com L-Carnitina 

durante a MIV, pode ter contribuído para aumentar a capacidade os embriões de eclodirem em 

D8. Já que em camundongos (Moawad et al., 2014) a suplementação L-Carnitina durante a 

MIV, diminui a desorganização dos fusos. 

 Quando a apoptose foi medida pela fragmentação de DNA, os grupos não 

diferiram entre si, independente da vitrificação. Porém, quando a atividade da caspase foi 

avaliada, o tratamento com L-Carnitina e/ou Resveratrol antes da vitrificação não diferiu do 

controle de ovócitos frescos (CTR), enquanto o controle de ovócitos vitrificados mostraram as 

maiores porcentagens de ativação caspase. Isto sugere que apesar da técnica de TUNEL  ser 

frequentemente utilizada para embriões (Morato et al., 2010), é menos sensível para detectar  

apoptose em ovócitos bovinos. O papel da mitocôndria no desencadeamento da apoptose é 
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crucial, uma vez que essa organela está envolvida na liberação  de fatores pré-apoptóticos 

dentro do citoplasma , tal como citocromo C, que é  diretamente responsável pela ativação da 

cascata de caspases (Rojewski et al., 2004; Gupta et al., 2015). Embora uma redução 

significativa da apoptose por meio da via mitocondrial pela suplementação de L-Carnitina na 

MIV em camundongos (Pillich et al., 2005) e suínos (Wu et al., 2011), nenhum estudo avaliou 

o efeito da adição de L-Carnitina na apoptose de ovócitos bovinos durante a MIV. Considerando 

os seus efeitos, era esperado que a L-Carnitina quando associada a suplementação de 

Resveratrol durante a maturação diminuisse a incidência de apoptose após a vitrificação. Isso 

porque na literatura o tratamento com resveratrol proporciona diversos benefícios para a saúde. 

Agindo tanto como agente pró-apoptóticos como anti-apoptóticos (Das, M. et al., 2010; Das, S. 

K. et al., 2010; Das et al., 2011; Das et al., 2015). Além disso, foi relatado que o resveratrol 

suplementado aos meios de maturação e de vitrificação na concentração de 2 µM, foi capaz de 

diminuir a porcentagem de ovócitos em apotose (Giaretta et al., 2013). 

 Como descrito recentemente para embriões bovinos (De Oliveira Leme et al., 

2015) a criopreservação de ovócitos é capaz de afetar a expressão gênica de diferentes vias com 

as de estresse oxidativo, apoptóticas e do ciclo celular (Ebrahimi et al., 2010; Dai et al., 2015; 

Faheem et al., 2015). Estas alterações, aumentando ou diminuindo a expressão, ocorrem 

possivelmente por duas maneiras, (1) degradação do mRNA presente no momento da 

vitrificação, ou (2) aumentando ou diminuindo a transcrição gênica em algumas vias (Spricigo 

et al., 2014). O desenvolvimento do ovócito depende da acumulação de transcritos durante a 

ovogênese (Barnes et al., 2000). O acúmulo insuficiente ou diminuição do conteúdo de mRNA 

são considerados os principais responsáveis pelo comprometimento do desenvolvimento 

embrionário após a FIV (Albuz et al., 2010). Nossa hipótese era que a L-Carnitina pudesse 

resultar em um aumento de β- oxidação e consequentemente de ATP. Além, de atuar na redução 

do número e tamanho de gotas lipídicas. Da mesma forma, com a suplementação de 

Resveratrol, esperava-se um aumento de GSH e diminuição de ROS. Em todos os ovócitos dos 

grupos não vitrificados nenhuma diferença foi observada na expressão dos genes investigados 

nas vias de: metabolismo de lipídeo (PLIN2, ACACA), metabolismo de glicose (SCL2A1), 

estresse oxidativo (GPX-1, SOD-1) e estresse térmico (HSP1A1). Entretanto, quando 

comparados com ovócitos frescos, os ovócitos vitrificados e aquecidos foram afetados 

negativamente. O fato é que não foi possível provar os efeitos benéficos dos tratamentos, em 

preservar os ovócitos dos efeitos sofridos na vitrificação. Além disso, a interação de L-carnitina 

e Resverartol, durante nossos estudos sempre observamos efeitos antagônicos, sugerindo que 

quando estas duas moléculas são associadas durante a MIV não há uma proteção contra o EROs 
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ou estímulo a oxidação de ácidos graxos de uma maneira eficiente ou de forma apropriada. 

Apesar uma grande liberação de EROs pode comprometer componentes celulares, uma 

liberação moderada de EROs pela mitocôndria pode induzir a ativação de vias protetoras de 

comprometimento celular (Trachootham et al., 2008). Apesar disto, a L-Carnitina de forma 

isolada modificou a expressão de SOD1 e GPX1 em ovócitos após a vitrificação, que 

apresentaram nível de transcritos semelhantes aos de ovócitos frescos, sugerindo uma possível 

prevenção contra a oxidação.   
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6 CONCLUSÕES 

 

 

  A vitrificação compromete de forma severa, diversas estruturas de ovócito MII 

bovino. A suplementação do meio de maturação com L-Carnitina e/ou Resveratrol não foi 

suficiente para aumentar o desenvolvimento embrionário, a partir de ovócitos vitrificados, após 

a fecundação e cultivo in vitro. Porém, a L-Carnitina de forma isolada ou em associação com o 

Resveratrol, foi capaz de modificar a expressão gênica, aumentar a proteção contra a 

desorganização dos fusos meióticos e aumentar a taxa de eclosão dos blastocistos em D8.  
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1 RESUMO 

 

  O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos diferentes sistemas de 

maturação na resistência do ovócito após a vitrificação e sobre o perfil fosfolipídico da 

membrana plasmática (MP) ovocitária. Quatro diferentes sistemas de maturação foram 

testados: 1) maturação in vitro utilizando ovócitos imaturos aspirados de ovários de abatedouros 

(CONT; n = 136); 2) maturação in vitro utilizando ovócitos imaturos obtidos por ovum pick-up 

(OPU) de novilhas não estimuladas (IMA; n = 433); 3) maturação in vitro utilizando ovócitos 

imaturos obtidos por OPU de novilhas estimuladas (FSH; n = 444); e 4) maturação in vivo 

utilizando ovócitos obtidos de novilhas estimuladas 24 horas antes da injeção de GnRH (MII; 

n = 658). As amostras dos ovócitos maturados de cada grupo fresco foi analisada por ionização 

dessorção a laser assistido por matrix - tempo de vôo (MALDI-TOF) para determinar a 

composição da MP. Depois, a metade dos ovócitos maturados de cada grupo foi vitrificada/ 

aquecida (CONT VIT, IMA VIT, FSH VIT e MII VIT), enquanto a outra metade foi utilizada 

a fresco como controle.  Em seguida, os oito grupos foram submetidos à FIV e CIV, e o 

desenvolvimento do blastocisto foi avaliado no D2, D7 e D8.  Já para comparar o 

desenvolvimento embrionário entre os grupos foi utilizado o teste do qui-quadrado. A 

intensidade correspondente de íons fosfolipídios foi expressa em unidades arbitrárias, e na 

sequência de análise dos componentes principais (CPA) os dados foram distribuídos em gráfico 

3D. Os ovócitos obtidos de animais superestimulados mostraram uma taxa de desenvolvimento 

maior (P<0.05) para todos os grupos (CONT VIT = 2.8±3.5%, IMA VIT = 2.9±4.0%, FSH VIT 

= 4.3±7.2% e MII VIT = 3.6± 7.2%). MALDI-TOF revelou que os ovócitos de todos os grupos 

maturados tiveram o mesmo conteúdo fosfolipídico, exceto para 760.6 ([PC (34:1) + H]+ ), que 

foi mais altamente expresso em MII comparado ao FSH (P<0,05). Os resultados sugerem que 

embora os sistemas de maturação melhorem o desenvolvimento embrionário, eles não mudam 

a composição da MP nem a resistência dos ovócitos bovinos a vitrificação. 
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2 ABSTRACT 

 

 

   In the last decade, vitrification methodologies emerged as promising strategies 

for embryos and oocyte cryopreservation. However, it is not yet an efficient technique for 

bovine oocytes. The maturation conditions and some of bovine oocyte characteristics such the 

plasma membrane phospholipid composition could explain the difficulty to cryopreserve this 

cell type. The objective of this experiment was to evaluate the effect of different maturations 

system on the membrane phospholipid profile and manly on oocyte resistance after vitrification. 

Four different maturation systems were tested: 1) immature oocytes aspirated from 

slaughterhouse ovaries (CONT group); 2) immature oocytes obtained by ovum pick up (OPU) 

from unstimulated heifers (IMA group); 3) immature oocytes obtained by OPU from stimulated 

heifers (FSH group) and 4) in vivo matured oocytes obtained from stimulated heifers 24 hours 

after GnRH (MII group). Immature oocytes were subjected to in vitro maturation for 24 hours. 

For the membrane phospholipid composition determination, matured oocytes from each group 

were collected for Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight (MALDI-

TOF). At the end of maturation, half of the oocytes in each group were vitrified/warmed (CONT 

VIT, IMA VIT, FSH VIT and MII VIT). Afterwards, the 8 groups underwent IVF and IVC, 

and embryo development was assessed at D2, D7 and D8. Embryo development was compared 

using LSMEANS procedures with a Chi-square test with a 5% significance level. For MALDI-

TOF, ion intensity was expressed in arbitrary units and was distributed in a 3D PCA. Fresh 

oocytes showed higher developmental capacity at D2, D7 and D8 compared to all vitrified 

groups (P<0.05). Oocytes obtained from superstimulated animals (MII and FSH) had higher 

developmental rates (P<0.05) at D7 and hatching at D8 (P<0.05) compared to those obtained 

from unstimulated animals (CONT and IMA). MALDI-TOF revealed that oocytes from all 

maturation groups had similar phospholipid content, and the only difference was that the MII 

group presented a lower intensity (P<0.05) of 760.6 ions ([PC (34:1) + H]+) compared to FSH. 
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The results suggest that the low efficiency of bovine oocyte vitrification is not related to 

maturation system and is probably due to other oocyte characteristics, which may be shared by 

other species as well. 

Key words: Immature, bovine, oocyte, in vivo maturation.  
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

  A capacidade de preservar gametas femininos é uma parte integrante das técnicas 

de reprodução assistida (TRAs), uma vez que tem um grande impacto nos programas de 

conservação animal, programas de melhoramento animal, e também na reprodução humana 

assistida (Kuwayama et al., 2005; Zhou et al., 2010). 

 Raças e espécies ameaçadas podem ser regeneradas se ambos, espermatozoide e 

ovócitos, forem recuperados. Além disso, a criopreservação eficaz de ovócitos pode também 

facilitar as técnicas de reprodução assistida e pode ser utilizada para resgatar gametas quando 

fêmeas morrem inesperadamente. Para a produção animal, a criopreservação é crucial para 

superar os problemas de logística associado com o número de ovócitos recuperados, transporte 

ao laboratório e a disponibilidade de receptoras necessários para transferir os embriões 

produzidos. Além disso, a criopreservação de ovócitos permite o armazenamento de material 

genético não fecundado de uma fêmea até que seu potencial possa ser avaliado, permitindo a 

comercialização posterior, evitando o transporte de animais e os riscos sanitários. 

 Até hoje, a criopreservação de ovócitos é uma técnica ineficaz para a maioria 

dos animais domésticos. A capacidade dos ovócitos criopreservados para alcançar o 

desenvolvimento embrionário posterior é insatisfatória na maioria das espécies de produção. 

Esta alta sensibilidade para a criopreservação de ovócitos pode ser explicada pelas suas 

características morfológicas e funcionais únicas, tais como o tamanho celular, o volume de 

água, que levam a desorganização do citoesqueleto e vacuolização e degeneração do citoplasma 

(Vieira et al., 2002; Men et al., 2005; Horvath et al., 2006; Morato et al., 2008a; b; 

Anchamparuthy et al., 2009; Chamayou et al., 2011; Shirazi et al., 2012). Portanto, os ovócitos 

criopreservados sofrem danos morfológicos e funcionais graves que podem ser exacerbados, 

especialmente nos animais domésticos, devido ao alto teor de lipídeos no citoplasma, mas 

também pela composição de fosfolipídeos de membrana (Mcevoy et al., 2000). 
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 Atualmente a vitrificação é o método mais utilizado para preservar ovócitos. 

Apesar de já estar bem estabelecida para ovócitos humanos (Chang et al., 2008; Chian et al., 

2009), os resultados em bovinos ainda são muito ineficientes  (Zhou et al., 2010; Spricigo et 

al., 2012). Quando se compara ovócitos humanos aos ovócitos bovinos, observa-se que as 

diferenças mais evidentes entre eles são: o sistema de maturação, que normalmente é in vivo 

para humanos(Chang et al., 2008) e in vitro para bovinos;  a quantidade de lipídios 

citoplasmáticos (Mcevoy et al., 2000), que é muito maior em bovinos do que em humanos; além 

das diferenças da composição da membrana plasmática (Ferreira et al., 2010).  

Portanto, na tentativa de melhorar os resultados em bovinos essas características 

deveriam ser levadas em conta.   

  

 Na última década, muitos esforços foram feitos para aumentar a eficiência da 

vitrificação de ovócitos de animais domésticos (Vieira et al., 2002; Kuwayama et al., 2005) 

incluindo o uso de agentes de estabilização de citoesqueleto (Morato et al., 2008c), 

antioxidantes (Dalvit et al., 2005), agentes lipolíticos (Men et al., 2006; Moawad et al., 2013) 

e modificadores de membrana plasmática (MP) (Horvath et al., 2006; Spricigo et al., 2012). 

Modificar a MP pode afetar a permeabilidade celular e melhorar as trocas de água e 

crioprotetores (Horvath et al., 2006). Fosfolipídios, particularmente fosfatidilcolina (PC) e 

esfingomielina (SM), são unidades estruturais da MP funcional, e sua composição determina a 

maioria das propriedades físico-química da membrana, incluindo a fluidez, permeabilidade e 

comportamento de fase de transição lipídica (Edidin, 2003). Essa composição também pode 

variar de acordo com a espécie, raça ou mesmo com as condições de cultivo (Sudano et al., 

2012), o que a torna um alvo quando se quer induzir mudanças.  

 Todas essas alternativas já foram testadas para aumentar a crioresistência de 

ovócitos bovinos, entretanto o uso de ovócitos maturados in vivo, que supostamente teriam 

melhor qualidade e responderiam melhor a vitrificação ainda não foi relatado em bovinos. 

Sudano et al. (2012) mostraram que a origem do embrião, ou seja, ser produzido in vivo ou in 

vitro, afeta a composição lipídica. Entretanto, não se sabe como a composição fosfolipídica da 

membrana de ovócitos bovinos é afetada pelo sistema de maturação.  

 O principal objetivo do experimento foi comparar a resistência à vitrificação de 

ovócitos bovinos maturados em diferentes sistemas avaliando o desenvolvimento e a qualidade 

de blastocisto produzidos in vitro. Além do objetivo principal, o experimento também focou no 

efeito dos diferentes sistemas de maturação sobre a fisiologia do ovário de novilhas Nelore, 

acompanhando a população folicular, tamanho e vascularização dos folículos antes da OPU, a 
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qualidade do ovócito e a composição lipídica na membrana. Utilizou-se o sistema de maturação 

in vivo como o “sistema ideal”, o que resultaria em ovócitos com maior capacidade de 

desenvolvimento embrionário (Van De Leemput et al., 1999; Dieleman et al., 2002; Tesfaye et 

al., 2009) e, consequentemente maior resistência à vitrificação.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

  Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as leis brasileiras para 

a ética animal e pesquisa em saúde, aprovados pelo Comitê de Experimentação e Uso Animal 

(CEUA), do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, sob o protocolo 

UnBDOC (processo número 132157 / 2012). 

  Salvo quando especificado, todos os reagentes foram adquiridos junto à Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Dispositivos de vitrificação foram adquiridos com a Ingámed 

(Maringá, PR, Brasil). Os meios para produção de embriões, incluindo maturação, fecundação 

e cultivo in vitro foram produzidos pela Geneal (Geneal, Genética Animal, Uberaba-MG, 

Brasil). 

 

4.1 Delineamento experimental  

 

  Antes de iniciar o experimento, um pré-experimento foi realizado para 

determinar o melhor intervalo para executar a OPU de ovócitos maturados in vivo. 

Resumidamente, as novilhas foram sincronizadas, superestimuladas e receberam a 

administração de GnRH, tal como descrito abaixo, no protocolo de maturação in vivo. Após a 

administração de GnRH, 20 (n = 5) ou 24 horas (n = 5) mais tarde, os animais foram submetidos 

a OPU, e os CCOs recuperados foram desnudados e avaliadas para a presença do corpúsculo 

polar. Em seguida, estes foram fixados e corados para determinação da fase meiótica. O grupo 

que apresentou maior percentual de ovócitos no estágio MII foi escolhido para o experimento. 

 A Figura 4.1. resume o delineamento experimental. Para avaliar se o sistema de 

maturação afetou a viabilidade dos ovócitos após vitrificação / aquecimento e composição da 

membrana fosfolipídica, foram utilizados 1562 ovócitos. Três sistemas de maturação foram 
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avaliados: 1) a maturação in vitro de ovócitos obtidos pela OPU de novilhas não estimuladas 

(IMA); 2) a maturação in vitro de ovócitos obtidos por OPU de novilhas estimuladas, em que a 

OPU foi realizada 12 horas após a última administração de FSH (FSH); 3) a maturação in vivo 

em que os ovócitos foram obtidos a partir de novilhas estimuladas, com OPU realizada 24 horas 

após a administração de um análogo de GnRH (MII). Um quarto grupo foi também utilizado 

em todas as réplicas como um grupo controle do laboratório (CONT), consistindo da maturação 

in vitro de ovócitos aspirados de ovários de abatedouro. 

 O experimento foi conduzido em 9 repetições, com 5 animais em cada um dos 

três grupos sendo submetido a OPU em cada repetição, de tal maneira que os animais de todos 

os grupos estavam presentes na repetição. Para os grupos IMA e FSH (ovócitos imaturos), os 

CCOs foram recuperados, selecionado, transferido para o meio MIV e maturados durante 24 

horas. Para o grupo maturado in vivo (MII), as novilhas foram submetidas à OPU 24 horas mais 

tarde do que para os outros dois grupos. 

 Pouco antes de cada seção de OPU, ambos os ovários dos animais dos grupos 

IMA, FSH e MII foram avaliados usando um ultrassom com Color Doppler (30 MyLab Vet 

Ouro, Esaote, Itália). Os ovários foram digitalizados e os folículos foram contados e 

classificados de acordo com a intensidade da vascularização sanguínea. 

 Os ovócitos de todos os tratamentos foram classificados como viáveis ou não 

viáveis. Para ovócitos dos grupos IMA e FSH, apenas aqueles com mais de três camadas de 

células cumulus e citoplasma homogêneo foram classificados como viáveis e para o grupo MII, 

apenas a ovócitos com citoplasma homogêneo, apresentando a primeira extrusão do corpúsculo 

polar e / ou expansão das células do cumulus.  

 Após a  maturação in vivo ou in vitro, metade dos ovócitos de cada tratamento 

foram vitrificados (VIT) e imediatamente aquecidos (CONT-VIT, -ima-VIT, -FSH-VIT e MII-

VIT). A outra metade foi mantida na bancada durante a vitrificação/aquecimento dos grupos 

contemporâneos. Para ser consistente durante todo o experimento, apenas CCOs com um 

corpúsculo polar visível e/ou a expansão das células do cumulus, foram classificados como 

maturados in vivo e foram usadas no grupo MII. Após o aquecimento, os ovócitos 

criopreservados e seus controles frescos foram submetidos a fecundação in vitro e cultivo de 

embriões. A taxa de clivagem foi avaliada 48 horas após a fecundação (D2) e o 

desenvolvimento embrionário foi avaliado em D7 e D8. No D8, os embriões foram medidos e 

corados para contar o número total de células. 
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  Amostras de ovócitos frescos (n = 15/tratamento) de cada grupo foram coletadas 

para avaliação de fosfolipídeos utilizando os perfis de espectrometria de massa (MALDI / 

TOF). 

 

Figura 4.1. Esquema representativo do desenho experimental.  

 

4.2 Obtenção de ovócitos de abatedouro 

 

   Os ovários (Bos indicus) foram coletados imediatamente após o abate e 

transportadas para o laboratório em solução salina (NaCl a 0,9%) suplementado com penicilina 

G (100 UI /mL) e sulfato de estreptomicina (100 g/mL) a 35 ° C. Os complexos cumulus 

ovócitos (CCOs) foram aspirados de folículos de 3 a 8 mm de diâmetro com uma agulha de 

calibre 18G e transferidos para um tubo cônico de 15 mL. Os CCOs foram recuperados e 

selecionados em meio de manutenção, consistindo de TCM-199 tamponado com HEPES 

(Gibco BRL, Burlington, ON, Canadá) suplementado com 10% de soro fetal bovino [SFB 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)]. Somente CCOs com citoplasma homogêneo e, pelo menos, 

três camadas de células de cumulus foram usadas para os experimentos. Após seleção, os 

ovócitos foram submetidos a maturação in vitro. 
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4.3 Recuperação de ovócitos por OPU 

 

  Foram utilizadas 43 novilhas da raça Nelore (Bos taurus indicus), com cerca de 

2 anos de idade e com condições corporais semelhantes. As novilhas foram mantidas em 

pastagem de Brachiaria sp., suplementada com silagem de milho, sal e água ad libitum. As 

novilhas foram distribuídas aleatoriamente em três grupos experimentais (n = 14; n = 14 e n = 

15) em um estudo “crossover” com um intervalo mínimo entre repetições de 30 dias. 

  Para OPU, foi utilizada uma guia de aspiração (WTA, Brasil) acoplada a um 

transdutor convexo de 7,5 MHz (Aloka, UST 9125, Japão). Os CCOs recuperados foram 

selecionados sob um microscópio estereoscópico (Zeiss ® - Stemi SV6, Alemanha) e 

submetidos à MIV e/ ou vitrificação. 

 

4.4 Maturação in vitro  

 

  CCOs selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 25-30 para uma 

gota de 200 mL de meio de maturação, sob óleo de silicone e incubadas durante 22 h a 39 °C 

com 5% de CO2, em ar. O meio de maturação consistiu de TCM -199 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA) suplementado com 10% (SFB, 0.01 UI/mL de FSH, 0,1 mg /mL de L-glutamina e 

antibióticos (amicacina, 0,075 mg/mL). 

 

4.5 Sincronização de estro, estimulação ovariana e maturação in vivo  

 

  Após estabelecer o momento apropriado para a recuperação de ovócitos 

maturados in vivo (Van De Leemput et al., 1999; Rizos et al., 2002), todos os animais foram 

submetidos a protocolos idênticos para a sincronização do estro. Os animais receberam uma 

injeção de 2 mg de benzoato de estradiol (i.m., BE Ric-; Syntex, Buenos Aires, Argentina) e a 

inserção de um dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest; Ourofino, Cravinhos-SP, 

Brasil), sendo esse momento considerado o D-10 do protocolo. Cinco dias mais tarde (D-5), os 

animais receberam uma injeção de 0,150 mg de prostaglandina PGF2 (d-cloprostenol, Prolise® 

ARSA SRL, Argentina). No dia -2, os implantes de progesterona foram removidos, e no dia -

1, 1 mg de benzoato de estradiol foi injetado (i.m.). O D0 do protocolo foi considerado o início 

do tratamento. 
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  No Dia 8, todos os folículos com um diâmetro maior do que 5 mm, foram 

puncionados por OPU. Imediatamente após a ablação, os animais receberam um dispositivo 

intravaginal d de progesterona. Para os animais não estimulados (grupo IMA), 108 horas após 

a inserção do dispositivo de progesterona, 0,150 mg de PGF2a (i.m) foi administrada. Após 72 

h, o dispositivo de progesterona foi removido e a OPU realizada. Todos os folículos presentes 

nos ovários maiores do que 3 mm, foram aspirados. 

 Nos outros dois grupos, dois dias após a ablação (D10), os animais foram 

superstimulados com um total de 80 mg de pFSH (Folitropin-V; Bioniche Animal Health 

Canada Inc., Belleville, Canadá) em doses decrescentes, recebendo duas aplicações por dia ao 

longo de quatro dias. A luteólise foi induzida com 0,150 mg de PGF2a (i.m.), administrada 

junto à quinta aplicação de pFSH. Na última aplicação, o dispositivo de progesterona foi 

removido e a OPU realizada. 

  Para a obtenção de ovócitos maturados in vivo (grupo MII), simultaneamente 

com a última injeção de FSH e a remoção do dispositivo de progesterona, foi administrado 

0,025 mg (i.m.) de lecirelina (Gestran ®, Tecnopec, São Paulo, Brasil), um análogo da GnRH. 

A OPU foi realizada 24 horas depois, e os folículos maiores do que 6 mm foram aspirados.  

 

4.6 Avaliação da vascularização folicular com o Color Doppler 

 

  Em todos os tratamentos, os ovários foram avaliados imediatamente antes do 

procedimento de OPU. Foi utilizado para a avaliação a ultrassonografia com Color Doppler 

com uma sonda linear de 7,5 MHz. A vascularização foi observada e classificada de acordo 

com Matsui et al. (2009) do seguinte modo: 3- vascularização ausentes, não foram observadas 

imagens coloridas em torno do folículo; 2- vascularização intermediária, com imagens 

coloridas parciais; e 1- vascularização intensa, quando o folículo foi completamente cercado 

por imagens coloridas (Figura 4.2). 
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Figura 4.2. Imagem do ultrassom Color Dopller, indicando folículo com irrigação ausente (a), irrigação 

intermediária (b) e com irrigação intensa (c). 
 

4.7 Fecundação (FIV) e cultivo in vitro de embriões (CIV) 

 

   Após a maturação, CCOs (grupos de 25 a 30) foram transferidos para uma gota 

de 200 mL de meio de fecundação. Foi utilizado para a fecundação sêmen congelado de um 

touro Nelore, previamente testado em nosso laboratório. Espermatozoides móveis foram 

obtidos pelo método de Percoll (Machado et al., 2009) e foram adicionados às gotas contendo 

CCOs a uma concentração final de 1 × 106 espermatozoides mL-1. O meio de fecundação  foi 

TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com penicilamina (2 mM), hipotaurina (1 mM), 

epinefrina (250 mM) e heparina (10 ug / mL-1). Os espermatozoides e ovócitos foram co-

incubadas durante 18 h a 39 °C com 5% de CO2, em ar. O dia da FIV foi considerado dia 0. 

Depois da co-incubação, os zigotos (n = 25-30) foram lavados e transferidos para gotas de 200 

uL de SOFaaci (Holm et al., 1999) suplementado com 2,77 mM de mio-inositol e 5% de SFB 

e cultivados à 39 °C e 5% de CO2, em ar, durante 8 dias. O desenvolvimento de blastocisto foi 

avaliado no dia 2 pós-inseminação (pi) para a clivagem e no Dia 7 e Dia 8 pi para a taxa de 

blastocisto. 

 

4.8 Vitrificação e aquecimento 

 

   A vitrificação de ovócitos foi realizada como descrito por Kuwayama (2005), 

com pequenas modificações. A solução de manutenção (SM), que foi utilizado para manipular 
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ovócitos durante a vitrificação e aquecimento, foi composta por TCM-199 tamponado com 

HEPES- (Gibco) suplementado com 20% de SFB. Para a vitrificação, os grupos de ovócitos (3-

5) foram lavados três vezes em solução de equilíbrio constituído por 7,5% de etileno glicol e 

7,5% de dimetilsulfóxido (DMSO) dissolvido em SM, por 9 minutos. Os ovócitos foram 

transferidos para uma solução de vitrificação composta de 15% de etileno glicol, 15% de 

DMSO e 0,5 M de Sacarose em SM, onde foram incubados durante 45-60 segundos. Em 

seguida, os ovócitos foram colocados na haste de vitrificação em conjuntos de 3-5, sob um 

estereomicroscópio (Nikon- SMZ 650). Antes de vitrificação, a maior parte da solução, que foi 

transferida junto aos ovócitos foi removida, e apenas uma fina camada (<0,1 µL) permaneceu 

cobrindo os ovócitos. Subsequentemente, haste foi imediatamente imersa em N2 líquido. O 

aquecimento foi realizado imediatamente após vitrificação, mergulhando a extremidade da 

haste em uma gota de SM suplementado com 1 M de sacarose, pré-aquecida a 37 °C, durante 1 

min. Os ovócitos foram então transferidos para uma solução de 0,5 M de Sacarose, em meio 

SM, durante 3 minutos. Finalmente, os ovócitos foram expostos ao meio manutenção (SM). Em 

seguida, os ovócitos foram colocados nas placas de cultivo para serem submetidos a fecundação 

in vitro. 

 

 

4.9 Avaliação da maturação 

 

  Para a avaliação da  maturação, CCOs aspirados 20 ou 24 horas após a 

administração de GnRH foram desnudados e fixados por pelo menos 48 h com álcool acético 

(1: 3). No dia da avaliação, estes ovócitos foram colocadas sobre uma lâmina, coberta com uma 

lamínula e coradas com 1% lacmóide em 45% de ácido acético glacial. O estágio de maturação 

de cada ovócito foi determinado utilizando microscopia de contraste de fase. Ovócitos foram 

classificados da seguinte forma: imaturo - não chegaram a metáfase II ou maturados – com a 

presença de placa metafásica. 

 

4.10 Mensuração dos embriões e contagem do número de células  

 

  Após a fecundação in vitro, os prováveis zigotos foram cultivados até D8, 

quando os embriões foram classificados e medidos por uma câmera Imagem Motic (Moticam 



101 
 

® 2.0, Japão). Os embriões com um diâmetro > 160 µm foram utilizadas para avaliar o número 

total de células. Os embriões foram expostos ao corante Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA) a uma concentração de 1 ug/mL durante 5 minutos e foram, subsequentemente, 

transferidos para uma lâmina e cobertos com uma lamínula. As lâminas foram avaliadas 

utilizando um microscópio de epifluorescência (Zeiss Axiophot®, Alemanha, filtro de 24) com 

um comprimento de onda de 494/518 nm (excitação / emissão), e os núcleos de células foram 

contadas (Figura 4.3). 

 
Figura 4.3. Embrião em D8, maior que 160 µm, corado com Hoechst 3334, para contagem do número total de 

células, com coloração em azul, indicando o núcleo celular.  
 

4.11 Espectrometria de massa lipídio MALDI-TOF 

 

4.11.1 Preparação de amostra 

   Ovócitos maturados a partir dos diferentes tratamentos foram completamente 

desnudados das células do cumulus, depois de 3 minutos expostos à uma solução de 1% de 

hialuronidase. Cada ovócito foi lavado cinco vezes em gotas de metanol/água pura 1:1 (v/v) e 

armazenados na mesma solução em tubos de micro centrífuga a -80 °C, até à análise. Após o 

descongelamento, os ovócitos foram alocados individualmente em um poço MALDI, numa 

placa de aço de 96 poços. Os ovócitos foram deixados para secar à temperatura ambiente. Antes 

da análise, 1 µl de ácido 2,5-di-hidroxibenzóico (0,125 M, DHB) diluído em metanol puro foi 

depositado em cada poço, para cobrir os ovócitos e para permitir a cristalização. Os ovócitos 

foram novamente deixados para secar à temperatura ambiente.  
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4.11.2 MALDI-TOF 

   Os espectros obtidos com a espectrometria de massa MALDI-TOF foram 

adquiridos em modo positivo por espectrômetro de massa refletida Auto Flex velocidade 

MALDI-TOF / TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados foram adquiridos em 

uma escala entre 600-1200 m/z, com 1500 disparos de laser em diferentes regiões de ovócitos. 

O laser foi aplicado até o momento em que os sinais tinham desaparecido na região de interesse, 

devido à dessorção das amostras. A intensidade do laser foi padronizada à 40%, para a aquisição 

de espectro em todas as amostras. Os espectros foram centrados e alinhados utilizando o 

software mMass 5.5.0 (Niedermeyer et al., 2012). Os íons mais intensos após a detecção de 

picos correspondentes às distribuições isotópicas foram considerados para identificar o ponto 

de partida equivalente aos íons de lipídeos. Utilizou-se um total de 10-15 ovócitos por grupo.  

 

4.11.3 Determinação dos fosfolípideo da membrana plasmática 

   Para determinação dos fosfolipídios (FL) e identificação das fosfatidilcolina 

(PC) e esfingomielina (SM), os valores de m/z foram obtidos e comparados com os 

recentemente descrito na literatura (Ferreira et al., 2009; Apparicio et al., 2012; Sudano et al., 

2012). Um banco de dados on-line (www.lipidmaps.org) foi também utilizado para ajudar na 

determinação de lipídeos. 

 

4.12 Análises estatística 

 

   Todos os dados foram analisados por meio do software Statistical Analysis 

System (SAS, 1999). Para avaliação do estado de maturação do ovócito no pré-experimento, os 

dados foram analisados pelo teste do Qui-quadrado, com nível de significância de 5%. Dados 

da população, tamanho e vascularização folicular, diâmetro de blastocisto e número total de 

células não apresentaram uma distribuição normal. Portanto, os tratamentos foram comparados 

pelo teste de Kruskal-Wallis, com nível de significância de 5%. Para o desenvolvimento 

embrionário em D2, D7 e D8 e para as taxas de eclosão no D8, as variáveis foram analisadas 

utilizando o procedimento GENMOD do pacote estatístico SAS v.9.2. O modelo utilizado 

incluiu os tratamentos experimentais como o principal efeito. Todas as diferenças emparelhadas 
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foram analisadas utilizando LSMEANS com base em uma inferência do Qui-quadrado como 

um teste de comparação, com o nível de significância de 5%. 

   Para analisar os dados MALDI-TOF, uma análise de componentes principais 

(APC) foi realizada pela primeira vez usando o procedimento PRINCOMP no pacote estatístico 

SAS. Cargas e escores foram plotadas em gráficos 2D e 3D. Finalmente, as intensidades dos 

íons mais dispersos e sua média relativa foram comparados com ANOVA e de Tukey para a 

comparação de médias, a 5% de significância.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Resultados 

  O principal objetivo deste estudo foi avaliar se ovócitos bovino maturados in 

vivo, supostamente  de melhor qualidade, resistiriam melhor à criopreservação. Portanto, foram 

comparados ovócitos maturados in vivo e in vitro, obtidos a partir de ovários de animais 

superestimuladas ou não. Foram usados ovócitos obtidos de ovários de abatedouro como 

controle experimental. 

 

5.1.1 Pré-experimento: Determinação do momento ideal para a obtenção de ovócitos 

maturados in vivo. 

  Após a coloração com lacmoide, uma percentagem mais elevada (P <0,05) dos 

ovócitos maturados (MII) foi observado quando os folículos foram aspirados 24 horas (85%; n 

= 31) após a administração de GnRH, em comparação com aqueles aspirados após 20 horas 

(31%; n = 34).  

 

5.1.2 Contagem do número total e vascularização folicular no momento da OPU e 

recuperação ovocitária para os diferentes tratamentos. 

  Inicialmente, foram comparadas as quantidades de folículos para ser aspirados 

nos ovários, no momento da OPU, nos diferentes tratamentos. De acordo com a Tabela 4.1, não 

foram observadas diferenças na população folicular no momento da OPU (P> 0,05). No entanto, 

quando o diâmetro folicular foi considerado, o grupo IMA apresentou o maior número de 

folículos  <6 mm (P <0,05). A população de folículos com diâmetro > 6 mm foi semelhante 

(P> 0,05) entre FSH e MII e menor no grupo IMA (P<0,05). 
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Tabela 4.1. Número total (N), média do número total e desvio padrão (± D.P.) de folículos por 
fêmea, média de folículos por diâmetro, em um total de nove repetições, em animais não 
superstimulados (IMA), superestimuladas (FSH) e de fêmeas superovuladas que receberam um 
indutor da ovulação (MII). 

Tratamentos 

Número de folículos 

puncionados 

Diâmetro Folicular 

<6 mm >6mm 

Total 

 N 
Média (±SD) Média (±SD) Médias (±SD) 

IMA 852 20,2 (±11,5) a 19,7 (±11,4)a 0,6 (±0,8)b 

FSH 914 22,8 (±11,7) a 2,1 (±3,5)b 20,7 (±12,1)a 

MII 1013 22,5 (±15,0)a - 22,5 (±15,1)a 
a, b Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes, segundo o teste de Kruskal-

Wallis (P < 0,05). 

 

  Também foi avaliado  o nível de vascularização do folículo em todos os 

tratamentos antes da OPU. No grupo de animais que não tinham recebido superestimulação 

(IMA), a maioria dos folículos mostraram ausência de vascularização (P <0,05) e o número 

médio de folículos com o fluxo de sangue intenso foi menor (P <0,05) do que nos outros grupos. 

O grupo em que os animais receberam apenas FSH teve o maior número (P <0,05) dos folículos 

com vascularização moderada, enquanto aqueles que receberam FSH e GnRH (MII) teve o 

maior número (P <0,05) de folículos com vascularização intensa (Tabela 4.2). 

  No que diz respeito a viabilidade dos CCOs recuperados (Tabela 4.3), o grupo 

de FSH (n = 444) tinha uma percentagem mais elevada (P <0,05) de CCOs viáveis (P <0,05) 

em comparação com os grupos MII (n = 658) e IMA (n = 433), que não diferiram entre si (P> 

0,05). No entanto, quando se avaliam os ovócitos inviáveis, o grupo MII teve o menor (P <0,05) 

percentagem de ovócitos degenerados, enquanto que nos outros grupos, a maioria dos ovócitos 

não viáveis (P <0,05) tinha degenerado. 
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Tabela 4.2. Número total (N), média e desvio padrão (± DP) de folículos por fêmea, após nove 
repetições. Avaliados e classificados pelo Color Doppler, como tendo, vascularização intensa, 
moderada ou ausente nos ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), de fêmeas 
superovuladas (FSH) e de fêmeas superovuladas que receberam um indutor da ovulação (MII). 

Grupos 

Numero de folículos  

avaliados pelo Dopller 

Vascularização sanguinea folicular  

Intenso Moderado Ausente 

Total 

N 
Média (±DP) Média (±DP) Média (±DP) Média (±DP) 

IMA 1016 24,1(±10,0) a 0,3 (±0,8)c 6,7 (±3,6)c 17,1 (±7,7)a 

FSH 1098 27,4(±12,4) a 4,1 (±4,2)b 16,7 (±8,5)a 6,6(±4,8)b 

MII 1341 29,8(±17,0) a 16,7 (±12,2)a 11,9 (±8,7)b 1,1 (±1,8)c 
abc Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes, segundo o teste de Kruskal-
Wallis (P < 0,05). 
 

Table 4.3. Número total (N) e porcentagem (%) de ovócitos viáveis e não viáveis recuperados 
por OPU, depois de nove repetições, a partir de ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), 
de fêmeas superestimuladas (FSH) e de fêmeas superestimuladas, que receberam o indutor de 
ovulação (MII). 

Grupos Total 

N 

Viáveis 

N (%) 

 Ovócitos não viáveis   

 Total* 

N (%) 

Degenerados/ 

Inviáveis**N (%) 

IMA 433 235 (54,3)b  198 (45,7)a 155 (78,3)b 

FSH 444 337 (75,9)a  107 (24,1)c 99 (92,5)a 

MII 658 438 (66,6)b  220 (33,4)b 63 (28,6)c 
abc Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes, segundo o teste de Qui-
quadrado (P < 0,05). 
* Porcentagem calculada sobre o total de ovócitos recuperados; 
** Porcentagem calculada sobre o total de ovócitos não viáveis. 

 

5.1.3 Desenvolvimento embrionário e qualidade dos blastocistos, depois da vitrificação e 

aquecimento dos ovócitos 

  A resistência dos ovócitos de diferentes sistemas de maturação para vitrificação 

/aquecimento foi avaliada pelo desenvolvimento  embrionário (Tabela 4.4). Embora a taxa de 

clivagem tenha sido maior no grupo CONT-VIT (P <0,05), o desenvolvimento em D7 e D8 foi 

semelhante (P>0,05) entre todos os grupos vitrificados, inferiores (P<0,05) a todos os grupos 

frescos. Em contrapartida, a taxa de eclosão no D8 para os grupos de FSH-Vit e MII-Vit foi 

semelhante (P>0,05) ao grupo CONT Fresco. As taxas de clivagem foram semelhantes em 
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todos os grupos frescos (P>0,05) e maior do que todos os grupos vitrificados (P<0,05). No 

entanto, o sistema de maturação afetou a produção de blastocistos no D7 e D8, com uma maior 

taxa de blastocistos (P <0,05) nos grupos FSH e MII (P>0,05), do que para CONT e IMA. Uma 

análise posterior revelou que entre os ovócitos frescos, o grupo CONT teve a menor (P<0,05) 

taxa de eclosão no D8 e o grupo MII e FSH as maiores taxas (P<0,05). 

  No D8, todos os embriões foram medidos, e aqueles com um diâmetro superior 

a 160 µm tiveram o seu número total de células contadas. Devido às baixas taxas de 

desenvolvimento embrionário em todos os grupos vitrificados, não havia número suficiente de 

embriões para realizar uma análise estatística. A qualidade embrionária entre os ovócitos 

frescos, avaliada pelo tamanho do embrião e número total de células, foi semelhante para todos 

os tratamentos. A única diferença observada foi que os embriões do grupo MII apresentaram 

um número de células maior (P <0,05) do que embriões do grupo CONT (Tabela 4.5.  
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Tabela 4.4. Desenvolvimento de blastocistos a partir de ovócitos MII, após a vitrificação e 
aquecimento. Os ovócitos foram obtidos a partir de ovários de abatedouro (CONT) ou pela 
OPU, pela punção de ovários de fêmeas não superestimuladas (IMA), fêmeas superestimuladas 
(FSH) e fêmeas superestimuladas que receberam um indutor da ovulação (MII). 

Groupos 

 

Total 

 

N 

 

Clivados D2 

N(% ± DP) 

 

Blastocistos D7 

N(% ± DP) 

 

Blstocistos D8 

N(% ± DP) 

Blastocistos 

Eclodidos em D8*  

N(% ± DP) 

 

CONT  

 

136 

 

110 (79,4±10,7)a 

 

52 (37,9±8,5)b 

 

52 (37,9±8,5)b 

 

13 (9,0±6,1)c 

IMA  97 78 (82,2±12,0)a 48 (50,6±14,4)b 49 (51,4±13,9)b 19 (19,6±13,8)b 

FSH  128  111 (86,3±10,3)a 73 (58,8±16,1 )a 75 (60±15,5)a  24 (20,7±14,9)ab 

MII 212 176 (83,6±14,8)a 132 (62,4±17,5)a 133 (62,7±17,2)a 77 (38,9±23,2)a 

CONT VIT  101  25 (25,7±5,6)b 3 (2,8±3,53)c 4 (3,6±4,8)c 2 (1,8±3,2)d 

IMA VIT 92 15 (16,4±7,2)c 3 (2,9±4,0)c 3 (2,9±4,0)c 3 (2,8±8,1)d 

FSH VIT 111 18 (14,5±8,92)c 4 (4,3±7,2)c 4 (4,3±7,2)c 1 (3,6)cd 

MII VIT 139 19 (14,3±8,9)c 5 (3,6±7,2) c 6(4,5±7,2)c 5 ( 3,5±  2,1)cd 

abcd Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes, segundo o teste de Kruskal-
Wallis (P < 0,05).  
 
* Embriões eclodidos em D8, porcentagem expressa sobre o número total de ovócitos.
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Tabela 4.5. Média e desvio padrão (DP) do tamanho (µm) dos embriões em D8 e número total 
de células dos blastocistos > que 160 µm, derivados de ovócitos de diferentes condições de 
maturação: ovócitos obtidos por punção de ovários de abatedouro (CONT) ou por OPU, a partir 
de ovários de não fêmeas superestimuladas (IMA), fêmeas superestimuladas (FSH) e fêmeas 
superestimuladas que tinham recebido um indutor de ovulação (MII). 

Grupos 

 
Blastocistos 

N 

Diâmetro dos Blastocistos  

 µm (±SD) 

 Blastocistos > 160µm 

N*  
Número Total de Células 

Média (±DP) 

CONT 

 

 

 

42 188 (±36,6) a 

  

39  160 (±49,0)b 

IMA 

  

47 201 (±34,5)a 

  

37  167 (±40,5)ab 

FSH 

  

67 197 (±32,3)a 

  

61  192 (±45,6)ab 

MII 

  

113 211 (±40,2)a 

  

100  194 (±24,8)a 
abcd Valores com letras diferentes nas mesmas colunas indicam resultados diferentes, segundo o teste de Kruskal-
Wallis (P < 0,05), 
CONT= ovócitos de ovários de abatedouro e maturados in vitro; IMA= ovócitos obtidos por OPU fêmeas não 
superestimuladas e maturados in vitro; FSH= ovócitos obtidos por OPU fêmeas superestimuladas e maturados in 
vitro; MII= ovócitos obtidos por OPU de fêmeas superestimuladas que receberam um indutor de ovulação e 
maturados in vivo.  
*Representa os embriões os quais foram possíveis fazer a contagem do número total células, porque alguns 
embriões foram perdidos durante a coloração. 
 

5.1.4 Determinação do perfil de fosfolipídeos de membrana plasmáticas, em ovócitos 

oriundos dos diferentes sistemas de maturação. 

  Os dados do perfil de fosfolipídio de cada ovócito após a análise de componentes 

principais (ACP) foram representadas num gráfico 2D (Figura 4.4). Esta análise foi capaz de 

explicar 65% da variação dos dados, mas não foi capaz de descrever as diferenças entre os 

tratamentos. Para melhorar as análises, os dados foram representados numa ACP 3D, que foi 

capaz de explicar 73% da variação (Figura 4.5). A análise de ACP, identificou aglomerados de 

alguns íons de 640,6, 760,6 e 782,6 m/z como sendo os mais dispersos (P <0,05). A análise de 

variância, indicou que apenas o conjunto de íons de intensidade de 760,6 m/z, foi mais 

abundante (P <0,05) em ovócitos do grupo FSH, em comparação com ovócitos do grupo MII. 

De acordo com os dados publicados anteriormente (Ferreira et al., 2010), o cluster intensidade 

760,6 m/z corresponde a uma fosfatidilcolina [PC (34: 1) + H] + (Figura 4.6).  
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Figura 4.4-  APC 2D para os dados de MALDI-TOF de único ovócito: a) CONT indica o perfil lipídico de 
ovócitos maturados in vitro, depois da punção de ovários de abatedouro (n = 12); IMA- ovócitos obtidos por 

OPU de fêmeas não superestimuladas (n = 13) e FSH, puncionados de fêmeas superestimuladas (n = 13). 
Também o perfil de ovócitos maturados in vivo, obtidos por OPU de fêmeas superestimuladas e que receberam 

um indutor da ovulação (MII, n = 10). b) indica os íons responsáveis pela diferença encontrada: 782,6; 760,4. Os 
componentes principais 2D foram capazes de explicar > 65% da variabilidade dos dados.  
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Figura 4.5- APC 3D para os dados de MALDI-TOF de único ovócito. a) vermelho (n = 12), azul (n = 13), rosa 
(n = 13) e amarelo escuro (n = 10) indica o resultados do APC 3D do perfil lipídico para ovócitos maturados in 

vitro imaturos e em recuperados de ovários de abatedouro (CONT), obtido por OPU de fêmeas não 
superestimuladas (IMA) e a partir de fêmeas superestimuladas (FSH) e de ovócitos maturados in vivo após OPU 
de fêmeas superovuladas que receberam um indutor da ovulação (MII), respectivamente; b) indica os principais 

íons apontados pelo APC: 782,6, 760,4 e 640,6 e que foram responsáveis pela maior variabilidade entre os 
tratamentos. O APC 3D foi capaz de explicar > 73% da variabilidade entre os dados. 
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Figura 4.6- Espectros ilustrativos, adquiridos de um único ovócito maturado em diferentes sistemas, após 
MALDI-TOF, no modo de íons positivo. A intensidade apresentada é relativa a máxima obtida: (A) ovócitos de 

ovários de abatedouro maturados in vitro (CONT; n = 12); (B) ovócitos recuperados por OPU de fêmeas não 
superestimuladas e maturados in vitro (IMA; n = 13); (C) ovócitos recuperados por OPU de fêmeas 
superestimuladas e maturados in vitro (FSH; n = 13) e (D) ovócitos maturados in vivo (MII; n = 10). 
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5.2 Discussão 

 

 

  Quando os resultados obtidos a partir da vitrificação de ovócitos humanos e 

bovinos são comparados (Kuwayama et al., 2005), uma enorme discrepância nas taxas de 

sobrevivência e na viabilidade entre estas duas espécies são observadas (Zhou et al., 2010; 

Chang et al., 2013). Um dos fatores que pode conferir maior crioresistência ao ovócito de 

humano é o sistema no qual este é maturado. Em humanos, os ovários são superstimulados, e 

os ovócitos maturados in vivo são recuperados por OPU (Chang et al., 2008; Chang et al., 

2013). Em contrapartida a maturação de ovócitos bovinos, ocorre in vitro, as fêmeas não são 

submetidas a um tratamento hormonal (Guerreiro et al., 2014).  

  Baseado nestas observações, a nossa hipótese foi que ovócitos maturados in 

vivo, que teoricamente são de melhor qualidade do que ovócitos maturados in vitro, seriam 

mais resistentes a criopreservação e este sistema poderia resultar num aumento do 

desenvolvimento embrionário após o aquecimento e fecundação e cultivo in vitro.  

  Visto que a maioria dos sistemas de maturação in vivo para ovócitos bovinos 

relatados foram desenvolvidos para Bos taurus (Rizos et al., 2002; Mamo et al., 2011; Coyral-

Castel et al., 2012), foi necessário confirmar se esses protocolos também seriam capazes de 

produzir um ovócito em metáfase II (MII) em animais Bos indicus. Um experimento prévio foi 

conduzido para determinar qual seria o melhor momento para realizar a OPU, se as 20 ou 24 

horas após o GnRH. Com base nos resultados desse pré-experimento, definimos que o momento 

ideal para se recuperar ovócitos maturados in vivo, seria as 24 horas após a administração de 

GnRH. 

  Independentemente do tratamento utilizado, o número de folículos presentes nos 

ovários, no momento da OPU foi de aproximadamente 20, o que está de acordo com 

observações publicadas em raças Bos indicus (Silva-Santos et al., 2014). A diferença entre os 

animais que foram ou não foram superestimuladas com FSH foi evidente, quando se considera 

o tamanho dos folículos visíveis. Animais superstimulados apresentaram maior percentagem 

de folículos maiores do que 6 mm de diâmetro, em comparação com animais não 

superestimuladas. No entanto, o número de folículos foi similar entre os dois grupos. Este 

resultado está em desacordo com os dados reportados por Blondin et al. (2002), onde as fêmeas 

da raça Holandesa apresentaram aumento do diâmetro e número folicular após a estimulação 

com FSH. Essas diferenças na população folicular são possivelmente devido a particularidades 

de cada subespécie, como o nosso estudo foi realizado utilizando animais da raça Nelore (Bos 
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taurus indicus) que têm uma população folicular maior em comparação com raças Bos Taurus 

(Batista et al., 2014). 

  A hipótese de que a maior vascularização de sangue no folículo indica 

proximidade da ovulação (Matsui et al., 2009), foi testado quando fizemos o ultrassom dos 

ovários momentos antes à OPU utilizando o Color Doppler. A maioria dos folículos presentes 

em animais que receberam GnRH (grupo MII) mostraram vascularização intensa de sangue, 

enquanto que no grupo apenas superovulados (FSH), a maioria dos folículos apresentaram 

vascularização moderada. Nos animais não estimuladas (grupo IMA), a vascularização de 

sangue no folículo estava ausente. Esta informação pode ser utilizada como uma ferramenta 

para indicar os folículos que estão mais próximos da ovulação e dessa forma assegurar que os 

ovócitos maturados in vivo podem ser recuperados quando os folículos maiores, com 

vascularização intensa de sangue são aspirados. 

  Inesperadamente, a percentagem de ovócitos viáveis no grupo MII foi 

semelhante ao que foi observado para o grupo IMA. No entanto, deve notar-se que no grupo 

MII, apenas os ovócitos que foram consideradas como maturados in vivo foram classificados 

como viáveis. O método mais preciso para classificar se um ovócito está maturo é pela 

visualização da extrusão do primeiro corpo polar. No entanto, em ovócitos bovinos, isso exigiria 

a remoção completa das células cumulus (Mamo et al., 2011), o que requer mais tempo de 

manipulação e este procedimento poderia afetar a viabilidade destes ovócitos (Taylor et al., 

2008). Portanto, para evitar qualquer dano, optamos por não remover as células do cumulus, e 

para garantir que nós só utilizaríamos ovócitos viáveis e maturados, só consideramos os CCOs 

com células cumulus expandidas /ou a presença do corpúsculo polar visível. Assim, alguns 

ovócitos viáveis podem ter sido excluídos. 

  Em seguida, avaliamos o desenvolvimento embrionário de ovócitos maturados 

nos diferentes sistemas, vitrificados ou não. Como controle para nosso sistema de produção de 

embriões, outro grupo foi incluído, este constituído de ovócitos obtidos a partir de ovários de 

abatedouro e maturados in vitro. Corroborando com resultados descritos na literatura, observou-

se que as taxas de blastocistos foram maiores para ovócitos obtidos de fêmeas superestimuladas 

(Blondin et al., 2002; Rizos et al., 2002), em comparação com aqueles puncionados das fêmeas 

não estimuladas ou a partir de ovários de abatedouro. Os embriões do grupo CONT tinham 

números de células mais baixos comparado aos embriões do grupo MII. Estas observações 

podem estar relacionadas com a maior heterogeneidade de animais abatidos, onde a alimentação 

e a idade não puderam ser controladas. Também, a taxa de eclosão em D8, um parâmetro de 
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qualidade, foi menor em blastocistos produzidos a partir de ovários de abatedouro do que os 

obtidos a partir de OPU, refletindo o efeito do ovócito na qualidade final dos embriões. 

  O desenvolvimento ao estágio de blastocisto e eclosão foram maiores em 

ovócitos que haviam sido expostos ao FSH (FSH e MII) em relação aqueles que não foram 

expostos (CONT e IMA). De acordo com Rizos et al. (2002), Dieleman et al. (2002) e van de 

Leemput et al. (1999), a maturação in vivo é o “gold standard” para a maturação de ovócitos, 

sendo o sistema ideal para a produção de ovócitos de qualidade superior, em comparação com 

sistemas de maturação in vitro. Apesar desses estudos, não encontramos diferenças no 

desenvolvimento de embriões, porcentagem de eclosão ou número total de células, em 

blastocistos D8, em ovócitos maturados in vivo (grupo MII) comparados a ovócitos maturados 

in vitro, provenientes de novilhas superestimuladas (grupo FSH). Em relação aos ovócitos 

imaturos que devem ser maturados in vitro, Blondin et al. (2002) demonstraram que a 

superestimulação com FSH pode aumentar a qualidade dos ovócitos, resultando em melhor 

desenvolvimento do embrião. Tem sido proposto que, durante a fase de dominância folicular 

em um ovário não estimuladado com hormônios, o folículo dominante vai suprimir a aquisição 

da capacidade de desenvolvimento dos CCO inclusos nos folículos subordinados (Hagemann, 

1999). A perda da dominância quando se lança mão da supertimulação pode aumentar a 

competência de desenvolvimento dos CCOs de todos os folículos antrais. Nosso trabalho é o 

primeiro estudo a usar animais Bos indicus para comparar no mesmo experimento diferentes 

sistemas de maturação. Os nossos resultados sugerem que a administração de GnRH induz um 

aumento repentino de LH, e este ambiente folicular é necessário para desencadear a retomada 

da meiose pelos CCOs, levando a completa maturação citoplasmática e nuclear, resultando em 

ovócitos competentes e capazes de suportar a fecundação e desenvolvimento embrionário após 

a FIV (Blondin et al., 2002; Humblot et al., 2005). 

  Embora esperava-se que ovócitos maturados in vivo mostrariam 

desenvolvimento embrionário superior ao daqueles maturados in vitro, os resultados não 

mostraram exatamente o esperado. Isso porque a diferença na qualidade do ovócito foi muito 

clara entre os grupos que foram expostos (FSH e MII) e não expostos (IMA e CONT) ao FSH, 

e essas duas populações foram essenciais para testar a nossa hipótese principal que ovócitos de 

melhor qualidade seriam mais resistente a vitrificação/aquecimento. Nossos resultados 

mostraram que a melhoria da qualidade do ovócito não resultou no aumento da resistência à 

criopreservação. O desenvolvimento embrionário de ovócitos bovinos vitrificados não foi 

superior a 5%, mesmo para aqueles derivados de condições in vivo. No entanto, estes resultados 

estão de acordo com outros relatos (Vieira et al., 2002; Zhou et al., 2010; Spricigo et al., 2012). 
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Os melhores resultados foram publicados por Zhou et al. (2010), com 10% de desenvolvimento 

de blastocisto após a vitrificação de ovócitos bovinos. Nosso grupo já havia descrito taxas de 

desenvolvimento semelhantes às observadas no presente estudo (Spricigo et al., 2012). Apesar 

de ambos os estudos terem sido realizados utilizando a metodologia Cryotop, esta discrepância 

pode ser devido à diferentes subespécies de animais utilizadas. 

  O ovócito é uma célula com peculiaridades em áreas como armazenamento de 

triglicerídeos e composição fosfolipídica que podem desempenhar papéis importantes em sua 

resistência a vitrificação / aquecimento (Men et al., 2006; Sudano et al., 2011; Chankitisakul et 

al., 2013). Devido à importância da fluidez da membrana plasmática para a resistência à 

criopreservação, Zeron et al. (2002), Horvath et al.(2006) e nosso grupo (Spricigo et al., 2012) 

investigaram metodologias para alterar a composição da membrana plasmática. Sudano et al. 

(2012) demonstraram que a composição de fosfolipídeos de membrana pode ser modificado, 

dependendo da composição dos meios de cultura ou se o embrião é produzido in vivo ou in 

vitro. Devido a estes achados, o presente estudo também teve como objetivo determinar se o 

sistema de maturação afeta a composição fosfolipídica da membrana de ovócitos bovinos pela 

análise de MALDI-TOF. Apesar da diferença observada ocasionalmente na fosfatidilcolina [PC 

(34: 1) + H]+ entre ovócitos dos grupos MII e FSH, o sistema de maturação não alterou o perfil 

de fosfolipídeos de ovócitos de fêmeas Nelore. Para este íon já foram relatadas diferenças de 

expressão dependendo da subespécie e/ou origem, quando embriões foram analisados (Sudano 

et al., 2012). Este é menos abundante em Nelore do que em Simental e menos abundante em 

embriões produzidos vivo comparados aos in vitro. Este FL tem uma grande cadeia de carbono 

e apenas uma instauração, estas duas características conferem maior rigidez a MP, 

consequentemente menor permeabilidade celular durante o processo de criopreservação 

(Ferreira et al., 2010). No entanto, não foi possível correlacionar as alterações detectadas em 

ovócitos com a sua origem, nem com a sua capacidade de desenvolvimento embrionário após 

criopreservação. Portanto, é possível que o sistema não foi capaz alterar a fluidez da membrana 

de forma eficiente ou talvez a mudança na MP não seja a principal responsável pelos danos 

causados aos ovócitos durante a vitrificação e aquecimento.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

   Os resultados mostraram que, apesar do sistema de maturação in vivo produzir 

ovócito altamente competentese alterar a composição lipídica da membrana plasmática quando 

comparado a ovócitos maturados in vitro de animais superestimulados, esse sistema não 

aumentou o desenvolvimento embrionário, após a vitrificação de ovócitos bovinos. 
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1 RESUMO 

 

  Embora a transferência intrafolicular de ovócitos (TIFOI) ter sido relatada para 

ovócitos maturados in vitro, a produção de um grande número de embriões sem a necessidade 

de hormônios ou qualquer instalação de laboratório, só pode ser obtida se forem utilizados 

ovócitos imaturos. Tivemos como objetivo (i) avaliar a viabilidade da TIFOI utilizando 

ovócitos imaturos (IFIOT) e (ii) comparar o desenvolvimento embrionário de ovócitos imaturos 

frescos e vitrificados. Primeiro, 6 injeções foram realizadas utilizando ovócitos imaturos 

obtidos pela ovum pick up (OPU) de animais da raça Gir. A taxa de recuperação total foi de 

26%, 39% dos quais eram embriões viáveis. Após a transferência do embrião (n = 11), foram 

obtidas 4 prenhes. No segundo experimento, metade dos COCs de ovários de abatedouro foram 

vitrificados por cryotop. Distribuídos em quatro grupos: 1) COCs imaturos frescos (Vitro-

Cont); 2) vitrificados COCs imaturos (Vitro-VIT), com ambos os grupos 1 e 2 sendo maturados, 

fecundados e cultivados in vitro; 3) COCs imaturos frescos submetidos a TIFOI (Vivo-Cont); 

e 4) vitrificados COCs imaturos submetidos a TIFOI (Vivo-Vit). Os COCs (n = 25) nos grupos 

Vit-Vivo Cont-Vivo ou foram injetados em folículos dominantes (> 10 mm) de novilhas 

sincronizadas, que foram submetidas à inseminação artificial e lavagem uterina, 7 dias depois. 

As taxas de recuperação foram maiores (P <0,05) para Cont (52,1%) do que para Vit (18,0%). 

O desenvolvimento embrionário também foi maior para Vitro (42%) e Vivo (32%) do que para 

os grupos vitrificados (Vitro = 6%; Vivo = 13%). Este é o primeiro relato que embriões viáveis 

e prenhezes foram produzidos após TIFOI. Embora nenhuma melhora no desenvolvimento 

embrionário foi obtida utilizando ovócitos vitrificados, a técnica de TIFOI pode ser uma opção 

para a produção de embriões de bovino. 

 

Palavras chaves: bovino, ovócito, vitrificação, maturação in vivo. 
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2 ABSTRACT 

 

 

  Although intra-follicular oocyte transfer (IFOT) has been reported using in vitro 

matured oocytes, production of large numbers of embryos without requiring any hormones or 

any lab facility can are only possible if immature oocytes are used. We aimed to (i) evaluate 

the viability of IFOT using immature oocytes (IFIOT) and (ii) compare the embryo 

development of fresh and vitrified immature oocytes using IFIOT. First, 6 IFIOTs were 

performed using immature oocytes obtained by ovum pick up (OPU). The total recovery rate 

was 26%, 39% of which were viable embryos. After embryo transfer (n=11), 4 pregnancies 

were obtained. Second, COCs from slaughterhouse ovaries were vitrified by cryotop. Four 

groups were used: 1) fresh immature COCs (Vitro-Cont); 2) vitrified immature COCs (Vitro-

Vit), with both groups 1 and 2 being matured , fertilized and cultured in vitro; 3) fresh immature 

COCs submitted to IFIOT (Vivo-Cont); and 4) vitrified immature COCs submitted to IFIOT 

(Vivo-Vit). COCs (n=25) from the Cont-Vivo or Vit-Vivo groups were injected into dominant 

follicles (>10 mm) of synchronized heifers, which were submitted to artificial insemination and 

uterine flushing 7 days later. The recovery rates were higher (P<0.05) for Cont (52.1%) than 

for Vit (18.0%). Blastocyst yield was also higher for Vitro (42%) and Vivo (32%) controls than 

for the vitrified groups (Vitro=6%; Vivo=13%). This is the first report that viable embryos and 

pregnancies were produced after IFIOT. Although no improvement in embryo development has 

been obtained using vitrified oocytes, the IFIOT technique may be an option for bovine embryo 

production.  

Key words: follicular injection; in vivo; in vitro; blastocyst. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

  A capacidade de preservar gametas femininos é um procedimento essencial para 

as técnicas de reprodução assistida (TRAs), já que possibilita disponibilizar os gametas para 

serem utilizados no momento e condição mais oportunos. Além disso, essa técnica tem um 

grande impacto na formação de bancos de germoplasma tanto de animais de produção como de 

conservação e na preservação da fertilidade humana (Kuwayama et al., 2005; Zhou et al., 2010).  

  Até o momento,  a capacidade de ovócitos criopreservados de serem fecundados 

e de apresentarem desenvolvimento embrionário é insatisfatória na maioria dos animais 

domésticos. Esta alta sensibilidade dos ovócitos para a criopreservação pode ser explicada pelas 

suas características morfológicas e funcionais únicas, tais como o tamanho da célula, o volume 

de água,  a organização do citoplasma e do citoesqueleto (Vieira et al., 2002; Men et al., 2005; 

Horvath et al., 2006; Morato et al., 2008a; b; Anchamparuthy et al., 2009; Chamayou et al., 

2011; Shirazi et al., 2012).  Portanto, os ovócitos criopreservados sofrem graves danos 

morfológicos e funcionais, especialmente nos animais domésticos, devido ao alto teor de lípidos 

no citoplasma e a composição de fosfolípidos de membrana (Mcevoy et al., 2000). 

  Na última década, muitos esforços têm sido feitos no sentido de aumentar a 

eficiência de vitrificação de ovócitos de animais domésticos (Vieira et al., 2002; Kuwayama et 

al., 2005). Já foram testadoso uso de agentes estabilizadores para o citoesqueleto (Morato et al., 

2008c), de antioxidantes (Dalvit et al., 2005), de agentes lipolíticos (Men et al., 2006; Moawad 

et al., 2013) e de modificadores da membrana de plasmática (PM) (Horvath et al., 2006; 

Spricigo et al., 2012), entretanto nenhuma melhora significativa tem sido  obtida. 

  O ovócito é a maior célula em mamíferos e, portanto é muito afetado pela 

criopreservação, pois durante esse processo  as moléculas de água organizam-se e formam 

cristais de gelo, ocasionando muitas lesões para a célula (Leibo, 2008). Mesmo durante a 

vitrificação, em que não ocorre a  formação de cristais de gelo, as trocas de fluídos entre os 
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meio intra e extracelulares induzem a instabilidade da membrana plasmática (Horvath et al., 

2006).  

 Apesar de não haver diferença no diâmetro dos ovócitos de bovinos e humanos  

(Van Den Hurk et al., 2005) a produção de embriões a partir de ovócitos vitrificados é 

significativamente diferente entre essas duas especies.  Enquanto em  humanos as taxas de 

embriões são semelhante as obtidas a partir de ovócitos frescos, e estão em média de 50%  

(Chang et al., 2008), em bovinos essas nao ultrapassam 10% (Zhou et al., 2010; Spricigo et al., 

2014; Arcarons et al., 2015; Spricigo et al., 2015).  Estas observações indicam que o  tamanho 

celular  pode não ser o problema mais crítico na vitrificação de ovócitos. Estudos em nosso 

laboratório testaram a hipótese de que o ambiente onde a maturacao ocorre é um importante 

fator para a qualidade do ovócito e, consequentemente estaria envolvido na alta sensibilidade 

dos ovócitos de bovino a vitrificação. No entanto, quando ovócitos maturados in vivo foram 

vitrificados, nenhuma melhora na produção de blastocistos foi observada (Spricigo et al., 2015). 

  É sabido que o sistema in vitro induz várias alterações morfológicas e 

bioquímicas, tais como o acumulo de lípidos (Sudano et al., 2011), mudanças no consumo de 

O2 (Gaspar et al., 2015) e alterações na expressão gênica (Machado et al., 2013). Além da 

propria condição ambiental que já é totalmente artificial, várias moléculas específicas que são 

produzidas no trato reprodutivo da vaca e que são  essenciais para o embrião, também estão 

ausentes no sistema de produção in vitro. Portanto, se um sistema inteiramente in vivo,  que é 

a condição ideal, fosse utilizado para a produção de embriões a partir de ovócitos vitrificados 

talvez, taxas mais elevadas pudessem ser obtidas.   

  Uma opção para fornecer  condições in vivo para os ovócitos vitrificados seria 

recolocar-los  no trato reprodutivo feminino logo após o aquecimento, de forma que todas as 

demais etapas ocorressem no organismo materno. Isso pode ser realizado pela transferência 

intrafolicular de ovócitos imaturos (TIFOI), proposto pela primeira vez por (Fleming A.D., 

1985). Esta técnica consiste na injeção de ovócitos imaturos em folículos pré-ovulatórios, desta 

forma os ovócitos eriam maturados, fecundados após a  inseminação artificial, e cultivados no 

trato reprodutivo da fêmea até à fase de blastocisto, quando esses seriam  recuperados no D7 

por lavagem uterina.  

Hinrichs & DiGiorgio e foram os primeiros a realizar a injecção em equinos de 

ovócitos, após perfurar a parede do folículo com um cateter (Hinrichs et al., 1991). Depois 

disso, a técnica foi aperfeiçoada e uma guia de ultrassom transvaginal foi utilizada para realizar 

a injecção em equinos (Goudet et al., 1997), bovinos (Bergfelt et al., 1998) e até mesmo em 

seres humanos (Werner-Von Der Burg et al., 1993). Apesar de ser uma técnica desenvolvida 
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no século passado, apenas recentemente, o primeiro blastocisto, prenhez e nascimento de 

produto  vivo e e saudável foram relatados, após a injeção de ovócitos maturados in vitro no 

folículo pré-ovulatório de uma receptora sincronizada (Kassens et al., 2015). Entretanto, até o 

momento, não há relato de blastocisto bovino recuperados por lavado uterino no D7, após 

injeção intrafolicular  de ovócitos imaturos (TIFOI) ou vitrificados.  

  Nesse estudo é testada a hipótese de  que o sistema in vivo utilizando a TIFOI 

afetaria positivamente o ovócito, mesmo depois da vitrificação e aquecimento. Para tal, 

comparou-se a quantidade e qualidade de embriões produzidos a partir de ovócitos imaturos 

vitrificados ou não,  no sistema in vitro e no sistema in vivo utilizando a TIFOI  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

  Salvo quando especificado, todos os reagentes foram adquiridos junto à Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os dispositivos de Cryotop foram adquiridos junto à Dibimed-

Suprimentos Bioquímicos (S.L Valencia, Espanha). 

 

4.1 Delineamento experimental  

 

Em primeiro lugar, um pré-experimento foi realizado para verificar a viabilidade 

da utilização de ovócitos imaturos para a transferência intrafolicular. Foi realizada OPU uma 

vez por semana, durante três semanas, em 5 vacas da raça Gir (Bos taurus indicus). Os COCs 

recuperados com citoplasma intactos e pelo menos 3 camadas de células de cumulus, foram 

então usados para TIFOI (n = 10-22), em que novilhas Nelore (Bos taurus indicus) foram as 

receptoras, para injeção dos ovócitos. Sêmen do mesmo touro Gir foi utilizado para 

inseminação artificial após TIFOI. A recuperação dos blastocistos por lavagem uterina no dia 

7, após a TIFOI. Os embriões viáveis recuperados foram imediatamente transferidos para 

novilhas Nelore sincronizadas (D7 do ciclo), e as prenhezes foram avaliadas por 

ultrassonografia, 60 dias após a transferência. 

  Para a avaliação da técnica de TIFOI para ovócitos vitrificados, um total de 40 

novilhas da raça Nelore (Bos taurus indicus) de aproximadamente 2 anos de idade, com escore 

corporal semelhante foram utilizadas para o experimento. As novilhas foram mantidas em 

pastagem de Brachiaria sp, e suplementadas com silagem de milho e água ad libitum. Para cada 

réplica, 5 novilhas foram previamente sincronizadas. No dia da TIFOI as receptoras foram 

examinadas e apenas aquelas que apresentam um folículo pré ovulatório com um diâmetro ≥ 

10 mm e vascularização intermediária, foram usadas. CCOs recuperados de ovários de 

abatedouro foram selecionados e distribuídos em 4 grupos: 1) ovócitos imaturos frescos (Cont-
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vitro); 2) ovócitos imaturos vitrificados / aquecido (Vit-Vitro), ambos (1 e 2) foram maturados, 

fecundados e cultivados in vitro; 3) ovócitos imaturos frescos submetidos a TIFOI (Cont-Vivo), 

e 4) ovócitos imaturos vitrificados / aquecido submetidos a TIFOI (Vit-Vivo). No D7 após a 

AI, os embriões produzidos in vivo pela TIFOI foram recuperados por lavagem uterina e foram 

avaliados e comparados quanto à morfologia com seus homólogos produzidos in vitro. 

Blastocistos expandidos de todos os grupos foram, então, corados para avaliação do número 

total de células, número de celular apoptóticas e razão entre estes dois parâmetros (Figura 5.1). 

Para avaliar se a injeção folicular afetaria o CL formado após a ovulação, momentos antes da 

coleta, o CL foi examinado com a ajuda de um ultrassom Color Doppler. 

 

 
Figura 5.1. Representação da sequência do experimento: a) aquisição de oócitos e seleção; b) ovócitos frescos 

ou vitrificados seguindo na produção in vitro, resultando em blastocistos no D7; c) ovócitos frescos ou 
vitrificados seguindo para a produção in vivo (TIFOI), resultando em blastocistos em D7 e d) microscopia 

fluorescente para avaliação dos blastocistos expandidos, quanto ao número total de células (Hoechst) e número 
de céluals em apoptose (TUNEL), para os quatro grupos (VitroCont, VitroVit, VivoCont e VivoVit). 

 
 

4.2 Obtenção de ovócitos de abatedouro 

 

   Os ovários (Bos indicus) foram coletados imediatamente após o abate e 

transportadas para o laboratório em solução salina (NaCl a 0,9%) suplementado com penicilina 

G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 g/mL) a 35 ° C. Os complexos cumulus 

ovócitos (CCOs) foram aspirados de folículos de 3 a 8 mm de diâmetro com uma agulha de 

calibre 18G e transferidos para um tubo cônico de 15 mL. Os CCOs foram recuperados e 

selecionados em meio de manutenção, consistindo TCM-199 tamponado com HEPES (Gibco 
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BRL, Burlington, ON, Canadá) suplementado com 10% de soro fetal bovino [SFB (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA)]. Somente CCOs com citoplasma homogêneo e, pelo menos, três camadas 

de células de cumulus foram usadas para os experimentos. Após seleção, os ovócitos foram 

submetidos a maturação in vitro. 

 

4.3 Maturação in vitro 

 

  Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 25-30 para 

uma gota de 200 mL de meio de maturação, sob óleo de silicone e incubadas durante 22 h a 39 

°C em atmosfera de  5% de CO2, em ar. O meio de maturação consistiu de TCM -199 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de SFB), 0.01 UI/mL de FSH, 0,1 

mg/mL de L-glutamina e antibióticos (amicacina, 0,075 mg/mL). 

 

4.4 Fecundação e cultivo in vitro  

 

  Após a maturação, os CCOs (grupos de 25 a 30) foram transferidos para uma 

gota de 200 mL de meio de fecundação. Foi utilizado para a fecundação sêmen congelado de 

um touro Nelore, previamente testado em nosso laboratório. Espermatozoides móveis foram 

obtidos pelo método de Percoll (Machado et al., 2009) e foram adicionados às gotas contendo 

CCOs a uma concentração final de 1 × 106 espermatozoides mL-1. O meio de fecundação 

utilizado foi TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com penicilamina (2 mM), hipotaurina 

(1 mM), epinefrina (250 mM) e heparina (10 ug/mL-1). Os espermatozoides e ovócitos foram 

co-incubadas durante 18 h a 39 °C com 5% de CO2, em ar. O dia da FIV foi considerado dia 0. 

Depois da co-incubação, os zigotos (n = 25-30) foram lavados e transferidos para gotas de 200 

uL de SOFaaci (Holm et al., 1999) suplementado com 2,77 mM de mio-inositol e 5% de SFB 

e cultivados à 39 °C e 5% de CO2, em ar, durante 8 dias. O desenvolvimento embrionário foi 

avaliado no dia 2 pós-inseminação (pi) para a clivagem e no Dia 7 (pi) para a taxa de blastocisto.  

 

4.5 Sincronização do ciclo estral e transferência intrafolicular de ovócitos imaturos 

(TIFOI) 
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   Com a intenção de ter um folículo pré-ovulatório no dia da TIFOI, as novilhas 

foram submetidas a um protocolo de sincronização de estro. O protocolo teve início com a 

inserção de um implante intravaginal de progesterona (Primer® Tecnopec, São Paulo, Brasil) 

associada à aplicação de 2 mg de benzoato de estradiol [im (RIC-BE ®, Brasil) ]. Após 8 dias, 

os animais receberam uma injeção de 2 mL (im) de prostaglandina F2α [0,150 mg de d-

cloprostenol (ARSA Prolise® SRL, Argentina], juntamente com a remoção do implante de 

progesterona, e no dia seguinte 1 mg de benzoato de estradiol (im). A injeção dos ovócitos no 

folículo pré-ovulatório foi realizada 52-58 horas após a remoção da progesterona e cerca de 4 - 

6 horas após o início do estro. A TIFOI foi realizada somente em novilhas em que um folículo 

pré-ovulatório superior a 10 mm foi detectado. 

  Para a injeção intrafolicular foi usada uma guia transvaginal (WTA, Brasil), que 

contém uma probe convexa de ultrassom de 7,5 MHz (Aloka, Japão). A guia transvaginal 

continha um mandril montado em um sistema fechado, tendo em uma extremidade uma seringa 

de insulina e uma agulha (G 27) na outra extremidade. Todos os 25 CCOs foram alocados 

dentro da agulha, juntamente com um volume de 60 uL de fluido folicular. Em seguida, todo o 

sistema foi preenchido com PBS e a guia foi posicionada no fundo de saco vaginal, no mesmo 

lado do ovário contendo o folículo dominante. A agulha foi então “empurrada” através do fundo 

de saco vaginal, perfurando também a parede do folículo. Uma vez possível a visualização da 

agulha no antro folicular, os 60 µL de fluido folicular contendo CCOs foi injetado no folículo. 

Logo após a TIFOI, 1 mL de um análogo da GnRH (Gestran®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) 

foi administrada, para auxiliar na indução da ovulação. 

  A inseminação artificial foi realizada na sequência, utilizando uma única dose 

de sêmen descongelado, de um touro Nelore previamente provada, sendo o mesmo sêmen 

utilizado para os ovócitos submetidos à fecundação in vitro. 

 

4.6 Avaliação do diâmetro e vascularização folicular com o Color Doppler 

 

  Em todos os tratamentos, os ovários foram avaliados imediatamente antes do 

procedimento de TIFOI. Foi utilizado para a avaliação a ultrassonografia com Collour Doppler 

com uma sonda linear de 7,5 MHz. A vascularização foi  classificada de acordo com Matsui et 

al. (2009) em:  1- vascularização ausente, quando não foram observadas imagens coloridas em 

torno do folículo; 2- vascularização inicial, quando  20 a  40% do folículo  estava colorido; 3- 

vascularização intermédia, quando  41 a 60% do folículo  estava colorido; 4- vascularização 
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intensa, quando  61 a 80% do folículo a estrutura estava colorida e 5- vascularização completa, 

quando 81 a 100% do folículo  estava colorido . 

 

4.7 Lavagem uterina e recuperação embrionária 

 
  Sete dias após a TIFOI de ovócitos fresco ou vitrificados, as novilhas foram 

submetidas a lavagem uterina usando uma sonda de Foley (No. 18, Rusch, EUA) fixada no 

corpo uterino. Os embriões foram recuperados pela lavagem  do útero utilizando  1000 mL de 

PBS. O liquido contendo os embriões foi filtrado em uma malha de 80µm. Os embriões foram 

avaliados em estereomicroscópio  e classificadas de acordo com o estágio de desenvolvimento. 

O número total de estruturas recuperadas foi registrado e  classificadas em:  (1) não-fecundados: 

ovócitos não clivados ou (2) fecundados: estruturas que chegaram ao estágio de mórula ou 

blastocisto e aqueles que apresentavam clivagens inicias. 

 

4.8 Vitrificação e aquecimento 

 

   A vitrificação de ovócitos foi realizada como descrito anteriormente (Kuwayama 

et al., 2005) com pequenas modificações. A solução de manutenção (SM), que foi utilizado 

para manipular ovócitos e durante a vitrificação e aquecimento, foi composta por - TCM-199 

tamponado com HEPES (Gibco) suplementado com 20% de SFB. Para a vitrificação, os grupos 

de ovócitos (3-5) foram primeiro lavados três vezes numa solução de equilíbrio constituído por 

7,5% de etileno glicol e 7,5% de dimetilsulfóxido (DMSO) dissolvido em SM, por 9 minutos. 

Os ovócitos foram transferidos para uma solução de vitrificação composta de 15% de etileno 

glicol, 15% de DMSO e 0,5 M de Sacarose em SM. Onde foram incubados durante 45-60 

segundos. Em seguida, os ovócitos foram colocados na haste de vitrificação em conjuntos de 

3-5, sob um estereomicroscópio (Nikon- SMZ 650). Antes de vitrificação, a maior parte da 

solução, que foi transferida junto aos ovócitos foi removida, e apenas uma fina camada (<0,1 

µl) permaneceu cobrindo os ovócitos. Subsequentemente, a haste foi imediatamente imersa em 

N2 líquido. O aquecimento foi realizado imediatamente após vitrificação, mergulhando a 

extremidade da haste em uma gota de SM suplementado com 1 M de sacarose, pré-aquecida a 

37 °C, durante 1 min. Os ovócitos foram então transferidos para uma solução de 0,5 M de 

Sacarose, em meio SM, durante 3 minutos. Finalmente, os ovócitos foram expostos ao meio 
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manutenção (SM). Em seguida, metade dos ovócitos prosseguiu para maturação in vitro e a 

outra metade seguiu para TIFOI. 

 

4.9 Contagem do número total de células (Hoechst 33342), número total e razão de células 

apoptóticas (Terminal deoxinucleotidil transferase dUTP nick end labeling [TUNEL]) 

 

  Para determinar o número total de células e número e proporção de células 

apoptóticas, embriões expandidos em D7 foram corados com Hoechst 33342 e TUNEL 

respectivamente. De forma resumida, os blastocistos foram lavados em PBS suplementado com 

1 mg / mL polivinilpirrolidona (PBS- PVP antes da fixação em paraformaldeído a 4%, durante 

1 hora. Todos os passos de incubação ocorreram à temperatura ambiente, em câmara escura, 

salvo quando especificado. Os blastocistos foram então incubados em 0,5% de Triton-X, 

durante 60 minutos. Subsequentemente, controles positivos (desnaturação de DNA artificial, 

TUNEL e coloração Hoechst 33342) e controlos negativos (desnaturação de DNA artificial, 

coloração Hoechst) foram incubadas com 50 U/mL de Dnase I (Roche, Vilvoorde, Bélgica) 

durante 1 hora. Blastocistos (exceto os controlos negativos) foram então corados com uma 

mistura de TUNEL-marcação com enzima, durante 60 minutos à 37 °C, logo após com 

coloração Hoechst 33342, durante 10 minutos. Finalmente, os blastocistos foram lavados em 

PBS-PVP, montadas em lâminas de vidro e observados sob um microscópio de 

epifluorescência. Para cada blastocisto, foram determinados o número total de células (núcleos 

azuis, Hoechst 33342) e o número total de células apoptóticas (núcleos verdes, TUNEL). A 

proporção de células apoptóticas foi definida como a percentagem de células apoptóticas sobre 

número total de células (Figura 5.2). 

 
Figura 5.2. Imagens ilustrativa da contagem do número total de células, avaliado pela coloração com Hoechst 

(A) e contagem de células apoptóticas, após coloração pelo Tunel (B). 
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4.10 Análise estatística 

 

   Todos os dados foram analisados por meio do software Statistical Analysis 

System (SAS, 1999). As porcentagens de clivagem, fertilização e desenvolvimento embrionário 

foram comparadas pelo teste de Kruskall-Wallis (P <0.05). Os parâmetros foliculares, número 

total de células, total de células apoptóticas e razão entre os dois, foram calculados por 

ANOVA, e o teste Tukey’s foi usado para comparação das médias (P < 0.05).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Resultados 

 

5.1.1 Viabilidade da TIFOI 

Sete dias após TIFOI, 26% de estruturas foram recuperadas, e 39% destas eram 

embriões viáveis. Considerando que em cada lavagem uterina, uma estrutura era derivada do 

folículo da receptora, a taxa de recuperação excluindo esta estrutura (sempre a mais 

desenvolvida) foi de 21%, e 26% destas estruturas eram embriões viáveis (Tabela 5.1). Após a 

transferência dos 11 embriões, 4 (36%) prenhezes foram obtidas (Tabela 5.2). Após a lavagem 

uterina de uma única receptoras, 5 embriões foram recuperados (Tabela 5.1); após a 

transferência destes embriões para 5 receptoras em D7, 3 prenhezes foram obtidas (Tabela 5.2). 

5.1.2 Taxas de recuperação de estruturas após a TIFOI de ovócitos imaturos frescos ou 

vitrificados  

  Como apresentado na Tabela 5.3, o tamanho e a vascularização dos folículos que 

receberam os ovócitos foram semelhantes (P>0,05) para ambos os grupos. Por conseguinte, o 

CL formado após a ovulação foi também semelhante (P>0,05) entre eles.  

No entanto, a taxa de recuperação do grupo vitrificado foi inferior (P<0,05) à taxa 

observada para o grupo fresco. 
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Tabela 5.1. Número (N) ode ovócitos injetados (D0), número e porcentagem de 

estruturas recuperadas (D7), estágio de desenvolvimento dos embriões recuperados, 

recuperação total e porcentagem de recuperação depois da exclusão do ovócito incluso no 

folículo da receptora, em cada injeção. 

 

* A taxa total recuperado embrionária foi calculada como a proporção de embriões totais sobre o total de estruturas recuperadas. 
** A taxa de recuperação de embriões foi registada como a proporção do total de embriões (extras) sobre o total das estruturas (extras) 
recuperadas. Para a apresentação dos dados, uma estrutura / embrião foi excluído após cada lavagem uterina. 
 

 

  

Referência 
da injeção 

Número 
de 

ovócitos 
(D0) 

  Recuperação (D7)   Recuperação total (D7)   Extra (D7) 

  
NF Dg Mc Bi Bl Bx 

  Estruturas   Embriões*   Estruturas   Embriões**  

    N (%)   n (%)   n (%)   n (%) 

1 22   2         1   3 (13.6)   1 (33.3)   2 (9.1)   0 (0.0) 

2 22   1 5   1       7 (31.8)   1 (14.3)   6 (27.3)   0 (0.0) 

3 10       1     2   3 (30.0)   3 (100.0)   2 (20.0)   2 (66.7) 

4 10                 0 (0.0)   0 (0.0)   0 (0.0)   0 (0.0) 

5 22     6   1       7 (31.8)   1 (14.3)   6 (27.3)   0 (0.0) 

6 22     3       5   8 (36.4)   5 (62.5)   7 (31.8)   4 (50.0) 

Total 108   3 14 1 2 0 8   28 (25.9)   11 (39.3)   23 (21.3)   6 (26.1) 
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Tabela 5.2. Estágio de desenvolvimento e classificação embrionária. Diagnóstico de gestação 
com 60 dias após a transferência dos embriões produzidos.  

Transferência Referência 
da injeção 

Embrião 
(qualidade) 

Prenhes 
60 dias 

1 1 Bi (2) - 

2 2 Bx (1) - 

3 3 Bx (1) - 

4 3 Bx (1) - 

5 3 Mc (1) + 

6 6 Bx (1) - 

7 6 Bx (1) + 

8 6 Bx (1) + 

9 6 Bx (1) + 

10 6 Bx (1) - 

11 5 Bi (2) - 

 

 
Tabela 5.3. Média ± desvio padrão do diâmetro e da irrigação folicular no dia da transferência 
folicular de ovócitos imaturos (TIFOI) em D0 e do corpo lúteo em D7 e, recuperação total de 
estruturas e de embriões em D7, após a TIFOI com ovócitos frescos ou vitrificados. 

Grupos 
Repetições 

N 

Ovócitos 

injetados 

N 

Folículo no D0  Corpo Lúteo em D7  Recuperação em D7 

Diâmetro (mm) 

média± DP. 

Irrigação 

média± DP. 

 Diâmetro (mm) 

média± DP 

Irrigação 

média±DP. 

 Estrutura 

N(%±DP.) 

Blastocistos* 

N(%±S.D.) 

Frescos 11 240 12,6±0,9 1,6±0,6  19,0±1,9 4,8±0,4  125(52,1±23,9)a 39(31,2±18,7)a 

Vitrificados 9 200 13,1±0,6 1,6±0,5  19,5±2,2 4,8±0,3  36(18,0±16,0)b 6(13,9±43,7)b 

a,b Letras diferentes indicam diferenças na mesma coluna depois do teste de ANOVA e teste Tukey (P < 0.05). 
*Taxa de recuperação de blastocistos calculada com base nas estruturas recuperadas em D7. 

 

5.1.3 Desenvolvimento embrionário a partir de ovócitos bovinos frescos ou vitrificados, 

produzidos in vitro ou in vivo pela TIFOI 

 

  A produção de embriões para os grupos que foram submetidos à TIFOI foi 

calculada considerando o total de estruturas recuperadas, após a lavagem uterina. A clivagem 

foi maior no grupo Vivo-Cont (P <0,05), independentemente do sistema de produção de 

embriões (Tabela 5.4). Embora uma taxa de clivagem mais elevada foi observada no sistema in 

vitro em comparação com in vivo para ovócitos frescos, quando os ovócitos vitrificados foram 
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avaliados as taxas de clivagem não diferiram (P>0,05) entre os sistemas in vitro e TIFOI (Tabela 

5.4). O desenvolvimento de blastocisto em D7 foi mais elevado nos grupos frescos (Vivo Cont 

e Vitro Cont) em relação a todos os grupos vitrificados (P< 0,05) A velocidade de 

desenvolvimento dos embriões dos grupos Vivo-Cont e Vitro-Cont foi semelhante (P> 0,05), 

já que a percentagem de embriões em estágio de blastocisto expandido no D7 não diferiu entre 

eles. Quando os grupos vitrificados foram comparados, Vivo Vit apresentou uma maior taxa de 

blastocisto expandido (P <0,05). 

 

Tabela 5.4. Avaliação do desenvolvimento embrionário, a partir de ovócitos frescos ou 
vitrificados e submetidos ao sistema in vivo ou in vitro, expressos em número (N), porcentagem 
± desvio padrão (%± DP), da clivagem em D2, blastocistos total e blastocistos expandidos (D7).  

Grupos 
  

N 

Clivados  

(D2 ou D7)  
Blastocistos D7 

Blastocistos 

expandidos em D7 

  N (%±DP) N (%±DP) N (%±DP) 

Vitro-Cont 190 154 (81,0±6,8)a 80 (42,1±14,5)a 57 (71,2±16,0)a 

Vitro-Vit  173 30 (17,3±6,2) d 11 (6,3±4,4)b 4 (36,3±45,1)c 

Vivo-Cont  125 82 (65,6±26,6)bc 39 (31,2±18,7)a 31 (79,4±25,9)a 

Vivo-Vit   36 14 (38,9±38,9)cd 5 (13,9±43,7)b 3 (60,0±48,9)b 
abc Letras diferentes indicam diferenças na mesma coluna depois do teste de Kruskall-Wallis (P < 0.05). 

 

5.1.4 Contagem do número total de células, número de células apoptóticas e a razão 

total/apoptóticas.  

 Como demonstrado na Tabela 5.5, apesar da menor taxa de desenvolvimento observada 

para os grupos vitrificados, nenhuma diferença (P>0,05) foi encontrada entre todos os grupos, 

quanto ao número total de células, número de células apoptóticas e razão (total/apoptóticas). 
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Tabela 5.5. Avaliação da qualidade dos blastocistos expandidos (D7), produzidos a partir de 
ovócitos frescos ou vitrificados e submetidos ao sistema in vivo ou in vitro. Expressa quanto 
ao número ± desvio padrão (N ± DP) de células totais e apoptóticas. Além, da porcentagem de 
células apoptóticas (%).  

Grupos 

Blastocistos 

Expandidos (Bx)  

N 

Número de Células Células 

apoptóticas 

(%) 
Total  Apoptóticas 

N±DP  N±DP 

Vitro-Cont 47 135,0±17,2  4,9±2,9 3,60% 

Vitro-Vit 4 135,3±6,8  3,8±2,6 2,80% 

Vivo-Cont 23 135,1±11,1  4,9±2,4 3,60% 

Vivo-Vit 2 126,5±9,5  6,5±0,5 5,10% 

 

 

5.2 Discussão 

 

  Apesar da sua importância, a criopreservação de ovócitos ainda é ineficiente na 

maioria das espécies de animais domésticos, tais como  suínos (Somfai et al., 2014; Dai et al., 

2015), ovinos (Ebrahimi et al., 2012; Ariu et al., 2014), e bovinos (Zhou et al., 2013; Spricigo 

et al., 2014; Arcarons et al., 2015). Porém, nas últimas décadas tem se buscado várias 

alternativas para compensar os danos causados pela vitrificação e melhorar os resultados 

obtidos com essa técnica. Na tentativa de propiciar um ambiente fisiologicamente “ideal” para 

os ovócitos submetidos a vitrificação, neste experimento foi estabelecido um sistema de 

produção in vivo de embriões, após a injeção de ovócitos imaturos, em um folículo pré-

ovulatório. Este modelo de produção in vivo, foi descrito por Kassens et al. (2015), e baseia-se 

na injeção de ovócitos maturados em folículos pré-ovulatórios de receptoras sincronizadas, que 

posteriormente são submetidas à AI e a lavagem uterina 7 dias após. Estes autores foram os 

primeiros a relatar a produção de blastocistos, gestação e nascimento de bezerros saudáveis, 

após a transferência intrafolicular de ovócitos maturados.  

 Diferente de Kassens et al. (2015), o nosso objetivo foi realizar a injeção de 

ovócitos imaturos. Apesar desse procedimento já ter sido realizado em bovinos (Bergfelt et al., 

1998), ainda não há relatos de produção de blastocistos em D7, usando fêmeas Bos indicus ou 

Bos taurus. Já que no estudo de Bergfelt (1998) os embriões foram coletados, após o abate das 

fêmeas em D3. Assim, no pré-experimento utilizando COCs obtidos por OPU. Os resultados 
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revelaram que, embora a recuperação de estruturas em D7 foi baixa, em 5 de 6 novilhas mais 

do que uma estrutura foi recuperada. Se consideramos que uma dessas estruturas era oriunda 

da receptora, pelo menos, 2 estruturas adicionais foram recuperadas. Este fato sugere que estas 

estruturas eram resultantes dos COCs injetados. Também, é importante destacar que, para 5 das 

6 novilhas, pelo menos, um embrião grau I foi recuperado. Resumindo, 11 embriões de grau I 

e II foram transferidos para receptoras, e 60 dias depois, 4 gestações foram detectadas. Como 

apresentado na tabela 5.2, três prenhezes foram produzidas após a transferência de embriões, 

obtidas a partir de uma única novilha. Sabemos que as análises genotípicas devem ser realizadas 

para garantir que as gestações resultaram de embriões derivados da TIFOI. No entanto, é muito 

incomum para uma fêmea bovina ovular três folículos. Assim, os resultados sugerem que o 

sistema funciona para ovócitos imaturos e, portanto, poderia ser usado para ovócitos 

vitrificados. Considerando uma ovulação simples, o presente estudo representa o primeiro 

relato de prenhez usando ovócitos imaturos para TIFOI.  

 Seguindo o experimento, quando comparadas a TIFOI com ovócitos frescos ou 

vitrificados, para o grupo fresco, o total de estruturas recuperadas após a lavagem foi de 52,1%. 

Apesar de não ter sido realizada a subtração do ovócito incluso no folículo no momento da 

injeção, a taxa de recuperação foi maior do que os 35% observados por Kassens et al. (2015). 

Uma possível explicação seria que diferente dos 60 ovócitos (Kassens et al., 2015), neste estudo 

foram injetados apenas 25 ovócitos em cada folículo pré-ovulatório, facilitando a captura dos 

CCOs pelas fimbrias do oviduto no momento da ovulação. Entretanto, a recuperação de 

ovócitos imaturos após vitrificação (18%) foi menor do que de a observada para ovócitos 

frescos. É possível que a vitrificação no estágio de VG tenha afetado as células do cumulus, de 

tal forma que a expansão foi comprometida. Como a expansão das CC facilita a captação do 

ovócito pelo epitélio ciliar das células do infundíbulo (Russell et al., 2006) se esse processo 

estiver afetado pode afetar a captação e com isso diminuir a taxa de recuperação.  

 Não só a quantidade de estruturas recuperadas após a TIFOI foi maior para 

ovócitos frescos em comparação aos vitrificados, mas também, a porcentagem de embriões 

viáveis. Estes resultados podem ser explicados, pelo fato de que os danos causados durante a 

vitrificação e aquecimento, são tão severos que não podem ser minimizados mesmo quando os 

ovócitos são maturados dentro do folículo.  

A clivagem e o desenvolvimento embrionário para ovócitos frescos (81% e 42%) e 

vitrificados (17% e 6%) nos grupos in vitro, estão de acordo com a literatura (Spricigo et al., 

2012; Spricigo et al., 2014; Spricigo et al., 2015). Para os grupos maturados in vivo Vivo-Cont 

ou Vivo-Vit, a clivagem em D2 não pode ser mensurada, uma vez em que as estruturas foram 
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recuperadas em D7, depois da IA. Desta forma, foram considerados clivados os zigotos que nos 

grupos in vivo apresentassem clivagens inicias (2 ou mais células) ou estágios tardios e que 

pararam o seu desenvolvimento e aqueles em estágio de blastocistos no momento da coleta, em 

D7. A clivagem e desenvolvimento embrionário para Vivo-Cont (65 e 31%) foi maior do que 

para Vivo-Vit (38 e 14%). Os dados mostram que o sistema proposto não aumentou o 

desenvolvimento embrionário a partir de ovócitos frescos ou vitrificados, quando comparado 

com os grupos produzidos in vitro. 

  Não só o desenvolvimento do blastocisto foi comparado, mas também a 

qualidade dos blastocistos em D7. A qualidade do embrião in vivo é influenciada pelo estado 

uterino (Roberts et al., 2015). Em D7 o útero tem de estar sobre a influência da progesterona, 

produzida por um corpo lúteo saudável. Assim, momentos antes da coleta por lavagem uterina, 

escaneados os ovários com o Color Doppler, mas não foram observadas diferenças, quanto ao 

diâmetro ou vascularização do CL, parâmetros os quais condiziam com padrões fisiológicos. 

A técnica mais eficiente para avaliar s a qualidade embrionária seria a transferência para 

receptora, para a aviação de gestão e nascimento de um produto. Porém, devido as dificuldades 

e altos custos de manutenção de receptoras, não foi possível realizar esse tipo de análise. Como 

parâmetro de avaliação da qualidade, foi utilizado o número total de células (Hoechst) e o total 

de células apoptóticas (TUNEL), além da razão entre estes dois indicativos. Entretanto, não foi 

detectada diferença nesses parâmetros quando blastocistos expandidos de D7 dos diferentes 

tratamentos foram analisados. Desde que Zhao et al. (2011), demonstraram que o sistema in 

vitro aumenta a produção de EROs e que a vitrificação induz a apoptose (Rocha-Frigoni et al., 

2014), esperávamos que a qualidade do embrião produzido in vivo pela TIFOI seria melhor do 

que embriões produzidos in vitro, mesmo depois de vitrificados, porém foram de qualidade 

semelhantes.   
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6 CONCLUSÕES 

 

 

  Esta é a primeira vez que a técnica de injecção de oócitos imaturos de bovinos 

resultou em blastocistos viáveis em D7 e em prenhez aos 60 dias. Embora, ovócitos vitrificados, 

não resultaram em melhores resultados de desenvolvimento embrionário, os resultados 

demonstram que é possível utilizar a técnica, para a produção de embriões. Esta técnica abre 

uma ampla gama de possibilidades para programas de melhoramento. Além, de ser um sistema 

interessante para a pesquisa, pois permite a produção de um elevado número de embriões num 

sistema totalmente in vivo, sem quaisquer estimulação hotmonal ou a necessidades de 

instalações laboratoriais. Juntos, estes dados sugerem que este procedimento "simples e barato" 

deve representar a nova geração da multiplicação de embriões bovinos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A necessidade de aumentar a produtividade dos rebanhos e de conservar a 

variabilidade e a diversidade genética animal, resultou em um esforço internacional pelo 

desenvolvimento de biotecnologias capazes de acelerar a multiplicação e possibilitar o 

armazenamento de gametas e embriões. Neste contexto, a criopreservação de sêmen, embriões 

e ovócitos tornaram-se alvos de pesquisas, em diversas universidades e centros de pesquisa ao 

redor do mundo. 

Considerando o avanço já obtido na eficiência da criopreservação para sêmen e 

embriões, o objetivo do nosso trabalho foi aumentar a eficiência da criopreservação de ovócitos 

em bovinos que ainda permanece com resultados insatisfatórios. A preservação do gameta 

feminino é importante não só em programas de conservação, mas também em programas de 

melhoramento animal. Além, de ser importante ferramenta terapêutica, pois, possibilita a 

manutenção da fertilidade da fêmea, mesmo após apresentar problemas de infertilidade 

adquirida. 

Baseados em estudos prévios, identificamos que entre os pontos críticos da 

criopreservação do ovócito bovino estão: o alto teor lipídico, a composição de membrana 

plasmática, o volume celular, a fonte do ovócito e o próprio sistema in vitro de produção de 

embriões. Tomando por base estas características, propusemos: (1) alterar a membrana 

plasmática do ovócito imaturo, para assim diminuir os danos osmóticos causados durante a 

criopreservação; (2) utilizar substâncias delipidantes e antioxidantes durante a MIV, para 

diminuir o teor de ácidos graxos e aumentar a proteção contra a peroxidação, para a conservação 

de ovócitos maturados; (3) adaptar um sistema de maturação in vivo, para avaliar se a fonte de 

ovócitos, maturados in vivo ou in vitro, influenciaria na sua crioresistência e (4) usar um sistema 

de maturação, fecundação e cultivo in vivo, para ovócitos imaturos, após a vitrificação. 
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Quando utilizamos a beta-metil-ciclodextrina para tentar carrear colesterol para 

a membrana celular, e deixa-la mais fluída, observamos um aumento do número de ovócitos 

imaturos vitrificados que chegaram à metáfase II, após a MIV, reduzindo a taxa de degeneração. 

Apesar da taxa de blastocisto em D7 ter sido superior para o grupo de ovócitos expostos a beta-

metil- ciclodextrina antes da vitrificação, essa taxa ainda permaneceu muito baixa. 

Para o propósito seguinte, a suplementação do meio de maturação com L-

Carnitina de forma isolada ou em associação ao Resveratrol foi capaz de modificar a expressão 

gênica, aumentar a proteção à desorganização dos fusos meióticos causada pela vitrificação e, 

aumentar a taxa de eclosão dos embriões em D8, após a vitrificação de ovócitos maturados. 

Observamos também que o sistema de maturação in vivo é capaz de produzir 

ovócitos altamente competentes e também, alterar a composição lipídica da membrana 

plasmática, mas não melhora a produção de embriões após a vitrificação dos ovócitos.  

Por fim, quando avaliamos o sistema no qual o embrião foi produzido, in vivo 

ou in vitro, notamos que o sistema in vivo proposto, pode se tornar mais uma opção para a 

produção de embriões e, que estes têm qualidade comparáveis aos produzidos pelo sistema in 

vitro. Contudo, o desenvolvimento embrionário a partir de ovócitos imaturos vitrificados, e que 

foram maturados, fecundados e cultivados in vivo, foi semelhante ao sistema in vitro. Esse 

achado foi importante, pois percebemos que o ovócito bovino é severamente acometido pela 

vitrificação, independentemente de sua qualidade e ou do sistema ao qual é submetido.  

Portanto, apesar dos nossos esforços e das diferentes abordagens para preparar 

ovócito para a criopreservação, não obtivemos êxito em melhorar o desenvolvimento 

embrionário a partir de ovócitos vitrificados. Independente da alternativa utilizada, essas não 

foram suficientes para compensar o severo comprometimento causado aos ovócitos durante a 

vitrificação.  

Contudo, baseado nos estudos de coloração nuclear por lacmóide ou 

identificação dos fusos e cromossomos por imunohistoquímica, observamos que a cromatina 

apesar de ser afetada, continua estável morfologicamente, em aproximadamente 50% dos 

ovócitos, após vitrificação. Somando estes achados as observações feitas durante o mestrado, 

que mostram a intensa vacuolização citoplasmática, e desorganização de organelas, 

independentemente do estágio em que o ovócito é submetido a vitrificação. Acreditamos que o 

citoplasma é mais afetado do que o núcleo celular.  
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Sendo assim, concluímos que a conservação do gameta feminino continua sendo 

um desafio. São necessárias mais pesquisas básicas para se conhecer melhor a estrutura 

bioquímica e física do ovócito bovino, para que metodologias de criopreservação possam ser 

desenvolvidas, especificamente para esta célula, respeitando as peculiaridades da espécie. Outra 

opção, seria lançar mão de técnicas em que somente o núcleo do ovócito criopreservado fosse 

utilizado, como na transferência nuclear, para um citoplasma fresco. Provavelmente, estas são 

as alternativas restantes, para se buscar melhores resultados com a criopreservação de ovócitos, 

em bovinos. 


