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Congelação de Ovócitos Desnudados ou Não, Maturos e Imaturos de Bovinos, Utilizando
o Etileno Glicol pelo Método Convencional1

Letícia Martins Fagundes2, Eduardo Paulino da Costa3, Ciro Alexandre Alves Torres4, Wald’ma
Sobrinho Amaral Filha2, José Domingos Guimarães5

RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da criopreservação pelo método convencional em ovócitos imaturos e maturados in vitro.
Utilizou-se ovócitos provenientes de ovários de vacas abatidas em matadouro, distribuídos em seis tratamentos: ovócitos não-congelados
originados de células do cumulus oophorus (T1) e desnudados (T2) submetidos à MIV, FIV e CIV; ovócitos imaturos, originados de células
do cumulus oophorus (T3) e desnudados (T4), congelados, reidratados, e ovócitos considerados normais, submetidos à MIV, FIV e CIV;
ovócitos MIV, providos de células do cumulus oophorus (T5) e desnudados (T6), congelados, reidratados e submetidos à FIV e CIV.
A congelação dos ovócitos foi realizada em soluções contendo 0,6; 1,2 e 1,8 mol L-1 de Etileno Glicol (EG) durante cinco minutos
cada etapa. A descongelação foi realizada em banho-maria a 30oC por 20 segundos e, posteriormente, foram reidratados em três etapas
(0,9 mol L-1 de EG + 0,3 mol L-1 de sacarose; 0,3 mol L-1 de sacarose, e sem EG e sem sacarose) de seis minutos. A principal alteração
ultra-estrutural verificada nos ovócitos maturados in vitro e congelados foi a liberação prematura dos grânulos corticais e, tanto nos
maturados quanto nos imaturos congelados, verificou-se vacuolização e redução das cristas mitocondriais. A taxa de maturação foi de
82,5; 75,4; 9,2 e 5,8%, para ovócitos do T1, T2, T3 e T4, respectivamente. As taxas de fecundação foram de 56,2; 0,0; 38,7; 8,6; 63,6
e 16,7% e de clivagem de 36,3; 7,9; 0,4; 0,0; 0,0 e 0,0%, para ovócitos do T1, T2, T3, T4, T5 e T6, respectivamente. Somente os ovócitos
do T1 apresentaram desenvolvimento para mórulas e blastocistos (34,5%). Estes resultados indicam que as técnicas de congelação
adotadas comprometeram a viabilidade do ovócito.
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Freezing of Either Naked or No-Naked, Matured and Immature Oocytes from Cows,
Using the Ethylene Glycol by the Conventional Method

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the cryopreservation of in vitro mature or immature oocytes by
conventional method. The experiment was conducted using oocytes of cows’ ovaries from slaughterhouse, distributed into six treatments:
unfrozen oocytes with the cumulus oophorus cells (T1) and naked (T2) which were submitted to the process of MIV, FIV and CIV;
immature oocytes, with the cumulus oophorus cells (T3) and naked (T4), which were submitted to the cryopreservation, unfrozen and
the MIV, FIV and CIV; oocytes with the cumulus oophorus cells (T5) and naked (T6), which were submitted to in vitro maturation,
cryopreservation, and FIV and CIV. The oocytes were frozen by the conventional methods, dehydrated by the immersion in three
solutions with 0.6; 1.2 and 1.8 mol L-1 of Ethylene Glycol (EG) during 5 minutes each phase. The thawing phase was done by the immersion
in water-bath at 30oC during 20 seconds, and so, the oocytes were re-hydrated  in three phases (0.9 mol L-1  EG + 0.3 mol L-1 of sacarose;
0.3 L-1 of sacarose without  EG and sacarose) for six minutes each one. The mainly ultrastructural changes in cryopreserved matured
oocytes were prematurely released of cortical granules. However, the frozen immature and mature oocytes showed vacuolization and
disappearance of cristae mitochondrial. The frozen immature oocytes showed the maturation rate of 82.5, 75.4, 9.2 and 5.8% for T1,
T2, T3 and T4, respectively. The fecundation rate were 56.2, 0.0, 38.7, 8.6, 63.6 and 16.7% and from the cleavage were 36.3, 7.9, 0.4,
0.0, 0.0 and 0.0% for T1, T2, T3, T4, T5 and T6, respectively. Morula and blastocyst were observed only for unfrozen and naked oocytes
(T1) (34.5%). These results showed that the frozen protocols affect the viability of the oocytes.
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Introdução

A necessidade de animais geneticamente
superiores, mais produtivos e de melhor eficiência

reprodutiva faz com que sejam desenvolvidas pesqui-
sas que complementem o emprego de outras
biotecnologias reprodutivas. Quanto aos gametas, a
congelação de sêmen viabilizou a inseminação artifi-
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cial e proporcionou rápido melhoramento genético
das espécies domésticas destinadas à produção, es-
pecialmente em rebanhos bovinos. Entretanto, a
fecundação in vitro (FIV) e a transferência de
embrião têm impacto limitado em razão, principal-
mente, da dificuldade para se obter número adequado
de ovócitos fertilizáveis.

Estudos têm sido realizados visando facilitar o uso
do gameta feminino (Arav et al., 1996) e, atualmente,
a técnica mais promissora é a criopreservação de
ovócitos, desejável por razões biológicas e comerci-
ais (Shaw et al., 2000), considerando-se que o princí-
pio do resfriamento consiste em reduzir a taxa meta-
bólica e permitir a estocagem e transporte do ovócito
(Zeron et al., 1999). A disponibilidade de ovócitos
viáveis após a criopreservação permitiria maior flexi-
bilidade em experimentos que exigem o uso simultâ-
neo de grande número de gametas (Songsasen et al.,
2002), aumentando a viabilidade de materiais para
pesquisa básica (Otoi et al., 1997) e para os procedi-
mentos da FIV (Saunders & Parks, 1999), além de
permitir o estabelecimento de um banco de ovócitos
destinado a preservar os recursos genéticos de espé-
cies em risco de extinção (Lim et al., 1999; Ledda et
al. 2001). Entretanto, os resultados obtidos a partir da
criopreservação de ovócitos são, geralmente,
insatisfatórios quanto à capacidade de maturação in
vitro (MIV) e FIV (Im et al., 1997) e de clivagem e
desenvolvimento embrionário, decorrente das altera-
ções impostas pelo resfriamento (Saunders & Parks,
1999), associadas à falta de repetibilidade de resulta-
dos promissores.

Vários esforços têm sido empregados na tentativa
de se obter ovócitos de boa qualidade para atender à
demanda e proporcionar a realização adequada dos
procedimentos anteriormente citados. O primeiro
método efetivo de criopreservação de células de
mamíferos foi estabelecido há mais de 60 anos e,
desde então, considerável progresso tem sido obtido
(Shaw et al., 2000). A solução de congelação é
constituída de uma solução-base à qual são adicionados
em única etapa ou em etapas sucessivas, 0,3 a 0,4%
de suplemento protéico (geralmente a albumina soro
bovina fração V -BSA V) e 1 a 4 mol L-1de agentes
crioprotetores (Aller et al., 1996).

Na congelação pelo método convencional (méto-
do lento), o resfriamento ocorre em três etapas de
velocidades diferentes: resfriamento inicial,
resfriamento lento e resfriamento rápido (Aller et al.,
1996), usando-se baixa concentração de crioprotetor

e controlando a formação de cristais de gelo, com o
intuito de manter o equilíbrio entre as várias causas de
danos celulares (Vajta, 2000). O Etileno Glicol (EG)
tem sido usado como crioprotetor preferido para a
congelação pelo método convencional e para a
vitrificação, graças ao seu baixo peso molecular, que
permite sua rápida penetração nas células, removendo
grande parte da água intracelular antes da congela-
ção, evitando a formação de cristais de gelo e prote-
gendo as organelas celulares dos efeitos deletérios da
criopreservação (Miyake et al., 1993). A criopreservação
de ovócito pelo método lento fornece bons resultados
para espécies que os ovócitos são menos sensíveis à
congelação (camundonga, cadela, coelha e mulhe-
res), mas os resultados ainda são ruins para outras
espécies como a porca e a vaca (Ledda et al., 2001).

O estádio de desenvolvimento dos ovócitos no
momento da criopreservação tem-se mostrado como
fator crítico para a sua sobrevivência após a
descongelação (Park et al., 1997; Sommerfeld &
Niemann, 1999; Le Gal & Massip, 1999; Ledda et al.,
2001), uma vez que ovócitos imaturos e maturados
apresentam, cada um, características que refletem
sua organização nuclear e citoplasmática (Fabbri et
al., 1998). Em geral, os ovócitos sofrem danos durante
o processo de congelação, em decorrência de seu
grande diâmetro e da elevada relação volume/super-
fície (Asada & Fukui, 2000), características que, asso-
ciadas à penetração desigual do crioprotetor, podem
resultar em danos em parte do ovócito e crioproteção
insuficiente em outra. Também os ovócitos não têm
sido efetivamente criopreservados, em virtude da
sensibilidade da membrana citoplasmática, dos
microtúbulos, do citoesqueleto, da zona pelúcida, dos
cromossomos, das mitocôndrias e dos grânulos
corticais a baixas temperaturas (Park et al., 1997;
Zeron et al., 1999; Ledda et al., 2001) sendo que
esses efeitos prejudiciais verificados em ovócitos de
suínos, de humanos e bovinos (Hyttel et al., 1999; Wu
et al., 1999; Isachenko et al., 2001).

Segundo Park et al. (1997) e Ledda et al. (2001),
espera-se que ovócitos congelados em estádio de
vesícula germinal sejam mais estáveis que os conge-
lados em Metáfase II (MII), visto que aqueles ainda
não possuem microtúbulos formados, que evitam as
injúrias durante a criopreservação. Entretanto, Arav
et al. (1996) e Zeron et al. (1999) afirmam que a
membrana celular é o principal local de danos durante
a congelação, de modo que a membrana dos ovócitos
em estádio de vesícula germinal é mais sensível que
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as dos em MII e, por isso, a criopreservação de
ovócitos imaturos pode comprometer o desenvolvi-
mento embrionário (Vajta, 2000).

Quanto aos ovócitos maduros, diversos fatores
podem comprometer o desenvolvimento celular, prin-
cipalmente os danos à zona pelúcida e aos microtúbulos
e microfilamentos, a dispersão e o acúmulo dos
cromossomos, além da descontinuidade dos filamentos
de actina no citoesqueleto (Hyttel et al., 1999; Shaw
et al., 2000). Adicionalmente, vários pesquisadores
têm encontrado elevada incidência de arranjo
cromossômico anormal (Saunders & Parks, 1999),
maior freqüência de diploidias ao final da maturação
(Al Hasani et al., 1987) e exocitose precoce dos
grânulos corticais que impede a fecundação ao
enrijecer precocemente a zona pelúcida. (Fuku et al.,
1995b). Outro fator importante é a duração do tempo
de exposição dos ovócitos à solução de congelação e
descongelação, que depende da permeabilidade des-
te crioprotetor sobre a membrana plasmática dos
ovócitos (Dhali et al., 2000). Em bovinos, ovócitos
MIV têm maior condutividade hidráulica que os ima-
turos, maturados in vivo (Ruffing et al., 1993). Adi-
cionalmente, a presença ou não das células do
cumulus oophorus aderidas ao ovócito resulta, res-
pectivamente, em maior ou menor proteção à zona
pelúcida (Camargo, 1995). Entretanto, estas células
também podem ser danificadas durante a
criopreservação, verificando-se, após a
descongelação, desconexão das células do cumulus
oophorus, ou até mesmo o completo desnudamento
dos ovócitos (Cooper et al., 1998).

A MIV de ovócitos frescos de bovinos têm apre-
sentado bons resultados, obtendo-se taxas de 78,0%
para desnudados e de 86,0% (Fujimoto et al., 1994),
88,0% (Im et al., 1997), 81,3% (Park et al., 1997) e
76,5% (Saunders & Parks, 1999) para os não desnu-
dados. Contudo, ovócitos submetidos à MIV após
congelação e descongelação apresentam taxas de
MII bastante inferiores às de ovócitos a fresco.
Assim, Fujimoto et al. (1994) observaram que apenas
4,0% dos ovócitos congelados maturaram in vitro
após descongelação e, segundo Saunders e Parks
(1999), poucos ovócitos submetidos à congelação
apresentam arranjo cromossômico normal em rela-
ção aos não-congelados.

Por estas razões, a fecundação e o desenvolvi-
mento de ovócitos bovinos previamente
criopreservados pode ser comprometida pela destrui-
ção do sistema de microtúbulos no fuso meiótico

durante resfriamento, uma vez que eles são respon-
sáveis pela migração do pronúcleo de uma região
cortical para o centro do ovócito (Saunders & Parks,
1999). Apesar disso, alguns pesquisadores têm obtido
resultados satisfatórios com ovócitos criopreservados.
Otoi et al. (1995) obtiveram 27,8, 63,4 e 86,6% de
fecundação para COC imaturos, COC maduros con-
gelados sem sacarose e ovócitos não-congelados,
respectivamente, enquanto Suzuki et al. (1996) obtive-
ram 33,3% de fecundação para COC congelados
imaturos, em 1,8 mol L-1 de EG.

A taxa de clivagem e o desenvolvimento embrioná-
rio de ovócitos criopreservados ainda são baixos,  mas
algumas pesquisas têm apresentado resultados promis-
sores, apesar da baixa repetibilidade. Segundo Saunders
& Parks (1999), a liberação de enzimas dos grânulos
corticais e o endurecimento prematuro de zona pelúcida
podem comprometer a fecundação e reduzir a taxa de
clivagem e o desenvolvimento embrionário. Lim et al.
(1991), utilizando COC maturados e criopreservados
pelo método convencional com 1,0 e 1,5 mol L-1 de
glicerol, obtiveram taxa de clivagem de 31,1 e 17,8%,
respectivamente, resultados bastante inferiores aos ob-
tidos com a fecundação de COC frescos (83,3%). Lim
et al. (1999) congelaram COC maduros utilizando
1,0 mol L-1 de glicerol, 1,0 mol L-1 de DMSO e em
1,0 mol L-1 Propilenoglicol e obtiveram taxa de clivagem
de 51,0; 54,0 e 33,0%, respectivamente.

Estes dados demonstram que a criopreservação
de ovócitos bovinos causam alterações irreversíveis
em múltiplos componentes citológicos, dificultando a
fertilização e clivagem, e, por isso, há necessidade de
melhoria nas estratégias para prevenir os danos celu-
lares durante processo de criopreservação. Portanto,
uma combinação de fatores – métodos de congelação
e descongelação, tipo e concentração do crioprotetor,
estádio do ciclo celular e a presença ou não de
células do cumulus oophorus aderidas ao ovócito –
determinam o sucesso da criopreservação do gameta
feminino. Desse modo, noções básicas sobre cada
um destes fatores contribuem para a obtenção de
resultados satisfatórios.

Objetivou-se verificar, por meio da avaliação dos
efeitos da criopreservação com o Etileno Glicol (EG)
pelo método convencional, se o estádio do ciclo
celular (imaturo ou maturado) de ovócitos bovinos e
a presença ou não de células do cumulus oophorus
aderidas aos ovócitos interferem na congelabilidade e
subseqüente MIV e FIV de ovócitos e na clivagem e
desenvolvimento embrionário.
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Material e Métodos

Os ovários foram coletados de fêmeas bovinas
imediatamente após abate e evisceração, imersos em
solução fisiológica (35-38oC) acrescida de 0,05 g/mL
de sulfato de estreptomicina (Sirard & Bilodeau,
1990), acondicionados em garrafa térmica com esta
solução e transportados para o laboratório, onde
foram submetidos à aspiração folicular. Foram sele-
cionados os ovócitos que apresentavam células do
cumulus oophorus compactas (COC), segundo
Costa et al. (1997a). O meio base utilizado para
manipulação, congelação e descongelação foi o Talp-
Hepes acrescido de 0,4% de BSA-V.

Obteve-se 2746 COC imaturos, dos quais foram
usados 33 para testar a citotoxicidade do crioprotetor
e 42 para avaliar o estádio de ciclo celular imediata-
mente após a seleção, enquanto os 2671 ovócitos
restantes foram distribuídos aleatoriamente em dois
grupos: ovócitos com cumulus oophorus (COC) e
ovócitos dos quais as células do cumulus oophorus
foram totalmente retiradas (desnudados) segundo
Costa et al. (1997b). Posteriormente, foram distribuí-
dos entre os tratamentos: tratamento 1 (COC.F.):
692 COC frescos e tratamento 2 (D.F.): 190 ovócitos
desnudados frescos, submetidos aos processos de
maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV)
e cultivo in vitro (CIV), conforme descrito posterior-
mente; tratamento 3 (COC.C.I.): 582 COC imaturos;
e tratamento 4 (D.C.I.): 532 ovócitos desnudados
imaturos, criopreservados imediatamente após sele-
cionados e posteriormente descongelados (aqueles
considerados normais foram submetidos à MIV, FIV
e CIV); tratamento 5 (COC.C.M.): 381 COC; e
tratamento 6 (D.C.M.): 294 ovócitos submetidos à
MIV por 22 horas, criopreservados e descongelados
(aqueles considerados normais foram submetidos ao
recultivo em meio de MIV por duas horas seguido de
FIV e CIV).

A congelação foi realizada em solução contendo
1,8 mol L-1 de Etileno Glicol (EG) em Talp-Hepes
acrescida de 0,4% de BSA-V, pelo método conven-
cional (Otoi et al., 1995) modificado. Os ovócitos
foram desidratados por imersão em três soluções
(0,6; 1,2 e 1,8 mol L-1 de EG em meio Talp – Hepes)
com tempo máximo de permanência de cinco minutos

em cada etapa, à temperatura ambiente Durante a
terceira etapa, os ovócitos foram envasados em
palhetas de 0,25 mL, que, após vedadas, foram
transferidas ao congelador de células (Biocool TM)1

previamente equilibrado a 0oC. O resfriamento foi
iniciado de 0oC até -6oC, com queda programada de
temperatura de 1oC/minuto. Ao alcançar -6oC, aguar-
dou-se cinco minutos em equilíbrio, para a indução de
cristalização (“seeding”), seguidos de 10 minutos de
estabilização a -6oC. Após este período, a temperatura
foi reduzida para -32°C a 0,3oC/minuto, sendo as
palhetas retiradas do congelador de células e expos-
tas horizontalmente durante cinco segundos ao vapor
de nitrogênio, a cerca de dois centímetros do nitrogê-
nio líquido e, posteriormente, imersas e armazenadas
a -196oC. A citotoxicidade do EG foi testada por
exposição de 33 COC imaturos à solução de desidra-
tação e de reidratação, sem serem submetidos à
criopreservação e MIV e posterior avaliação.

Os ovócitos criopreservados foram descongelados
em banho-maria a 30oC por 20 segundos e reidratados
por meio de imersão em três soluções (0,9 mol L-1 de
EG + 0,3 mol L-1 de sacarose; 0,3 mol L-1 de sacarose
e meio Talp - Hepes sem EG e sem sacarose), com
tempo máximo de permanência de seis minutos em
cada etapa, à temperatura ambiente. Após a
reidratação, os ovócitos foram lavados duas vezes
em meio Talp-Hepes acrescido de 0,4% de BSA-V e,
com auxílio de um microscópio estereoscópio, foi
obtida a taxa de recuperação e realizada a avaliação
morfológica do ovócito, sendo considerados normais
aqueles que, após descongelação e reidratação, apre-
sentaram zona pelúcida e membrana plasmática
intactas, sem evidência de perda de conteúdo celular
e de retração do citoplasma (Park et al., 1997). Os
ovócitos considerados morfologicamente normais
foram submetidos à MIV, FIV e CIV, de acordo com
o tratamento estabelecido previamente.

O meio de maturação foi constituído por TCM
199 acrescido de 10% de soro de vaca em cio e 10mg/
ml de FSH, e os ovócitos foram incubados em estufa2

a 38,5oC, com atmosfera de 5% de CO2, 95% de ar
atmosférico e 95% de umidade, segundo Costa et al.
(1997a). A maturação in vitro dos ovócitos foi rea-
lizada por 24 horas, para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, e
por 22 horas, para os tratamentos 5 e 6, em placas de

1 FTS Systemms Inc., modelo BC-70-4 A.
2 Jouan, modelo IG 150.
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poliestireno de 35 x 10 mm, contendo 3 mL do meio
de maturação. Os ovócitos dos tratamentos T2 (D.F.),
T3 (COC.C.I.), T4 (D.C.I.) e T6 (D.C.M.) foram
maturados na presença de células da granulosa em
suspensão recém-preparadas, no intuito de suprir a
ausência das células do cumulus oophorus provenien-
tes do desnudamento (T2, T4 e T6) ou do processo de
criopreservação (T3). Após serem descongelados, os
COC.C.M (T5) e D.C.M. (T6) foram submetidos ao re-
cultivo por duas horas em meio de maturação para
promover aos ovócitos reorganização de organelas an-
tes de serem submetidos ao processo FIV.

Para avaliação da maturação nuclear, os ovócitos
foram desnudados, hipotonizados, fixados em lâminas
e corados com orceína a 2% (Costa et al., 1997c).
Foram classificados de acordo com a configuração
dos cromossomos, em estádio de prófase I (PI),
metáfase I (MI), anáfase I (AI) ou metáfase II (MII),
sendo considerados maturados, em nível nuclear,
aqueles que apresentavam configuração
cromossômica em MII e o grupo cromossômico per-
tencente ao primeiro corpúsculo polar. Os ovócitos
que não apresentavam configuração característica
de algum estádio do ciclo celular foram classificados
segundo a presença de resquícios de condensação de
cromatina (CC) ou  a ausência de configuração
cromossômica (SCC).

A fecundação in vitro foi realizada utilizando-se
sêmen bovino congelado na concentração de 2 x 107

espermatozóides/dose. O meio de manipulação e
incubação do sêmen e o de fecundação foram o
Sp-Tl e o Fert-Talp, respectivamente, de Parrish et
al. (1988), modificados por Costa et al. (1997d). A
fecundação foi realizada em placas de poliestireno de
35 x 10 mm, contendo gotas de 100 mL de Fert-Talp,
acrescido de 10 mg/mL de heparina, cobertas com
óleo mineral. Em cada gota de fecundação, foram
colocados, no máximo, 30 ovócitos e 2 x 106

espermatozóides/mL. Doze horas após a inseminação,
os ovócitos foram retirados do meio de fecundação e
transferidos para a placa escavada contendo o meio
de cultivo. As células do cumulus oophorus e os
espermatozóides residuais foram removidos por meio
de repetidas pipetagens. Os ovócitos foram lavados
três vezes e, imediatamente submetidos ao CIV.

A taxa de fecundação foi avaliada em pelo menos
30 ovócitos de cada tratamento. Os ovócitos foram
desnudados e preparados segundo Costa et al. (1997d).

O co-cultivo dos zigotos foi realizado em placa de
poliestireno contendo monocamada de células da

granulosa, durante sete dias, em 3 mL de TCM
(Costa, 1994), sendo o meio de cultivo substituído em
intervalos de 48 horas após inseminação utilizando-se
1,5 mL de TCM fresco. A taxa de clivagem foi
avaliada 48 horas após a inseminação e taxa de
mórulas e de blastocistos foi verificada no sétimo dia
de cultivo.

Os dados obtidos para todas as variáveis foram
agrupados em tabelas de contingência e analisados
pelo teste do qui-quadrado.

A confirmação da maturação citoplasmática, após
a MIV, e da fecundação após congelação e reidratação
foi realizada em nível ultra-estrutural, segundo Costa
et al. (1997a), em 30 ovócitos de cada tratamento. A
contrastação foi feita com citrato de chumbo
(Reynolds, 1963) e acetato de uranila (Watson, 1958).

Resultados e Discussão

Os números e percentagens de ovócitos
recuperados após descongelação e reidratação são
apresentados na Tabela 1. Houve diferença entre
ovócitos congelados imaturos, ovócitos congelados
envoltos pelas células do cumulus oophorus e entre
os ovócitos congelados desnudados e congelados
maturados (P<0,05).

A taxa de recuperação dos COC congelados
maturados (T5) foi maior que a dos COC congelados
imaturos (T3). Os COC congelados maturados
formaram aglomerados, provavelmente como
conseqüência da produção de mucina. Entretanto, os
COC congelados imaturos dispersaram e ocuparam
toda a área da escavação da placa, ocorrendo maior
probabilidade de perdas destes ovócitos devido à
manipulação realizada durante a reidratação. Neste
experimento, foram recuperados 92,6% dos COC
congelados imaturos, resultado superior aos 83%
obtidos por Cooper et al. (1998) e semelhantes aos
94,0% e 92,2% encontrados por Schroeder et al.
(1990) e Souza et al. (2003), respectivamente. Quanto
aos COC congelados maturados, foram recuperados
96,6%, valor semelhante aos 96,0% encontrados por
Schroeder et al. (1990). A taxa de recuperação dos
ovócitos desnudados foi de 97,5% para os imaturos
(T4) e 93,2% para os maturados in vitro (T6).
Considerando os desnudados imaturos, a taxa de
recuperação obtida neste estudo foi semelhante à
obtida por Bem et al. (1993), que encontraram 94,1%
usando o método convencional, e superior à encon-
trada por Souza et al. (2003), que recuperou 79,0%
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dos ovócitos usando a vitrificação, o que pode ter
provocado danos mais acentuados, impedindo a
visualização dos ovócitos. A perda de ovócitos desnu-
dados durante a reidratação é decorrente da lise
celular, ocorrendo total perda de citoplasma e perma-
necendo apenas o resquício da membrana plasmática
e da zona pelúcida, o que dificulta sua identificação.
Quando ocorre lise dos COC, mesmo que o citoplasma
saia do ovócito, as células do cumulus oophorus
servem como referência para sua identificação. Outra
razão é o fato de alguns ovócitos denudados ficarem
fora de foco, boiando na solução de reidratação,
sendo identificados somente quando as escavações
foram vistoriadas com a intenção de identificar o
número de ovócitos perdidos durante a reidratação.

Os efeitos da congelação e descongelação sobre
a morfologia dos ovócitos estão na Tabela 2. Os COC
congelados maturados apresentaram a maior porcen-
tagem de ovócitos normais após descongelação e
reidratação, resultado similar (P>0,05) ao obtido com
os COC congelados imaturos. Houve diferença
(P<0,05) na porcentagem de ovócitos
morfologicamente normais entre T3 e T4 e entre T3 e
T6. A menor porcentagem de morfologia normal
ocorreu nos ovócitos desnudados congelados
maturados, seguido pelos desnudados congelados
imaturos, sendo encontrada diferença (P<0,05)
entre eles.

O percentual de COC congelados imaturos (T3)
com morfologia normal (94,2% - Tabela 2) foi supe-
rior aos 69,0; 47,0 e 81,0% encontrados por Schroeder

et al. (1990), Kubota et al. (1998) e Cooper et al.
(1998), respectivamente.

A taxa de ovócitos morfologicamente normais
(95,9%) obtida com COC congelados maturados foi
superior à registrada por Schroeder et al. (1990), Otoi
et al. (1997), Fabbri et al. (1998) e Kubota et al.
(1998), que encontraram 81,0; 67,4; 54,0 e 72,0%,
respectivamente. Segundo Fabbri et al. (1998), a
maior taxa de sobrevivência dos COC se deve à maior
proteção destes ovócitos contra à toxicidade do crioprotetor.

O método de congelação e descongelação, o tipo
e concentração do crioprotetor utilizado e as
características intrínsecas ao ovócito podem alterar a
morfologia normal da célula, o que explica a diferença
nas taxas de ovócitos morfologicamente normais,
encontradas pelos autores supracitados, uma vez que
o método de vitrificação de ovócito bovino utilizado
por Souza et al. (2003), tende a causar mais danos
estruturais que a congelação pelo método convenci-
onal. Considerando o método convencional, Schroeder
et al. (1990) e Cooper et al. (1998), utilizando DMSO
para congelar ovócito de camundonga, obtiveram
percentuais de ovócitos morfologicamente normais
inferiores aos encontrados no presente trabalho, ao
passo que Kubota et al. (1998) associaram EG e
propanodiol, que pode ter falhado em proteger a
célula durante a congelação de COC de bovinos.

Com relação aos ovócitos congelados imaturos,
3,3% dos COC e 0,8% dos desnudados apresentaram
citoplasma retraído ao final da reidratação. A presença
das células do cumulus oophorus em COC congela-
dos imaturos prejudicou a taxa de desidratação/
reidratação em relação aos ovócitos desnudados
congelados imaturos. Comparando COC congelados
imaturos e COC congelados maturados, o fator dife-
rencial foi o estádio do ciclo celular. Segundo Agca et
al. (1997), a permeabilidade dos ovócitos bovinos é
maior após a maturação in vitro. Com base nesta
informação e de acordo com o método utilizado neste
experimento, é provável que haja tempo diferencial nas
etapas de desidratação e reidratação, considerando-se
que a presença ou não das células do cumulus
oophorus aderidas funcionam como barreira atrasan-
do entrada e a saída de crioprotetores, e o estádio do
ciclo celular, que refletirá na permeabilidade da mem-
brana plasmática do ovócito.

Quanto ao total de ovócitos recuperados, foram
constatadas fraturas da zona pelúcida apenas em
ovócitos do T3 e T4 (0,2% e 1,5%, respectivamente)
e a perda de conteúdo celular ocorreu em 2,2% dos

Tabela 1 - Número e percentagem de ovócitos recuperados
após descongelação e reidratação

Table 1 - Number and percentage of oocytes recovered after
frozen-thawed

Tratamento Total congelado Ovócitos recuperados
Treatments (%)
T3    COC.C.I. 582 539 (92,6) a
T4    D.C.I. 532 519 (97,5) b
T5    COC.C.M. 381 368 (96,6) b
T6    D.C.M. 294 274 (93,2) a
Total 1.789 1.700 (95,0)

T3: COC congelado imaturo; T4: desnudado congelado imaturo;
T5: COC congelado maturado; T6: desnudado congelado maturado.
T3: immature cryopreserved COC; T4: immature cryopreserved desnudes; T5:
cryopreserved in vitro matured COC; T6: cryopreserved in vitro matured
desnudes.
Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenças (P<0,05) pelo teste do qui-quadrado.
Numbers within column, followed by different letters, are different (P<.05)
by chi square.



Congelação de Ovócitos Desnudados ou Não, Maturos e Imaturos de Bovinos, Utilizando o Etileno Glicol pelo...2032

R. Bras. Zootec., v.33, n.6, p.2026-2036, 2004 (Supl. 2)

COC congelados imaturos e 3,8% dos COC congela-
dos maturados, resultados inferiores aos 13,1 e 16,1%
obtidos para os desnudados T4 e T6, respectivamente,
o que confirma os resultados de Camargo (1995), que
alega que a presença das células do cumulus
oophorus seja um fator de proteção à zona pelúcida
durante a congelação e descongelação.

Entretanto, apesar da aparência normal observa-
da à microscopia ótica convencional, a análise ultra-
estrutural evidenciou alterações em todos os ovócitos
avaliados após a descongelação. A principal alteração
encontrada nos ovócitos maturados e congelados foi
a liberação prematura dos grânulos corticais, afetando
a integridade da zona pelúcida, interferindo na
fecundação e no desenvolvimento embrionário (Fuku
et al., 1995a; Fuku et al., 1995b). Também foram
verificadas a vacuolização e a perda de cristas
mitocondriais nos ovócitos criopreservados, como
verificado por Fuku et al. (1995a), em ovócitos
vitrificados imaturos. Ao contrário, os ovócitos
não-criopreservados (testemunha) apresentaram os
grânulos corticais distribuídos eqüitativamente nas
proximidades da membrana plasmática, conforme
reportado por Costa et al. (1997a).

O procedimento de congelação alterou a estrutura
das células do cumulus oophorus, deixando-as mais
frágeis e, por isso, soltaram-se facilmente, visto que
o tempo necessário para realizar o desnudamento de
ovócitos recém descongelados foi menor se compa-
rado ao de ovócitos frescos, como também foi cons-
tatado por Saunders & Parks (1999).

As taxas de ovócitos que alcançaram o estádio de
MII nos tratamentos T1, T2, T3 e T4 estão apresenta-

das na Tabela 3. O índice de ovócitos em MII foi
semelhante (P>0,05) entre os COC e os desnudados
frescos e entre COC e desnudados congelados
imaturos. Os ovócitos congelados imaturos apre-
sentaram menor porcentagem de MII (P<0,05) que
os ovócitos frescos. Portanto, a congelação pelo
método convencional provocou efeitos deletérios
sobre os ovócitos, reduzindo o percentual daqueles
que alcançaram a MII, quando comparados com os
ovócitos frescos.

Considerando os COC frescos submetidos à MIV,
82,5% culminaram em MII. Esta taxa foi similar
àquelas encontradas por Im et al. (1997), Saunders &
Parks (1999), que obtiveram 88,0% e 76,0%, respec-
tivamente. A expansão das células do cumulus
oophorus tem sido usada como critério para classi-
ficar um ovócito como maduro (MII). Entretanto, não
houve esta correlação neste experimento, onde veri-
ficou-se que 82,3% dos ovócitos frescos que não
apresentaram expansão das células do cumulus
oophorus após a MIV estavam em MII. Quanto aos
ovócitos desnudados frescos, 75,4% alcançaram o
estádio de MII, valor semelhante aos 78,0% obtidos
por Im et al. (1997). A escassez de dados na litera-
tura, referentes à MIV de ovócitos frescos previa-
mente desnudados dificulta a melhor comparação de
resultados neste tratamento.

Quando os ovócitos foram congelados imaturos, a
taxa de MII obtida após o descongelamento e MIV
caiu para 9,2% nos COC congelados imaturos e 5,8%
nos ovócitos desnudados congelados imaturos. Estes
resultados são inferiores aos de Im et al. (1997), que
obtiveram 44,0% dos COC e 30,0% dos desnudados

Tabela 2 - Viabilidade morfológica dos ovócitos após a descongelação e reidratação
Table 2  - Morphologic viability of oocytes after frozen-thawed

T N Normais Anormais
N % Citoplasmaretraído Fratura de zona Perda de conteúdo

pelúcida celular
N % N % N %

T3 539 508 94,2 a 18 3,3 1 0,2 12 2,2
T4 519 439 84,6 b 04 0,8 8 1,5 68   13,1
T5 368 353 95,9 a 01 0,3 0 0 14 3,8
T6 274 213 77,7 c 17 6,2 0 0 44 16,1

T: tratamento; T3: COC congelado imaturo; T4: desnudo congelado imaturo; T5: COC congelado maturado; T6: desnudo
congelado maturado.
T: treatment; T3: immature cryopreserved COC; T4: immature cryopreserved desnudes; T5: cryopreserved in vitro matured COC; T6: cryopreserved
in vitro matured desnudes.
Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças (P<0,05) pelo teste do Qui Quadrado.
Numbers within column, followed by different letters, are different (p<.05) for the Schi Squares.



2033

R. Bras. Zootec., v.33, n.6, p.2026-2036, 2004 (Supl. 2)

FAGUNDES et al.

e aos de Kubota et al. (1998), que obtiveram 54,0%
de MII para COC de bovinos congelados imaturos.
Embora tenha-se obtido baixa taxa de ovócitos anor-
mais à microscopia ótica, após a descongelação/
reidratação dos COC e desnudados imaturos (Tabela 2),
poucos ovócitos considerados morfologicamente nor-
mais alcançaram o estádio de MII (Tabela 3). Este
fato evidencia que fatores bioquímicos foram afetados
e que o critérios morfológicos podem ser utilizados
para pré-seleção, mas não devem ser empregados
para determinar a viabilidade dos ovócitos após a
criopreservação. Segundo Pickering et al. (1990), a
exposição a crioprotetores e a baixa temperatura
podem causar despolimerização de microtúbulos,
acompanhada por dispersão dos cromossomos da
placa metafásica, com risco de aneuploidias para o
zigoto. Adicionalmente, Kim et al. (1996) preconizam
que tanto a extrusão do corpúsculo polar quanto a
organização da cromatina em MII necessitam que a
estrutura de microtúbulos e microfilamentos esteja
normal e funcional. De fato, neste estudo, poucos
ovócitos submetidos à congelação apresentaram arranjo
cromossômico normal em relação aos não-congelados.
Ao contrário, nos tratamentos onde os ovócitos não
foram congelados, a maioria atingiu o estádio de MII
(Tabela 3). Entretanto, poucos ovócitos congelados
imaturos maturaram in vitro. Foi constatado também
que 9,2% dos COC congelados imaturos e 23,1% dos
desnudados congelados imaturos apresentaram
configuração cromossômica em prófase meiótica
(PI). Considerando que a confecção da lâmina foi
realizada ao final do período de 24 horas de maturação
in vitro, pode-se considerar que estes ovócitos fica-
ram estacionários.

Foi  observada inc idência  de  60,9% de
condensação da cromatina (CC) em ovócitos con-
gelados imaturos após 24 horas de MIV, caracte-
rística geralmente associada a um citoplasma de
aspecto vacuolizado. A característica sem confi-
guração cromossômica (SCC) foi atribuída a
ovócitos considerados como em estado de degene-
ração. Também, a ausência de células do cumulus
oophorus pode ter comprometido eventos celula-
res normais, o que teria causado a elevada porcen-
tagem de SCC em desnudados frescos, compara-
dos aos COC frescos. Contudo, considerando
ovóci tos  cr iopreservados ,  a  ausência  de
cromossomos pode estar diretamente relacionada
às alterações morfológicas decorrentes do proces-
so de criopreservação.

A porcentagem de ovócitos fecundados diferiu
(P<0,05) entre os ovócitos de T1 e T2, T1 e T4, e T1
e T6 (Tabela 4). Os ovócitos desnudados de todos os
tratamentos apresentaram as menores porcentagens
de fecundação quando comparados aos COC. A taxa
de fecundação dos COC frescos foi de 56,2%, resul-
tado inferior aos 73,8 e 70,0% encontrados por Otoi
et al. (1997) e Souza et al. (2003), respectivamente.
No tratamento 2 (D.F.), não foi identificado nenhum
ovócito com indicação de penetração espermática,
apesar de ter ocorrido clivagem. Provavelmente, a
ausência de células do cumulus oophorus pode ter
favorecido a penetração espermática mais precoce e,
diante disto, no momento da confecção das prepara-
ções, já poderia ter ocorrido a singamia.

Segundo Wood et al. (1992), a inibição da fertili-
zação induzida pela congelação ocorre primariamente
na zona pelúcida e a presença de células do cumulus

Tabela 3 - Efeito da congelação pelo método convencional sobre a maturação in vitro de ovócitos
Table  3  - Effect of conventional cryopreservation on in vitro maturation oocytes

Tratamento N Porcentagem
Treatment Percentage

MII AI MI PI CC SCC
T1 COC.F. 200 82,5 a 1,0 14,0 0,0 0,5 2,0
T2 D.F. 69 75,4 a 4,3 4,3 0,0 4,3 11,6
T3 COC.C.I. 174 9,2 b 5,7 3,4 9,2 60,9 11,5
T4 D.C.I. 156 5,8 b 1,3 3,2 23,1 29,5 37,2

T1: COC fresco; T2: desnudado fresco; T3: COC congelado imaturo; T4: desnudado congelado imaturo.
T1: fresh COC; T2: fresh denuded; T3: immature cryopreserved COC; T4: immature cryopreserved desnudes.
MII: metáfase II; AI: anáfase I: MI: metáfase I; PI: prófase; CC: condensação de cromatina; SCC: sem configuração

cromossômica.
MII: metafase II; AI: anafase I; MI: metafase I; PI: profase; CC: cromatine cluster; SCC: without cromossome.
Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças (P<0,05) pelo teste do qui-quadrado.
Numbers within column , followed by different letters, are different (P<.05) by chi square.
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oophorus reduz o grau de endurecimento da zona
pelúcida observada em ovócitos maturos após incuba-
ção in vitro. Se o contrário for verdadeiro, esta pode
ser a razão da baixa taxa de fecundação de ovócitos
congelados desnudados. Neste estudo, ovócitos os
dos tratamentos 4 e 6 apresentaram as menores taxas
de fecundação (8,6 e 16,7%, respectivamente) entre os
congelados. Estes resultados são superiores aos descri-
tos por Souza et al. (2003), que não registrou fecunda-
ção ao vitrificar ovócitos desnudados imaturos. Quanto
aos COC congelados imaturos, foram obtidos 38,7% de
fecundação, valor superior aos 27,8% registrados por
Otoi et al. (1995). A taxa de fecundação dos ovócitos
COC congelados maturados foi de 63,6%, superior a de
38,6%, relatada por Otoi et al. (1997), mas ligeiramente
inferior à verificada por Lim et al (1999), que obtiveram
79,0; 76,0 e 59,0% de fecundação quando
criopreservaram COC maturos congelados em
1,0 mol L-1 de DMSO, PROH e Glicerol, respectivamente.

Foi constatado que todos os COC frescos (T1) e
desnudados congelados imaturos (T4) foram penetra-
dos por um único espermatozóide. Entretanto, os
tratamentos T3, T5 e T6 apresentaram poliespermia,
cuja ocorrência foi de 25,0%, 23,8% e 100,0%,
respectivamente. Considerando ovócitos criopreservados,
Saunders & Parks (1999) declaram que o endureci-
mento prematuro da zona pelúcida pode bloquear
parcialmente a fertilização, permitindo a entrada de
mais de um espermatozóide.

A taxa de clivagem obtida neste estudo foi de 36,3%
para os COC frescos, inferior às de 53,3% e 44,0%
obtidas por Saunders & Parks (1999) e Souza et al.

(2003), respectivamente. Apenas 7,9% dos desnudados
frescos (T2) clivaram. Em relação aos clivados, 34,5%
dos COC frescos alcançaram o estádio de mórula ou
blastocisto, enquanto Souza (2001) obteve 21,4%. Con-
siderando os ovócitos congelados, verificou-se clivagem
de apenas 0,4% para COC congelado imaturo (Tabela 4).
Valores similares foram registrados por Schellander et
al. (1994), que obtiveram 5,5 e 18,0% de clivagem para
COC de bovinos congelados imaturos e maturados,
respectivamente. Saunders & Parks (1999) e Asada &
Fukui (2000) também obtiveram, respectivamente, 7,8 e
16,3% de clivagem de COC de bovinos maturados e
congelados pelo método convencional.

Além da falha de fecundação, a não-ocorrência
de clivagem e desenvolvimento embrionário pode ser
atribuída a outros fatores. Quanto aos ovócitos sub-
metidos à criopreservação, além do comprometimento
no citoesqueleto e nas organelas, Lane et al. (2000)
alegam que a baixa taxa de clivagem de embriões
após a criopreservação é conseqüência de alterações
no metabolismo e de queda na produção de energia
decorrentes da reduzida habilidade de regulação do
pH intracelular. Além disso, alguns ovócitos não se
desenvolvem, independentemente do protocolo, da
técnica e das condições adversas (expressão gênica).

Conclusões

Não existe relação entre aparência morfológica do
ovócito criopreservado e sua capacidade de maturar in
vitro, indicando que a avaliação morfológica não pode
ser utilizada como critério definitivo.

Tabela 4 - Efeito da congelação pelo método convencional sobre a fecundação in vitro, a clivagem e o desenvolvimento
embrionário

Table  4  - Effects of cryopreservation on in vitro fecundation, cleavage and embryo developent

Tratamento Fecundados (%) Clivados (%) Mórula (%) Blastocistos(%)
Treatment Fecundated (%) Cleavage (%) Morulae (%) Blastocysts (%)
T1 COC.F.     41/73 (56,2)a, b 139/383 (36,3)      46/139 (33,1) 2/139 (1,4)
T2 D.F.       0/33 (0,0)d       5/63 (7,9)       0/5 (0,0)       0/5 (0,0)
T3 COC.C. I.     12/31 (38,7)b     1/226 (0,4)        0/1 (0,0)        0/1 (0,0)
T4 D.C.I.       3/35 (8,6)c, d     0/169 (0,0)       0/0 (0,0)       0/0 (0,0)
T5  COC.C. M.      21/33 (63,6)a     0/188 (0,0)       0/0 (0,0)       0/0 (0,0)
T6  D.C.M.       6/36 (16,7)c     0/137 (0,0)       0/0 (0,0)       0/0 (0,0)

T1: COC fresco; T2: desnudado fresco; T3: COC congelado imaturo; T4: desnudado congelado imaturo; T5 : COC congelado maturado;
T6: desnudado congelado imaturo.
T1: fresh COC; T2: fresh denuded; T3: immature cryopreserved COC; T4: immature cryopreserved desnudes; T5: matured cryopreserved COC; T6: imature denuded
cryopreseved.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças (P< 0,05) entre os valores, pelo teste do qui-quadrado.
Numbers within column , followed by different letters are different (P<.05) by chi square.
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A classificação das anormalidades morfológicas,
encontradas após a descongelação e reidratação,
mostrou ser um importante subsídio para a correlação
com prováveis causas de injúrias, facilitando, assim,
o aperfeiçoamento da técnica.

Ovócitos congelados pelo método convencional
exibem expansão das células do cumulus oophorus
sem maturação nuclear dos mesmos, evidenciando
que esta característica não é boa indicação
morfológica da maturação in vitro, como ocorre com
os ovócitos frescos.

A presença de células do cumulus oophorus não
influenciou na taxa de ovócitos que alcançaram o
estádio de MII, mas influenciou o desenvolvimento
embrionário.

A criopreservação de ovócitos imaturos e
maturados de bovinos pelo método convencional,
utilizando o Etileno Glicol como crioprotetor, não
apresenta resultados satisfatórios.
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