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RESUMO 

 

Atualmente, na criobiologia, a vitrificação tem sido uma alternativa aos protocolos de 

congelação lenta de células, tecidos e órgãos reprodutivos como o ovário, sobretudo pela 

capacidade de reduzir a formação de gelo intracelular, bem como pelo baixo custo, 

praticidade e rapidez na execução. Diversos tipos de técnicas e soluções têm sido utilizados 

com sucesso para a realização da vitrificação, no entanto, ainda não existe disponível uma 

solução com composição ideal que garanta a preservação de um grande número de folículos 

pré-antrais presentes no tecido ovariano caprino independente da técnica utilizada. Desta 

forma, o objetivo deste trabalho foi comparar por histologia e coloração por Azul de Tripan o 

tecido ovariano fresco (não vitrificado - controle) com o tecido ovariano após vitrificação em 

palhetas francesas (PT), superfície sólida (SS) e macrotubo (MT). Além disso, foi avaliado 

também o efeito de seis diferentes soluções de vitrificação sobre a morfologia folicular 

ovariana. As soluções foram compostas por um meio base (MB) constituído por meio 

essencial mínimo (MEM) e etilenoglicol (EG) 6 M, sem ou adicionado de 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e duas diferentes concentrações (0,5 e 0,25 M) de sacarose, constituindo as 

soluções de vitrificação 1 a 6 (SV1:MB; SV2:MB+SFB; SV3:MB+Sac 0,25 M; SV4:MB+Sac 

0,25 M+SFB; SV5:MB+Sac 0,50 M e SV6:MB+Sac 0,50 M+SFB). No tocante à análise 

estatística, foi utilizado o teste de Dunnett para a comparação entre o controle e os grupos 

vitrificados. Já o teste Student-Newman-Keuls (SNK) foi utilizado para comparar os 

resultados obtidos com a utilização das diferentes técnicas, bem como as seis diferentes 

soluções de vitrificação utilizadas. As diferenças foram consideradas significativas quando 

P<0,05 e os resultados foram expressos em média ± DP. O procedimento de vitrificação, 

independente da técnica ou solução utilizada, reduziu significativamente o percentual de 

folículos morfologicamente normais quando comparado ao tecido fresco (88%). Dentre as 

diferentes técnicas, verificou-se que em PT e MT o percentual de folículos pré-antrais 

morfologicamente normais (FPMN) foi menor do que para SS, quando a SV2 foi utilizada. 

Resultados similares foram observados em PT quando comparado com MT e SS utilizando as 

soluções SV3 e SV6. Por outro lado, não houve diferença entre as soluções SV1, SV4 e SV5 

quando realizada a vitrificação por MT ou SS, no entanto, a SV4 foi a única solução que 

mostrou um resultado significativamente melhor quando as palhetas foram utilizadas. Após 

análise de viabilidade (Azul de Tripan) realizada apenas com a solução SV4 nas três técnicas 

de vitrificação, observou-se que a SS foi a única capaz de manter a viabilidade folicular. Com 

base nestes resultados pode-se concluir que a adição de 0,25 M de sacarose e 10% de SFB 

associada à vitrificação por SS, apesar de reduzir o percentual de FPMN mantém a viabilidade 

folicular após vitrificação. 

 

Palavras-chave: Criopreservação. Vitrificação. Tecido ovariano. Folículos pré-antrais. 
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ABSTRACT 

 

Currently, in cryobiology, vitrification has been an alternative to slow freezing protocols of 

cells, tissues and reproductive organs, such as ovary, especially the ability to reduce 

intracellular ice formation and the low expense, convenience and speed of execution. Several 

techniques and solutions have been used successfully to achieve vitrification, however, yet is 

unavailable a solution that preserve large number of preantral follicles present in ovarian 

tissue goat independent of the technique used. Thus, this study aimed measure by histology 

and staining Trypan Blue the fresh ovarian tissue (non-vitrified - control) and ovarian tissue 

after vitrification in straw plastic (PT), solid surface (SS) and makrotube (MT). Furthermore, 

it also evaluated the effect of six different vitrification solutions in ovarian follicular 

morphology. The solutions were composed of a basic medium (MB) constituted from 

minimum essential medium (MEM) and ethylene glycol (EG) 6 M, without or adding 10% 

fetal calf serum (FCS) and two different concentrations (0.5 and 0.25 M) of sucrose, 

constituting the vitrification solutions 1 to 6 (SV1: MB; SV2: MB + FCS; SV3: MB + 0.25 M 

Suc, SV4: MB + 0.25 M Suc + FCS; SV5: MB + 0.50 M Suc and SV6: MB + 0.50 M + Suc + 

FCS). Regarding the statistical analysis, we used the Dunnett test for compare control and 

vitrified groups. Since the test Student-Newman-Keuls (SNK) was used to compare the results 

obtained in different techniques, as well as six different vitrification solutions used. 

Differences were considered significant when P <0.05 and results were expressed as mean ± 

SD. The vitrification procedure, regardless of the technique or used solution, significantly 

reduced the percentage of morphologically normal follicles when compared to fresh tissue 

(88%). Among the different techniques, it was found that PT and MT in the percentage of 

preantral follicles with normal morphology (FPNM) was lower than for SS when SV2 was 

used. Similar results were observed in PT when compared with MT and SS solutions using 

SV3 and SV6. Moreover, there was no difference between the solutions SV1, SV4 and SV5 

when performed vitrification MT or SS, however, the SV4 was the only solution that showed 

a significantly better when straws plastic were used. After viability analysis (Trypan Blue) 

performed only with solution SV4 in three vitrification techniques, observed that the SS was 

only one able to maintain follicular viability. In conclusion the addition of 0.25 M sucrose and 

10% FCS associated vitrification SS, although reducing the percentage of FPNM maintain 

follicular viability after vitrification. 

Keywords: Cryopreservation. Vitrification. Tissue ovarian. Preantral follicles. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. Estrutura morfológica e ciclo do ovário mamífero 

 

1.1.1. Estrutura morfológica do ovário 

O ovário mamífero é um órgão endócrino complexo, que possui duas funções 

principais: i)a produção de esteróides sexuais responsáveis por preparar a fêmea adulta para a 

reprodução, ou seja, permitir o desenvolvimento das características sexuais secundárias e 

fornecer suporte para a gestação, e ii) a diferenciação e liberação de oócitos maturos em 

intervalos apropriados durante o período fértil para a propagação das espécies (MCGEE e 

HSUEH, 2000). Estruturalmente, como mostrado na Figura 1, o ovário é composto por uma 

região medular e uma cortical. Na medula encontram-se principalmente tecido conjuntivo 

frouxo, vasos sangüíneos e nervos. Já o córtex ovariano é composto por folículos em 

diferentes fases, isto é, desde folículos primordiais em repouso (grande maioria) até grandes 

folículos pré-ovulatórios. Além dos folículos, também estão presentes corpos lúteos e corpos 

albicans, distribuídos no estroma ovariano (MAGOFFIN et al., 2005). 
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Figura 1. Estrutura morfológica do ovário onde se observa a região medular, responsável pela 

irrigação e inervação ovariana, e a cortical, onde estão dispostos os folículos em diferentes 

estádios de desenvolvimento (ZILLGITT 2009).  

 

1.1.2. Ciclo ovariano 

O ciclo ovariano tem início com a formação das células germinativas primordiais 

(CGP) e pode ser dividido em quatro fases. Na primeira delas, ainda na embriogênese, a 

população de CGP e células somáticas torna-se uma massa ovariana integrada que constitui os 

folículos primordiais. Essa primeira fase, conhecida por foliculogênese, inicia-se ainda no 

útero, quando ainda é independente de gonadotrofinas. Na segunda fase, a qual tem início na 

puberdade e é dependente de gonadotrofinas, ocorrem os processos de oogênese, 

granulogênese e tecogênese. Nesta fase, os folículos primordiais crescem e desenvolvem-se 

até o estádio pré-ovulatório ou são perdidos por atresia. A terceira fase, desencadeada pelo 

hormônio luteinizante, se caracteriza pela ovulação, a qual se caracteriza pela liberação de um 

oócito maturo possível de ser fertilizado. Na última e quarta fase do ciclo ovariano, o folículo, 

agora sem oócito, sofre uma luteinização, transformando-se em uma estrutura endócrina, 

denominada corpo lúteo (SUH et al., 2002; MALTARIS et al., 2009). 
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1.2. Dinâmica folicular no ovário mamífero 

 

1.2.1. Folículos ovarianos 

O folículo, unidade morfofuncional do ovário mamífero, é constituído basicamente por 

um oócito localizado centralmente e envolto por células somáticas (células da granulosa e da 

teca) e, dependendo do estádio de desenvolvimento, apresenta zona pelúcida e cavidade antral 

preenchida por líquido folicular (Figura 2). Essa estrutura é formada ainda durante a 

embriogênese e tem seu desenvolvimento controlado por fatores endócrinos e parácrinos 

(McGEE e HSUEH, 2000). 

  

Figura 2. Representação esquemática do desenvolvimento folicular desde o folículo 

primordial até o folículo pré-ovulatório. Respectivamente, em A, B e C, estão representados 

os folículos primordiais, primários, e secundários (folículos pré-antrais) e, em D e E, 

respectivamente, os folículos terciários e pré-ovulatórios (folículos antrais). Os componentes 

foliculares são também indicados: 1) oócito; 2) células do estroma; 3) células da pré-

granulosa em formato pavimentoso; 4) células da granulosa de formato cúbico; 5) zona 

pelúcida; 6) células da granulosa; 7) membrana basal; 8) cavidade antral; 9) camadas de 

células da teca externa; 10) camada de células da teca interna; 11) células do cumulus e 12) 

núcleo do oócito em metáfase II (SIMÕES et al., 2002). 

 

Os diferentes tipos de folículos presentes no ovário estão divididos em duas grandes 

classes, isto é, os folículos pré-antrais ou não cavitários e os folículos antrais ou cavitários 

(Figura 3). Os folículos pré-antrais representam a fase inicial do desenvolvimento folicular e 

compreendem os folículos primordiais, primários e secundários. A partir de então, os folículos 

desenvolvem-se para o estádio terciário e pré-ovulatório e passam a conter uma cavidade 

(antro) repleta de fluido (VARGHESE et al., 2008). 

A B 
C 

D E 

http://images.google.com.br/url?source=imgres&ct=ref&q=http://rge.fmrp.usp.br/cursos/zm/ovog.htm&usg=AFQjCNHTyMkUrPCdwoapA2O7KMjYvseevQ
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O folículo primordial encontra-se no estádio de dormência ou repouso é constituído 

por um oócito estacionado na fase de prófase I, envolto por uma camada de células da pré-

granulosa de formato pavimentoso, delimitada por uma membrana basal. Com o 

desenvolvimento, os folículos passam do estádio primordial para o primário, caracterizado por 

conter uma camada de células da granulosa de formato cúbico. Com a multiplicação e 

consequente surgimento de mais camadas de células da granulosa, o folículo passa a ser 

denominado secundário.  

Quando há a formação da cavidade antral, os folículos passam ao estádio terciário e 

pré-ovulatório (MAGOFFIN et al., 2005; RAJKOVIC et al., 2006). É nesta fase que apenas 

um dos folículos recrutados desenvolver-se-á até a ovulação e os demais sofrerão atresia 

(EDSON et al., 2009) causando a depleção folicular. 

 

1.2.2. Depleção dos folículos ovarianos 

Este processo se dá principalmente por apoptose (morte celular programada) das 

células da granulosa em resposta a privação hormonal (KIESS e GALLAHER, 1998) e 

acomete mais de 99% dos folículos. A depleção ocorre tanto em folículos antrais como pré-

antrais, não estando exclusivamente relacionado com a dominância folicular (TILLY, 1996; 

MAGOFFIN et al., 2005). Contudo, a atresia de folículos imaturos permanece imperceptível 

devido à remoção eficiente e rápida dos detritos celulares (corpos apoptóticos) por 

macrófagos residentes (TILLY, 1996). Na figura 3 observa-se o desenvolvimento folicular, 

evidenciando-se o recrutamento dos folículos (término do estádio de dormência e início do 

desenvolvimento folicular), ovulação e atresia. 



- 20 - 

 

 

Figura 3. Representação esquemática do recrutamento e atresia folicular, onde se percebe que 

do pool de folículos primordiais recrutados para o crescimento, apenas um chegará à 

ovulação. Adaptado de Kaipia e Hsueh (1997). 

 

A apoptose no ovário tem um papel fundamental na limitação do número de folículos 

que chegarão à ovulação e, consequentemente, reduz o número de embriões por fêmea 

(KIESS e GALLAHER, 1998). Este é um processo ativo e autônomo, que evita a inflamação 

(FINK e COOKSON, 2005). É considerado um processo hormonal complexo que envolve 

supostos fatores de sobrevivência (fatores de crescimento e estrógeno) e indutores de atresia 

(andrógenos e hormônio liberador de gonadotrofinas), sendo a ação destes fatores dependente 

da fase folicular (KIESS e GALLAHER, 1998; STOUFFER, 2006).  

A perda folicular também pode ocorrer em decorrência de fatores externos como 

tratamentos de radio e/ou quimioterapia. A ionização ocasionada pela radiação resulta em 

efeitos adversos nos ovários, em todas as fases do desenvolvimento folicular, sobretudo em 

folículos primordiais. As altas doses de radioterapia utilizadas em tratamentos contra o câncer 

podem resultar em falência ovariana prematura e depleção da reserva de folículos primordiais, 

ocasionando esterilidade. Quanto à quimioterapia, todas as drogas quimioterápicas atuam 
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interrompendo processos celulares vitais e cessando ciclo de proliferação celular normal 

(MALTARIS et al., 2009). Atualmente, vários estudos relacionados à reprodução humana 

(ISACHENKO et al., 2009; KEROS et al., 2009) têm mostrado algumas alternativas para 

manter a fertilidade feminina antes do início de tratamentos contra o câncer. A 

criopreservação de tecido ovariano, por exemplo, tem sido uma técnica utilizada com sucesso, 

pois, além de conservar os folículos ovarianos por décadas (RUBINSKY, 2003), ainda 

permite o restabelecimento da função reprodutiva após o transplante de ovário previamente 

criopreservado (BORDES et al., 2005). 

 

1.3. Aplicação da Criopreservação na Reprodução Assistida 

A criopreservação funciona como uma estratégia para a preservação do estoque de 

folículos ovarianos que seriam perdidos pelo processo natural de atresia ou pela 

radio/quimioterapia.  

 

1.2.1. Princípios gerais da criopreservação  

A criopreservação por definição consiste na preservação de material biológico a baixas 

temperaturas, geralmente em nitrogênio líquido a –196°C, ou em sua fase de vapor a –150°C 

(KARTHA, 1985). A capacidade de um material biológico sobreviver ao processo de 

criopreservação está diretamente ligada à sua resistência às etapas do procedimento 

(congelação lenta ou vitrificação) utilizado. Independente da congelação lenta ou vitrificação, 

a criopreservação é constituída por cinco etapas fundamentais: 1) exposição ao agente 

crioprotetor (ACP); 2) resfriamento e redução gradual da temperatura ou vitrificação; 3) 

estocagem em nitrogênio (N2) líquido; 4) descongelação ou aquecimento e 5) remoção do 

ACP (SANTOS et al., 2008). 
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A congelação lenta tem como característica principal a redução gradual da 

temperatura, no entanto, há o risco da formação intracelular de gelo que está correlacionada 

com danos de membrana (ACKER e McGANN, 2003). Neste âmbito, a vitrificação mostra-se 

como uma alternativa, uma vez que a redução brusca de temperatura proporciona a passagem 

do líquido para um estado vítreo amorfo, sem a formação de cristais de gelo (RUBINSKY, 

2003). Além disso, a vitrificação é uma técnica prática e de custo reduzido, o que facilita seu 

emprego a campo. Em virtude dessas vantagens a técnica de vitrificação será apresentada 

nesse trabalho com maiores detalhes. 

 

1.2.2. Vitrificação  

A vitrificação baseia-se na formação de um sólido amorfo (vítreo), não cristalino no 

qual não há a formação de cristais de gelo. No processo de vitrificação, a transição para o 

estado vítreo ainda não está bem elucidada (YAMAKI et al., 2002) porém, sabe-se que o 

líquido super-congelado mantém as propriedades físicas de um líquido até que a temperatura 

de vitrificação seja atingida. Dessa maneira, o líquido adquire propriedades físicas de um 

sólido, mas o arranjo molecular desorganizado é mantido (WOWK, 2009), obtendo-se uma 

substância com características semelhantes ao estado líquido e outras próprias de um sólido 

cristalino (YAMAKI et al., 2002). Para a vitrificação, é necessária uma alta viscosidade, 

alcançada pela elevada concentração de ACP, e rápida redução da temperatura (WOWK, 

2009). A vitrificação pode ser realizada por meio de várias técnicas, divididas basicamente em 

dois grupos: i) com contato direto com o N2 líquido e ii) sem contato direto com o N2 líquido.  

O contato direto com o N2 parece favorecer a vitrificação, uma vez que há uma 

redução mais rápida da temperatura, o que facilita e acelera o processo (CHEN et al., 2000; 

2006). Por outro lado, essa forma pode contribuir para a contaminação do material vitrificado, 

inclusive por contaminantes que podem estar presentes no N2 líquido (GROUT e MORRIS, 
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2009). Com a finalidade de estabelecer uma técnica mais segura e eficiente, vários estudos 

têm realizado a vitrificação em grades de microscopia eletrônica (KIM et al., 2006), em 

espátula (TSANG e CHOW, 2009), em agulhas (WANG et al., 2008) e cryoloop (SUCCU et 

al., 2007).  

Dentre os métodos que não têm contato direto com o N2, a vitrificação em palhetas 

convencionais tem sido largamente utilizada (KASAI et al., 1990; CETIN e BASTAN, 2006). 

Além dessa, destacam-se também as técnicas de palhetas fechadas (CHEN et al., 2001), hemi-

palhetas (LIEBERMANN e TUCKER, 2002) e cryotop (KUWAYAMA, 2005). Ambas as 

formas de vitrificação (com ou sem contato direto com o N2 líquido) têm sido utilizadas para 

a criopreservação de tecido ovariano e estão detalhadamente descritas no capítulo I desta 

dissertação. 

 

1.2.3. Porque criopreservar tecido ovariano 

O ovário mamífero alberga o pool de folículos pré-antrais que funciona como a 

reserva oocitária por toda a vida da fêmea (PARIS et al., 2009). Centenas de oócitos imaturos, 

no interior desses folículos encontram-se no córtex ovariano e podem ser criopreservados in 

situ (inclusos no tecido ovariano) sem estimulação hormonal (ZHOU et al., 2009). Os oócitos 

imaturos presentes no interior dos folículos pré-antrais parecem ser mais resistentes ao 

processo de criopreservação do que oócitos maturos, por diversas características. Dentre as 

quais, pode-se destacar: a) o pequeno tamanho do oócito; b) baixa taxa metabólica; c) estádio 

do ciclo celular (parado em prófase I); d) pequeno número de células de suporte; e) ausência 

de zona pelúcida; f) ausência de grânulos corticais e g) pequena quantidade de lipídios 

intracitoplasmáticos (SHAW et al., 2000; KAGAWA et al., 2009). 

A grande vantagem da criopreservação do córtex é que a colheita independe da idade e 

fase do ciclo estral (SHAW et al., 2000) além de envolver menos questões éticas e sociais que 
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a criopreservação de oócitos e embriões, sobretudo quando esse processo é realizado na 

espécie humana (ZHANG et al., 2009). Essa característica é extremamente interessante para a 

reprodução clinicamente assistida, especialmente para mulheres que necessitam iniciar de 

imediato o tratamento contra o câncer, não havendo atraso no tratamento (ZHOU et al., 2009). 

A criopreservação de tecido ovariano também é uma alternativa para meninas que ainda não 

tenham atingido a puberdade ou mulheres que não possuam parceiros para a doação de 

gametas masculinos (VARGHESE et al., 2008). Para a medicina veterinária, a 

criopreservação de tecido ovariano também tem uma grande importância, sobretudo para 

animais domésticos de alto valor genético que venham a óbito de forma inesperada (SHAW et 

al., 2000), ou até mesmo para os programas de preservação de espécies ameaçadas de 

extinção. 

 

1.2.3.4. Avanços recentes na vitrificação de tecido ovariano em animais domésticos 

A vitrificação tem sido alvo de muitos estudos nos últimos anos em várias espécies, 

sobretudo em camundongos, utilizados como modelo para a aplicação desta técnica. Eimani et 

al. (2007) utilizando a técnica de cryotop em tecido ovariano de camundongas, mostraram que 

apesar de haver uma redução significativa na sobrevivência folicular do tecido vitrificado, 

folículos pré-antrais isolados e cultivados in vitro por quatro dias, retomaram o crescimento 

folicular similarmente ao observado em folículos não vitrificados. Nessa mesma espécie, 

Kagawa et al. (2007) realizaram o transplante de tecido ovariano fresco ou previamente 

vitrificado também por cryotop e posteriormente realizaram a fertilização in vitro de oócitos 

oriundos do tecido ovariano enxertado. Os autores não observaram diferenças significativas 

para a taxa de fertilização e clivagem entre o tecido ovariano fresco e vitrificado. Além disso, 

foi obtido uma taxa de implantação de 42%, que resultou no nascimento de 10 crias saudáveis 

após a vitrificação e transplante do tecido ovariano. 
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As técnicas que permitem o contato direto com o N2 líquido parecem favorecer o 

processo de vitrificação. Chen et al. (2006) e Lin et al. (2008) realizaram a vitrificação de 

tecido ovariano de camundongas, respectivamente pelas técnicas de cobertura direta e 

superfície sólida e mostraram um percentual de sobrevivência folicular e ultraestrutura similar 

entre o tecido ovariano fresco e vitrificado. Com relação às espécies domésticas, o tecido 

ovariano bovino vitrificado por superfície sólida sem excesso de solução (cryotissue), resultou 

em morfologia e arquitetura foliculares semelhantes ao tecido fresco (KAGAWA et al., 2009). 

No tocante a espécie caprina, de grande importância econômica para a região Nordeste, os 

estudos ainda são bastante escassos. Santos et al. (2007) mostraram que nessa espécie a 

vitrificação, tanto em palheta convencional como por superfície sólida na presença de uma 

solução de vitrificação composta por sacarose (0,5 M) e etilenoglicol (35%) , resultou em 

percentual de folículos morfologicamente normais semelhante ao controle. No entanto, a 

viabilidade folicular após 24 de cultivo do tecido ovariano foi inferior ao tecido não 

vitrificado, sugerindo que a composição da solução de vitrificação utilizada por esses autores 

foi insatisfatória. Neste sentido, torna-se indispensável determinar a composição de uma 

solução de vitrificação que possa ser utilizada independente da técnica empregada. 
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2. CAPÍTULO I 

 

Vitrificação: alternativa para a preservação de embriões e material genético de fêmeas 

para a implantação de criobancos 

 

(Vitrification: an alternative for preserving embryos and genetic material of females to 
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Resumo  

A vitrificação é um método de criopreservação barato, rápido e fácil de ser realizado e tem 

sido usado com relativo sucesso para a preservação de embriões e oócitos obtidos a partir de 

folículos antrais e pré-antrais. A presente revisão descreve os diferentes métodos de 

vitrificação, os principais resultados obtidos, bem como sua importância para a tecnologia 

de reprodução assistida em humanos, animais de genética superior e espécies mamíferas 

ameaçadas de extinção. 

 

Palavras-chave: blastocisto, oócito, folículo ovariano pré-antral 

 

Abstract 

Vitrification is a cryopreservation method’s cheap, fast and easy to perform and has been 

used, with relatively success, for the preservation of embryos and oocytes from preantral and 

antral follicles. The present review describes the different methods of vitrification, the main 

results obtained so far as well as its important for the assisted reproduction technologies in 

human, genetic superior animal and endangered mammalian species.  

 

Keywords: blastocyst, oocyte, preantral follicle 

 

 

Introdução 

 

 A aplicação de determinadas técnicas na Reprodução Assistida (RA) tem evidenciado 

a necessidade de preservação de embriões e células reprodutivas para a manutenção de bancos 

de germoplasma (Bogliolo et al., 2007). Nesse contexto, diversos estudos foram realizados na 

área de criopreservação para o estabelecimento de protocolos eficientes que permitam a 

manutenção da viabilidade celular (Chian et al., 2004). 

 Atualmente, são relatados dois métodos para criopreservação, isto é, a congelação 

lenta e a vitrificação. A congelação lenta, também conhecida como congelação convencional, 

é caracterizada pela utilização de baixas concentrações de agentes crioprotetores e pela 

redução gradual da temperatura, controlada por um freezer programável (Mukaida et al., 

2003; Naik et al., 2005). Apesar deste método ser amplamente difundido, a sua aplicação em 

programas de RA, apresenta um custo relativamente alto devido a necessidade de 

equipamentos sofisticados. Além disso, a formação de cristais de gelo intracelulares (CGI) 
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que ocorre durante a realização do processo de congelação representa um grande desafio a ser 

vencido, tendo em vista que esse fenômeno é um dos principais responsáveis por danos 

celulares irreversíveis durante a criopreservação (Morató et al., 2008). Portanto, para se obter 

uma preservação efetiva é necessária a utilização de um sistema ou técnica que previna a 

cristalização da água. Desta forma, a vitrificação solucionaria esse problema, uma vez que 

nesse método, há a produção de um estado vítreo com os sistemas biológicos em que as 

células vivas podem sobreviver (Pegg, 2007). 

 O principal objetivo de um protocolo de criopreservação é atingir temperaturas 

criogênicas sem danos químicos e sem formação de gelo intracelular e isso pode ser 

idealmente alcançado pela vitrificação (Rubinsky, 2003). O método de vitrificação foi 

reportado pela primeira vez no começo da década de 40 por Luyet para a preservação de 

sêmen de sapo após desidratação em sacarose (Luyet, 1940). Desde então, vários 

pesquisadores têm relatado diferentes resultados obtidos com a utilização da vitrificação de 

células germinativas em inúmeras espécies. 

 O objetivo desta revisão é apresentar a descrição das diferentes técnicas de 

vitrificação, bem como os principais resultados obtidos para a preservação de embriões e 

células de linhagem reprodutiva feminina. 

 

 

Processo de vitrificação 

 

 A vitrificação é caracterizada por altas concentrações de agentes crioprotetores (ACP), 

proporcionando viscosidade à solução de vitrificação a um valor suficientemente alto para 

comportar-se como um sólido, porém sem cristalização (Ali e Shelton, 1993; Dobrinski et al., 

2000; Rubinsky, 2003, Chian et al., 2004). A termodinâmica mostra que se um líquido é 

resfriado suficientemente rápido a temperaturas criogênicas (resultando em queda de 

temperatura >10.000ºC/min), pode-se evitar a congelação por se transformar em um estado 

altamente viscoso e amorfo, conhecido como vidro ou vítreo sólido (Fig.1). Conceitualmente, 

algo que está no estado vítreo amorfo (diferentemente de um cristal) é essencialmente um 

fluido com as propriedades mecânicas de um sólido (Rubinsky, 2003; Naik et al., 2005; 

Balaban et al., 2008). 
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Figura 1. Representação esquemática da organização molecular em estado líquido (A), no 

qual as moléculas de água possuem uma maior movimentação por encontrarem-se unidas por 

ligações fracas (pontes de hidrogênio). Durante a realização do procedimento de congelação 

lenta, forma-se um estado cristalino caracterizado por um sólido organizado (B), no qual as 

moléculas estão unidas por um maior número de ligações e estas se dispõem de forma fixa e 

hexagonal, resultando em um afastamento das moléculas e formação de cristais. Já no 

processo de vitrificação, observa-se um estado de não-equilíbrio, conhecido como estado 

vítreo (C), caracterizado por um sólido amorfo em que parte das cadeias moleculares 

encontra-se desorganizada, permitindo certa flexibilidade entre as moléculas. 

 

 A vitrificação foi rapidamente adotada como um método prático alternativo à 

congelação lenta de espermatozóides, oócitos e embriões usados na medicina reprodutiva 

humana e, em animais de produção devido à simplicidade na sua execução, rentabilidade 

econômica e velocidade do procedimento de preservação (Vajta, 1998). Atualmente, vários 

trabalhos também têm mostrado a utilização desse método para a criopreservação de tecido 

ovariano (Dela Peña et al., 2002; Isachenko et al., 2003; Choi et al., 2008; Moniruzzaman et 

al., 2009). Embora, tenha sido demonstrado uma sobrevivência equivalente entre um material 

vitrificado e o fresco ou não criopreservado (Boonkusol et al., 2006; Chen et al., 2006; 

Sheehan et al., 2006; Santos et al., 2007), a grande maioria dos resultados ainda não apresenta 

repetibilidade. Esse fato pode ser devido às situações requeridas no processo de vitrificação 

como: (a) o uso de altas concentrações de ACP, as quais podem ser tóxicas quando 

introduzidos nas células; (b) o uso de altas taxas de resfriamento, e (c) de aquecimento, as 

quais também podem ser difíceis de serem atingidas quando utilizados grandes volumes de 

solução (Rubinsky, 2003). O conjunto de todas essas características representa a necessidade 
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de mais estudos nessa área, na tentativa de desenvolver protocolos ideais de vitrificação para a 

preservação de células reprodutivas de mamíferos. 

 

Técnicas desenvolvidas para a vitrificação 

 

 Desde a primeira descrição do processo de vitrificação (Luyet, 1940) diversas técnicas, 

têm sido empregadas na busca de minimizar a quantidade de solução de vitrificação, bem 

como obter maior redução da temperatura, sem causar grandes perdas celulares. Dentre as 

diferentes técnicas de vitrificação, pode-se mencionar: (a) vitrificação convencional; (b) 

vitrificação em palhetas fechadas (CPS); (c) vitrificação em palhetas abertas (OPS); (d) 

pipetas de desnudamento flexipet (PDF); (e) vitrificação em grades de microscopia eletrônica; 

(f) vitrificação por cobertura direta (DVC); (g) cryoloop; (h) vitrificação em espátula; (i) 

vitrificação por imersão em agulhas; (j) vitrificação por superfície sólida; (l) cryotop. A 

descrição de cada uma dessas técnicas é apresentada a seguir. 

 

a) Vitrificação convencional – Consiste no uso de palhetas francesas preenchidas com a 

solução de vitrificação e o material a ser criopreservado, sendo estas palhetas seladas e 

imediatamente imersas em nitrogênio (N2) líquido (Ali e Shelton, 1993; Dela Peña et al., 

2002). Uma adaptação deste método, como forma de reduzir a quantidade de solução 

crioprotetora, é o método de hemi-palhetas, no qual a palheta francesa de 0,25 ml é cortada ao 

meio e em sua superfície interna é inserida uma gota da solução de vitrificação com o material 

a ser vitrificado. A hemi-palheta é, então, mergulhada em N2 líquido e, em seguida, inserida 

em uma palheta francesa de 0,5 ml para estocagem (Liebermann e Tucker, 2002). De modo 

similar à palheta francesa, são empregados criotubos, que suportam uma maior quantidade de 

solução crioprotetora (Bordes et al., 2005; Ishijima et al., 2006) e nossa equipe de pesquisa do 

LAMOFOPA (Laboratório de Manipulação de Oócitos em Folículos Pré-Antrais, Faculdade 

de Veterinária – FAVET, Universidade Estadual de Ceará – UECE) está estudando um 

método com o mesmo princípio básico, utilizando macrotubos. Este tipo de dispositivo 

permite a vitrificação de um fragmento de tecido ovariano maior (3x3x1 mm
3
) do que o 

comumente utilizado por diferentes grupos de pesquisa (1 mm
3
). Dessa forma, pode-se 

preservar um maior número de folículos pré-antrais por fragmento, por outro lado, utiliza-se 

uma maior quantidade de solução de vitrificação (1,8 ml).  
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b) Vitrificação em palhetas fechadas ou CPS (do inglês Closed Pulled Straw) – Nessa técnica 

uma palheta é fabricada artesanalmente a partir de uma palheta francesa, aquecida e alongada, 

com a finalidade de reduzir o seu diâmetro para facilitar a perda de calor (Chen et al., 2001). 

As extremidades da palheta são fechadas após a colocação das amostras a serem vitrificadas, 

impedindo o contato direto das mesmas com o N2 líquido. 

 

c) Vitrificação em palhetas abertas ou OPS (do inglês Open Pulled Straw) – Na busca por 

uma taxa de resfriamento ainda mais rápida, a técnica de palhetas abertas ou OPS mostra-se 

bastante vantajosa (Fig.2). Essas palhetas são fabricadas semelhantemente às CPS, no entanto, 

não são fechadas, permitindo o contato direto da amostra a ser vitrificada com o N2 líquido. O 

preenchimento de ambas as palhetas (CPS e OPS) é realizado por capilaridade e, então, 

mergulhadas em N2 líquido, permitindo a rápida solidificação do material presente em seu 

interior. Uma preocupação em relação ao uso da OPS é o risco de contaminação da amostra 

através do íntimo contato com o N2 líquido (El-Gayar e Holtz, 2001). 

 

 

Figura 2. Desenho representativo da técnica de OPS, na qual o meio de criopreservação 

contendo os oócitos preenche a OPS por capilaridade. 

 

d) Pipetas de desnudamento flexipet (PDF) – Outro método, semelhante à OPS, consiste no 

uso de pipetas de desnudamento flexipet (PDF), utilizadas na manipulação de embriões 

(Liebermann et al., 2002; Morató et al., 2008). Essas palhetas possuem características 

semelhantes à OPS, com a vantagem de serem padronizadas no tocante ao tamanho e 

diâmetro, visto que são fabricadas industrialmente. 
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e) Vitrificação em grades de microscopia eletrônica – Essa técnica também permite o contato 

direto da amostra com o N2 líquido. O tecido ou célula submetido ao processo de vitrificação 

é posto sobre grades de microscopia eletrônica e, em seguida, é imerso no N2 líquido. Após 

vitrificação, as amostras são armazenadas no N2 líquido dentro de criotubos (Kim et al., 

2006). 

 

f) Vitrificação por cobertura direta ou DVC (do inglês Direct Cover Vitrification) – Dentre 

outras técnicas que permitem o contato com o N2 líquido, a DVC apresenta-se como uma das 

técnicas que obtêm uma redução de temperatura mais brusca, uma vez que o material dentro 

do criotubo é coberto pelo N2 líquido. Essa aplicação direta de N2 maximiza o taxa de 

resfriamento, facilitando a passagem para o estádio vítreo, permitindo uma menor 

concentração de ACP na solução de vitrificação. Além disso, a quantidade de solução de 

vitrificação utilizada é reduzida, auxiliando no processo de vitrificação (Chen et al., 2006). A 

técnica de DCV está ilustrada na Fig.3.  

 

 

Figura 3. Foto representativa da técnica de DVC (Direct Cover Vitrification). A amostra 

submetida à vitrificação é coberta por N2 líquido, proporcionando uma brusca redução na 

temperatura. Adaptado de Chen et al., 2006.  

 

g) Cryoloop – Partindo da mesma premissa do contato direto da amostra com o N2 líquido, o 

método de cryoloop tem mostrado resultados satisfatórios com a vitrificação de embriões e 

oócitos em camundongos (Huang et al., 2005), humanos (Balaban et al., 2008) e ovinos 

(Succu et al., 2007). Essa técnica consiste na utilização de um instrumento constituído por 

uma alça de metal presa com um laço de nylon (Fig.4). Esse laço é preenchido por solução de 

vitrificação bastante viscosa devido à quantidade de ACP utilizada. Desse modo, o líquido 



- 33 - 

 

presente no laço confere uma tensão superficial, que mantém o material a ser vitrificado fixo 

no mesmo. 

 

 

Figura 4. Foto representativa da técnica de cryoloop, na qual a amostra submetida à 

vitrificação permanece ligada ao laço de nylon pela tensão obtida através da viscosidade da 

solução crioprotetora. Adaptado de Luster, 1999. 

 

h) Vitrificação em espátula – Esse método foi desenvolvido por Tsang e Chow (2009) e 

consiste em uma espátula preparada artesanalmente, de maneira que uma extremidade tenha 

uma forma plana, onde será colocada uma pequena gota com o material a ser vitrificado. Com 

o contato direto com o N2 líquido, a gota solidifica-se e se torna aderida à superfície da 

espátula (Fig.5).  

 

 

Figura 5. Foto representativa da vitrificação em espátula, evidenciando a extremidade plana e 

a gota com o material a ser vitrificado. Adaptado de Tsang e Chow, 2009.  

 

i) Vitrificação por imersão em agulhas ou NIV (do inglês Needle Immersed Vitrification) – É 

uma técnica recentemente descrita que consiste na utilização de agulhas de acupuntura, na 

qual um fragmento de tecido é perfurado por estas agulhas e então exposto à solução de 

vitrificação e, em seguida, imerso no N2 líquido. A grande vantagem deste método é a 
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possibilidade de utilizar vários fragmentos simultaneamente, presos na mesma agulha, 

submetendo-os às mesmas condições de vitrificação (Wang et al., 2008). 

 

j) Vitrificação por superfície sólida – Esta técnica consiste na sobreposição da amostra em um 

cubo de metal, que pode, inclusive, ser confeccionado com o uso de papel alumínio (Santos et 

al., 2007). O cubo de metal, posicionado acima do N2 líquido, por ser um bom condutor de 

calor, proporciona um rápido resfriamento da amostra, condição necessária para uma 

vitrificação eficiente (Fig.6). Posteriormente, a amostra é armazenada em criotubos e mantida 

em N2 líquido (Al-Aghbari e Menino, 2002). 

 

 

Figura 6. A figura representa a técnica de vitrificação por superfície sólida, no qual o 

fragmento (A) é sobreposto em um cubo metálico (B) parcialmente submerso em N2 líquido.  

 

l) Cryotop – Na tentativa de realizar a vitrificação com uma maior assepsia, a técnica de 

cryotop (Fig.7) tem sido bastante utilizada, sobretudo em clínicas de RA em humanos. Essa 

técnica consiste na utilização de uma palheta de polipropileno conjugada a uma haste plástica. 

Esta é utilizada para a manipulação, evitando o contato direto da mão do manipulador com a 

palheta. Além disso, o cryotop também é constituído por uma tampa plástica, que recobre a 

estrutura (palheta-haste), impedindo o contato com o N2 líquido, favorecendo uma melhor 

assepsia do material vitrificado (Chian et al., 2004; Kuwayama, 2005; Moniruzzaman et al., 

2009).  
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Figura 7. Foto representativa de um cryotop. Observa-se a palheta de polipropileno (a) 

acoplada a uma alça plástica (b). A tampa plástica (c) recobre a palheta, impedindo o contato 

direto com o N2 líquido (d). Adaptado de Kuwayama, 2005. 

 

 

Estado atual da vitrificação de embriões, oócitos oriundos de folículos antrais e pré-antrais  

 

Vitrificação de embriões 

 

 A vitrificação em embriões foi relatada inicialmente na década de 80 (Rall e Fahy, 

1985; Massip et al., 1987) e tem demonstrado sucesso em várias espécies, utilizando 

diferentes técnicas de vitrificação (humanos: Huang et al., 2005; camundongos: Kasai et al., 

1990; bovinos: Park et al., 1999; suínos: Kobayashi et Dobrinski et al., 2000). Na tabela 1 

encontram-se de forma resumida os principais resultados obtidos com a vitrificação de 

embriões em diferentes espécies. 

 Estudos em humanos não relataram diferenças quanto à taxa de sobrevivência 

embrionária quando a vitrificação foi realizada pela técnica de hemi-palheta ou por cryoloop, 

porém houve uma maior taxa de clivagem quando utilizada a técnica convencional 

(Liebermann e Tucker, 2002). Apesar de menos satisfatória em relação à vitrificação 

convencional, em alguns estudos a técnica de cryoloop mostrou taxas de sobrevivência, 

implantação e desenvolvimento embrionário superiores quando comparada à congelação lenta 

(Mukaida et al., 2003; Huang et al., 2005; Balaban et al., 2008). Em humanos também tem 

sido demonstrado com sucesso, gestação a partir de embriões criopreservados por vitrificação 

convencional (Yokota et al., 2000), vitrificação em grades de microscopia eletrônica (Son et 

al., 2002) e por cryotop (Hiraoka et al., 2004). 
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No que se refere a camundongos, as técnicas de vitrificação convencional e cryoloop 

não mostraram diferenças significativas quanto à taxa de implantação entre vitrificados e 

frescos ou não vitrificados (Ali e Shelton, 1993; Sheehan et al., 2006; Tsang e Chow, 2009). 

De maneira semelhante, não houve diferença na taxa de desenvolvimento embrionário entre 

embriões vitrificados por superfície sólida e não vitrificados. Porém, após o procedimento de 

vitrificação, os embriões exibiram maior expressão do gene Hsp70, o qual está relacionado ao 

choque térmico (Boonkusol et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a vitrificação pode 

causar alterações mitocondriais que podem prejudicar de forma substancial o subsequente 

desenvolvimento embrionário (Zhao et al., 2009). 

Quando aplicada em embriões bovinos, a vitrificação convencional assegurou uma 

taxa de sobrevivência superior a 57% (Kuwayama et al., 1992), embora essa taxa tenha sido 

inferior a taxa de sobrevivência de embriões frescos, geralmente próximo a 100% (Ali e 

Shelton, 1993; Boonkusol et al., 2006). Devido a esta redução na sobrevivência embrionária, 

tem-se buscado outras técnicas que se utilizem menor volume de solução, favorecendo, desta 

forma, a queda de temperatura e a formação do estado vítreo de forma mais eficiente. Neste 

sentido, técnicas como a vitrificação em grades de microscopia eletrônica e em OPS vêm 

sendo utilizadas com sucesso nessa espécie. A vitrificação em grades de microscopia 

eletrônica resultou em melhor qualidade embrionária quando comparada à vitrificação 

convencional (Park et al., 1999), enquanto a técnica de OPS, desenvolvida por Vajta e 

colaboradores (1998), não mostrou diferença significativa com relação a embriões não 

vitrificados. 

 A técnica de OPS, para vitrificação de embriões, tem proporcionado maiores taxas de 

nascimento quando comparada à congelação lenta, tanto em coelhas (Naik et al., 2005) quanto 

em cabras (El-Gayar e Holtz, 2001). Na espécie suína, os resultados ainda são contraditórios, 

com relatos de sobrevivência embrionária de 94,9% (Kobayashi et al., 1998), no entanto a 

vitrificação foi associada à redução na qualidade embrionária e no desenvolvimento in vivo 

após transferência de embriões previamente vitrificados (Dobrinsky et al., 2000). 
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Tabela 1. Principais resultados obtidos com a vitrificação de embriões. 

Técnicas de 

vitrificação 

Espécies/ 

Animais 
Resultados Referências 

Vitrificação 

convencional 
Camundongos 

 Sobrevivência de embriões 

vitrificados até o estádio de 4 

células similar à de embriões 

frescos; 

 Obtenção de crias saudáveis 

ALI e SHELTON, 1993 

Vitrificação 

convencional 
Suínos 

 Nascimento de crias 

normais;  

 Animais obtidos a partir da 

vitrificação de embriões com 

capacidade para gerar 

descendentes normais 

DOBRINSKY et al., 

2000  

Cryotop Humanos  Gestação avançada (33 

semanas) 
HIRAOKA et al., 2004  

Cryoloop 
Camundongos e 

Humanos 

 Alta taxa (77%) de 

sobrevivência embrionária após 

cultivo in vitro Nascimento de 

crias normais;  

HUANG et al., 2005  

Cryoloop Humanos  Alta sobrevivência 

embrionária (94,8%) 
BALABAN et al., 2008  

Vitrificação em 

espátula 
Camundongos  67,8% de nascimentos  

TSANG e CHOW, 

2009  

 

Vitrificação de oócitos oriundos de folículos antrais  

 

 A vitrificação de oócitos tem sido alvo de várias pesquisas, principalmente no que se 

refere ao grande questionamento acerca do estádio de maturação mais adequado para a 

aplicação desse procedimento de criopreservação (Luna et al., 2001; Tharasanit et al., 2006; 

Gupta et al., 2007). Os principais resultados obtidos com a vitrificação de oócitos em 

diferentes espécies são mostrado na tabela 2. 

 Na espécie suína, devido à grande quantidade de gotas lipídicas intracitoplasmáticas, 

os resultados obtidos após criopreservação de oócitos mostram-se inferiores àqueles obtidos 

nas demais espécies. Além disso, os relatos sobre a viabilidade de oócitos suínos vitrificados, 

em estágio de maturação, ou seja, núcleo em estágio de metáfase II (MII), ou imaturo, são 

contraditórios. Há relatos de que o estágio de maturação não interfere na viabilidade, taxa de 

clivagem e formação de blastocistos (Gupta et al., 2007). Contudo, alguns estudos indicam 

que oócitos maturos são mais sensíveis à vitrificação, resultando em baixa taxa de viabilidade 

(30%), alterações nos microtúbulos e na organização das mitocôndrias, com 

comprometimento da fertilização e consequentes alterações cromossômicas nos embriões 

originados destes oócitos (Somfai et al., 2006; Shi et al., 2007). 
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 Em camundongos, a vitrificação convencional de complexo cumulus-oócito (CCO) 

resultou em maior percentual de sobrevivência que a vitrificação por OPS e por grades de 

microscopia eletrônica. Contudo, a vitrificação convencional causou uma redução no 

percentual de fuso meiótico normal. Em virtude disso, a vitrificação por CPS mostra-se mais 

vantajosa para vitrificação de oócitos de camundongos, uma vez que manteve os percentuais 

de sobrevivência e fuso meiótico normais (Chen et al., 2001). 

 A criopreservação de oócitos maturos em humanos por vitrificação convencional 

demonstrou uma recuperação mais rápida do fuso meiótico do que a congelação lenta (Ciotti 

et al., 2009). Além disso, a vitrificação por cryoloop resultou em alta taxa de sobrevivência 

(80,6%) similar a encontrada em oócitos vitrificados por hemi-palhetas (85,4%) conforme 

Liebermann e Tucker, 2002. A técnica de cryoloop também resultou em maior percentual de 

sobrevivência quando comparada à vitrificação convencional, apesar de não terem sido 

relatadas diferenças significativas (Saki e Dezfuly, 2005). 

 Em bovinos, oócitos imaturos em estágio de vesícula germinativa vitrificados de 

forma convencional mostraram, após maturação in vitro, uma redução no percentual de 

oócitos em metáfase II quando comparados a oócitos imaturos não vitrificados (Cetin e 

Bastan, 2006). Também foram observadas redução no percentual de blastocistos, aumento em 

anormalidades no fuso (Morató et al., 2009) e na incidência de diploidia (Luna et al., 2001), 

lise nas células do cumulus e turgidez na crista mitocondrial e retículo endoplasmático (Diez 

et al., 2005) após vitrificação por OPS. Contudo, a técnica de cryotop mostra-se importante 

para criopreservação de oócitos, uma vez que uma alta taxa de sobrevivência (97,6%) foi 

obtida após vitrificação de oócitos maturos (Chian et al., 2004). Além disso, apesar das 

dificuldades citadas, Viera et al. (2002) relataram nascimento de bezerros normais após a 

vitrificação de oócitos imaturos por OPS.  

 Apesar de alguns resultados satisfatórios, a vitrificação de oócitos está associada à 

redução na qualidade oocitária (Luna et al., 2001; Shi et al., 2007; Morató et al., 2009). Além 

disso, redução na taxa de maturação, anormalidades no fuso (Tharasanit et al., 2006) e 

fraturas na zona pelúcida com extravasamento do conteúdo celular (Dhali et al., 2000) foram 

observadas após vitrificação de oócitos de éguas, por OPS (Dhali et al., 2000), e búfalas, por 

vitrificação convencional (Tharasanit et al., 2006). Em ovinos, por exemplo, danos no fuso 

meiótico, na cromatina e na membrana celular foram observados após vitrificação de oócitos 

por cryoloop (Bogliolo et al., 2007; Succu et al., 2007), refletindo diretamente na redução na 

taxa de clivagem e desenvolvimento de blastocistos (Succu et al., 2007). Por outro lado, 
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quando esta mesma técnica foi aplicada em oócitos de coelhas, pode-se observar uma taxa de 

sobrevivência acima de 80% (Cai et al., 2005).  

 

Tabela 2. Resultados mais relevantes obtidos com a vitrificação de oócitos. 

Técnicas de 

vitrificação 

Espécies/ 

Animais 

Resultados Referências 

Vitrificação 

convencional e CPS 
Camundongos  Altas taxas de sobrevivência 

(77 – 79%) 
CHEN et al., 2001 

Grades de microscopia 

eletrônica 
Camundongos  56,7% de fertilização KIM et al., 2006  

Vitrificação em hemi-

palheta 
Humanos  71% de maturação oocitária 

ISACHENKO et al., 

2006 

 

Vitrificação de oócitos oriundos de folículos pré-antrais  

 

A vitrificação de folículos pré-antrais, inclusos (in situ) ou não (isolados) no tecido 

ovariano, tem sido realizada em várias espécies (humanos: Isachenko et al., 2003; caninos: 

Ishijima et al., 2006; camundongos: Choi et al., 2008; suínos: Moniruzzaman et al., 2009). 

Criopreservar folículo pré-antral tem como grande vantagem a preservação de milhares de 

oócitos presentes nessa categoria folicular, a qual corresponde à grande maioria dos folículos 

presentes no ovário. A tabela 3 apresenta de forma resumida os principais resultados obtidos 

com a vitrificação de folículos pré-antrais, inclusos ou não no tecido ovariano, em diferentes 

espécies. 

Em camundongos, a criopreservação de folículos ovarianos pré-antrais após 

vitrificação convencional, seguida do desenvolvimento folicular in vitro, não mostrou 

diferenças significativas entre folículos pré-antrais vitrificados e não vitrificados, quanto às 

taxas de maturação e fertilização. Inclusive, foram obtidos nascimentos de crias saudáveis 

após a transferência desses embriões fertilizados in vitro (dela Peña et al., 2002). Em adição, 

outros trabalhos também têm demonstrado que a vitrificação de tecido ovariano de 

camundongas apresenta resultados satisfatórios. Chen et al. (2006), ao comparar diferentes 

técnicas de vitrificação de tecido ovariano (vitrificação convencional e DCV) com a 

congelação lenta, observaram que a DCV proporcionou maior percentual de folículos 

morfologicamente normais que a vitrificação convencional e a congelação lenta. Além disso, 

a ultraestrutura, viabilidade folicular, taxa de prenhez e número de crias após transplante do 

tecido ovariano vitrificado por DCV, também se mostraram superiores. Ainda nesta espécie, 
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após vitrificação de tecido ovariano em grades de microscopia eletrônica, foi observada uma 

redução na expressão do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), antígeno 

diretamente relacionado com a multiplicação celular, nas primeiras horas de cultivo após a 

vitrificação. Porém, em 48 h de cultivo, essa expressão foi equivalente ao tecido não 

vitrificado. Esse resultado revelou que células vitrificadas apresentam um retardo na atividade 

celular nas primeiras horas após aquecimento. Ademais, foi observado que as células da 

granulosa são mais sensíveis ao processo de vitrificação, uma vez que um maior número de 

áreas necróticas foi evidenciado nessas células após o procedimento de vitrificação (Choi et 

al., 2008). 

De forma contrária, a vitrificação convencional de tecido ovariano humano não causou 

aumento da área necrótica, bem como não divergiu do tecido fresco, quanto à morfologia 

folicular (Rahimi et al., 2004). Essa técnica mostrou-se satisfatória uma vez que os folículos 

primordiais apresentaram capacidade de desenvolvimento e os níveis de estradiol e 

progesterona foram crescentes após três semanas de cultivo in vitro, não havendo diferença 

entre os fragmentos de ovário vitrificado e não vitrificado (Isachenko et al., 2003). Quanto à 

vitrificação de tecido ovariano por técnicas de vitrificação por grades de microscopia 

eletrônica (Isachenko et al., 2003) e hemi-palheta (Keros et al., 2009), a análise da morfologia 

folicular e qualidade do estroma não diferiram entre aquelas observadas no tecido fresco e 

vitrificado. A análise ultra-estrutural do tecido vitrificado revelou, ainda, mitocôndrias 

estruturadas e organizadas, células da granulosa preservadas, membrana basal uniforme, 

núcleo intacto e eucromatina homogênea (Keros et al., 2009). Porém, foi evidenciado um 

aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio no tecido ovariano humano vitrificado, o 

que pode levar a uma redução da qualidade do tecido, assim como aumento de apoptose 

(Rahimi et al., 2003). Segundo Isachenko et al. (2003), essa redução na qualidade do tecido 

foi observada quando o tecido ovariano de mulheres previamente vitrificado por grades de 

microscopia eletrônica foi submetido ao cultivo in vitro, no qual foi perceptível uma 

destruição do estroma. 

Em ovelhas, a vitrificação convencional de fragmentos ovarianos mostrou resultados 

satisfatórios, inclusive com o nascimento de crias saudáveis após transplante (Bordes et al., 

2005; Lornage et al., 2006). Entretanto, a análise histológica revelou um menor número de 

folículos primordiais normais e uma maior quantidade de anormalidades nucleares e 

citoplasmáticas quando comparada aos fragmentos frescos (Lornage et al., 2006). Também foi 

relatada uma redução (15-20%) na taxa de maturação in vitro de oócitos obtidos a partir de 

tecido ovariano vitrificado por superfície sólida (Al-Aghbari e Menino, 2002).  
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Nos caprinos, a vitrificação em superfície sólida resultou em um percentual de 82% de 

folículos morfologicamente normais e viabilidade, após o cultivo in vitro, semelhante ao 

percentual observado em folículos oriundos de fragmentos não vitrificados (Santos et al., 

2007). Contraditoriamente, em cães a vitrificação foi relacionada a danos na estrutura 

folicular e redução no número de folículos primordiais e primários, quando a vitrificação 

convencional foi aplicada (Ishijima et al., 2006). De maneira similar, o uso de cryotop para 

vitrificação de tecido ovariano suíno, mostrou uma redução no número de folículos, assim 

como degeneração oocitária. Entretanto, após xenotransplante, o tecido ovariano 

transplantado mostrou revascularização satisfatória e os folículos desenvolveram-se até 

estádio antral, porém de maneira mais lenta e com percentual inferior ao tecido não vitrificado 

(Moniruzzaman et al., 2009). 

 

Tabela 3. Principais resultados obtidos com a vitrificação de folículos ovarianos pré-antrais. 

Técnicas de 

vitrificação 

Espécies/ 

Animais 

Resultados Referências 

Superfície sólida Ovinos  Taxa de maturação de 

70%Obtenção de crias saudáveis 

AL-AGHBARI e 

MENINO, 2002 

Vitrificação 

convencional 
Camundongos 

 Nascimento de crias 

saudáveis após transplante do 

tecido ovariano  

DELA PEÑA et al., 2002 

Vitrificação 

convencional 
Humanos 

 Áreas de necrose não 

diferiram entre o tecido ovariano 

vitrificado e não vitrificado     

RAHIMI et al., 2004 

Criotubos Ovinos 
 Obtenção de nascimentos 

após transplante do tecido 

ovariano 

BORDES et al., 2005 

Vitrificação 

convencional e DCV 
Camundongos 

 Morfologia e ultraestrutura 

folicular melhor preservada pela 

técnica DCV 

CHEN et al., 2006 

Vitrificação 

convencional 
Ovinos 

 Percentual de folículos 

morfologicamente normais 

semelhante ao tecido ovariano 

não vitrificado 

SANTOS et al., 2007 

 

 

Comentários finais 

 

 Conforme pode ser evidenciado nesta revisão, a técnica de vitrificação tem sido 

amplamente utilizada com o intuito de preservar o patrimônio genético de diferentes animais 

ou mesmo a manutenção da função reprodutiva de mulheres submetidas a tratamentos de 

câncer. Além de ser uma técnica de baixo custo por não exigir a utilização de equipamentos 

sofisticados e onerosos, é também prática, de rápida aplicação e tem alcançado resultados 
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satisfatórios. Diante dessas características, a técnica de vitrificação revela-se como uma 

alternativa promissora e com grande perspectiva de ter seu emprego em condições de campo. 

Contudo, os resultados, apesar de promissores, apresentam baixa repetibilidade, 

provavelmente devido a não padronização de protocolos adequados que garantam a 

viabilidade celular ou tecidual, requerendo intensos estudos nessa área da criobiologia. 
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Resumo 

O presente estudo foi realizado para fazer uma análise comparativa entre diferentes técnicas e 

soluções de vitrificação sobre a morfologia e viabilidade de folículos pré-antrais vitrificados 

inclusos no tecido ovariano caprino. Para isso, pequenos fragmentos de ovário foram 

vitrificados em palhetas (1 mm
3
), macrotubos (9 mm

3
) ou em superfície sólida (9 mm

3
) 

utilizando seis diferentes soluções de vitrificação (SV) compostas por MEM e Etilenoglicol 

(EG), adicionados ou não de sacarose (Sac) 0,25 ou 0,50 M, com ou sem 10% de Soro Fetal 

Bovino (SFB). Após uma semana, o tecido ovariano foi aquecido e processado para histologia 

clássica para análise morfológica dos folículos pré-antrais. Para avaliar a viabilidade folicular, 

fragmentos de ovário foram vitrificados nas três técnicas utilizando apenas uma solução de 

vitrificação. A análise histológica mostrou uma redução significativa (P<0,05) no percentual 

de folículos morfologicamente normais após vitrificação quando comparado ao controle. Por 

outro lado, entre os fragmentos vitrificados, a adição de 0,25 M sacarose e 10 % SFB (SV4) 

parece aumentar o percentual de folículos morfologicamente normais, evidenciado na 

vitrificação por palhetas. Na análise de viabilidade, realizada somente com SV4 nas três 

técnicas de vitrificação, não houve diferença entre os folículos frescos (não vitrificados) ou 
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vitrificados com SS. Em conclusão, a vitrificação por SS utilizando solução contendo 0,25 M 

de SAC e 10% de SFB é a mais adequada para vitrificação de tecido ovariano caprino.  

 

Abstract 

The present study was carried out to perform a comparative analysis among different 

vitrification solutions and techniques on the morphology and viability of preantral follicles 

vitrified in caprine ovarian tissue. For this, small fragments of ovary were vitrified in straws 

(1 mm
3
), makrotubes (9 mm

3
) or solid surface (9 mm

3
) using six different vitrification 

solutions composed by MEM and ethylene glycol, added or not of sucrose  0.25 or 0.50 M, 

with or without 10% fetal bovine serum (FBS). After one week, ovarian tissue was warming 

and processed for histology for morphologic evaluation of preantral follicles. To assess the 

viability follicular, ovarian fragments were vitrified using the three techniques with only one 

vitrification solution. Histological analysis showed a significant decrease in the percentages of 

morphologically normal follicles after vitrification when compared to control. However, 

among the ovarian fragments vitrified the addition of 0.25 M sucrose and 10% FBS it seemed 

to increase the percentage of morphologically normal follicles, evidenced by vitrification in 

straws. The viability analysis, performed only with SV4 in the three techniques vitrification, 

there was no difference between control (not vitrified) or vitrified with SS. In conclusion, the 

vitrification SS using solution with 0.25 M sucrose and 10% FBS is the most suitable for 

vitrification goat ovarian tissue. 

 

Introdução 

A criopreservação de tecido ovariano (TO) tem sido bastante empregada na medicina 

humana visando restaurar a função endócrina e reprodutiva de pacientes com câncer 

submetidas a tratamentos quimio e/ou radioterápicos (Ott, et al., 2009), que são tóxicos para a 

população folicular presente no ovário mamífero. Na medicina veterinária, a criopreservação 

de TO pode ser utilizada como uma ferramenta para a preservação de milhares de oócitos 

contidos nos folículos pré-antrais objetivando salvaguardar o material genético de animais 

valiosos ou em via de extinção mesmo após sua morte. Usualmente, este procedimento tem 

sido realizado utilizando a congelação lenta, cujo método necessita de um equipamento 

sofisticado e de custo bastante elevado. No entanto, a vitrificação também pode ser utilizada 

com essa finalidade, oferecendo uma excelente alternativa ao uso da congelação lenta (Shaw e 

Jones, 2003). 
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A vitrificação foi primeiramente descrita na década de 30 por Luyet, como um método 

prático, barato e capaz de reduzir os riscos da formação de cristais de gelo (Luyet, 1937). 

Desde então, uma grande variedade de protocolos tem sido utilizada para a vitrificação do 

TO. Dentre esses protocolos, têm sido testados diferentes técnicas, bem como diferentes 

soluções de vitrificação, na tentativa de estabelecer uma técnica ideal. No que se refere às 

técnicas, destacam-se as palhetas de plástico, bem como uma superfície sólida de um cubo 

metálico (Dela Peña et al., 2002; Santos et al., 2007), que são usualmente utilizados por serem 

baratos ou de fácil aquisição.  

Com relação à solução de vitrificação, alguns estudos (Courbiere et al., 2005; Santos 

et al., 2007) também têm sido conduzidos com a finalidade de definir a composição ideal de 

um meio que ofereça uma ótima capacidade para formar um estado vítreo e 

consequentemente, evitar ao máximo as injúrias ao TO ocorridas durante o processo de 

redução radical da temperatura. No entanto, a busca por novas técnicas, que associem 

praticidade e proteção celular ainda é um grande desafio para os pesquisadores na área da 

criobiologia 

O objetivo deste estudo foi comparar a utilização de uma nova técnica (macrotubo) 

com palhetas e superfície sólida para a vitrificação do TO caprino. Foi avaliado também o 

efeito da sacarose e do soro fetal bovino adicionados à solução de vitrificação sobre a 

morfologia de folículos pré-antrais caprinos presentes no TO vitrificado.  

 

Material e Métodos 

Para a realização deste estudo, ovários de cabras adultas (n= 5 pares), saudáveis e sem 

raça definida foram obtidos em abatedouros locais. Após a colheita, os ovários foram lavados 

uma vez em álcool 70% e duas vezes em meio essencial mínimo (MEM) com HEPES 

(Chemical Sigma. CO. St. Louis, ME, USA). Posteriormente, os ovários foram transportados 

em MEM até o laboratório à temperatura de 20ºC, dentro de uma hora e manipulados como 

descrito a seguir. No laboratório, cada par de ovários foi cortado em pequenos fragmentos, 

sendo um imediatamente destinado ao controle e os demais divididos em fagmentos de 

aproximadamente 3x3x1 mm (9 mm
3
) ou 1x1x1 mm (1 mm

3
), de acordo com o procedimento 

de vitrificação utilizado (Fig. 1). 

O fragmento (9 mm
3
) fresco ou não vitrificado (controle) foi imediatamente destinado 

para a fixação em Carnoy por 12 horas para o processamento histológico. Outros 18 

fragmentos foram expostos a diferentes soluções de vitrificação (SV), por cinco minutos, a 
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20ºC e, em seguida, vitrificados por diferentes técnicas: vitrificação em superfície sólida (SS); 

palhetas de 0,5 mL (PT) ou macrotubos de 2 mL (MT) antes da fixação em Carnoy. 

 

 

Figura 1. Desenho experimental dos procedimentos de vitrificação de folículos pré-antrais 

inclusos em tecido ovariano de cabras. 

 

Para verificar o efeito da SV sobre a morfologia folicular foram testadas seis diferentes 

soluções compostas por MEM e Etilenoglicol (EG 6M), constituindo o meio base (MB), 

adicionado ou não de 10% de soro fetal bovino (SFB) na presença ou ausência de sacarose 

(Sac) nas concentrações de 0,25 ou 0,50 M. De acordo com a composição, as soluções foram 

nomeadas como: SV1 - MB; SV2 - MB+SFB; SV3 - MB+Sac 0,25 M; SV4 - MB+Sac 0,25 

M+SFB; SV5 - MB+Sac 0,50 M e SV6 - MB+Sac 0,50 M+SFB. Para a vitrificação em PT, 

seis fragmentos de 1 mm
3 

foram colocados em palhetas francesas de 0,5 mL, parcialmente 

preenchidas com uma coluna de SV (~2 cm) separadas por um espaço com ar (~1 cm) e 

completadas com a mesma SV. Após cinco minutos de exposição, as PT foram verticalmente 

imersas em N2 líquido. Para a vitrificação em MT e SS foram utilizados 12 fragmentos de 9 

mm
3
. No primeiro caso, os fragmentos foram expostos em MT preenchidos com 1,8 mL de 

SV e, após cinco minutos de exposição foram também verticalmente imersos em N2 líquido. 

Para a vitrificação em SS os fragmentos foram primeiramente expostos por cinco minutos em 

1,8 mL de SV e então individualmente colocados em um cubo metálico resfriado, 

parcialmente imerso em N2 líquido. Os fragmentos vitrificados por SS foram transferidos para 

criotubos e armazenados em N2 líquido. 
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Após a crioestocagem por uma semana, os recipientes (PT, MT e criotubos) contendo 

os fragmentos foram retirados do nitrogênio, aquecidos à temperatura ambiente por 

aproximadamente um minuto e imersos em banho-maria a 37ºC até obter a SV 

completamente líquida. O EG foi então removido do TO utilizando três sucessivas lavagens 

(cinco minutos cada) em MEM suplementado com 10% de SFB (MEM
+
) com concentrações 

decrescentes de sacarose (0,50; 0,25 e 0 M) e fixado em Carnoy. 

Para a análise histológica, o TO fixado foi desidratado, diafanizado, embebido em 

parafina e seccionado seriadamente a 7 m. Cada 5ª secção foi montada em lâmina e corada 

com ácido periódico de Schiff (PAS)-hematoxilina. Todas as secções, tanto dos controles 

quanto dos vitrificados, foram examinadas usando microscópio de luz (Nikon, Tóquio, Japão) 

no aumento de 40x e um total de 30 folículos pré-antrais por réplica foi avaliado. Foram 

classificados como pré-antrais aqueles folículos que não possuíam antro, isto é, folículos 

constituídos por um oócito circundado por uma camada de células da pré-granulosa de 

formato pavimentoso e/ou uma ou mais camadas de células da granulosa de forma cúbica. 

Somente folículos pré-antrais com núcleo do oócito visível na secção analisada foram 

contados. No tocante à qualidade folicular, os folículos pré-antrais foram classificados como 

morfologicamente normais (folículos contendo oócito e células da granulosa intactos) e 

degenerados (folículos caracterizados por núcleo de oócito picnótico, retração oocitária e/ou 

destacamento das células da granulosa da membrana basal). 

Com base nos melhores tratamentos (solução de vitrificação que apresentou um 

percentual de folículos pré-antrais morfologicamente normais significativamente superior às 

demais associações) resultantes da análise histológica, a viabilidade foi verificada para 

folículos pré-antrais vitrificados somente na SV4 associada às três técnicas de vitrificação 

Para isso, de cada um dos cinco pares de ovário utilizados, um fragmento fresco foi 

imediatamente submetido ao isolamento folicular (controle), enquanto outros 3 fragmentos 

foram vitrificados em 6,0 M de EG, 0,25 M de SAC e 10% de SFB (SV4), utilizando o 

mesmo protocolo descrito anteriormente para as três técnicas de vitrificação (PT, MT ou SS). 

Os folículos pré-antrais foram mecanicamente isolados do tecido ovariano fresco ou 

após vitrificação utilizando o procedimento descrito por Lucci et al. (1999), com algumas 

modificações. Resumidamente, o córtex ovariano foi cortado em pequenos fragmentos com o 

auxílio de um Tissue-Chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co., Gomshal, Surrey, 

UK). Os fragmentos ovarianos foram então mantidos em MEM suplementado com 3 mg/ml 

de albumina sérica bovina (BSA) à temperatura ambiente (25°C), subsequentemente 

pipetados 100 vezes usando pipetas Pasteur de 1.600 e 600 µm e, posteriormente, a suspensão 
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foi filtrada em malha de nylon de 200 µm. A viabilidade de folículos frescos (controle ou não-

vitrificado) e vitrificados foi avaliada pela adição de 5 µL de 0,4% de Azul de Trypan (Sigma, 

St. Louis, MO) a cada 100 µL de solução e incubados por 1 minuto à temperatura ambiente. 

Posteriormente, os folículos foram examinados usando um microscópio invertido (Nikon, 

Tóquio, Japão) e classificados como viáveis ou não viáveis quando não corados ou corados 

com Azul de Trypan, respectivamente. Cento e cinquenta folículos foram analisados por 

tratamento, totalizando 600 folículos nas cinco repetições em todos os tratamentos testados. 

Com relação à análise estatística, os percentuais de folículos morfologicamente 

normais foram primeiramente submetidos ao teste Kolmogorov–Smirnov e Bartlett para a 

confirmação da distribuição normal e homogeneidade da variância, respectivamente. A 

análise de variância foi então realizada utilizando procedimento GLM do SAS (1999) e o teste 

de Dunnett aplicado para comparar os diferentes tratamentos com o controle. O teste Student-

Newman-Keuls (SNK) foi aplicado para comparar os diferentes procedimentos de 

vitrificação. As diferenças foram consideradas significativas quando P <0,05 e os resultados 

foram expressos em média ± DP. 

 

Resultados 

Um total de 2.850 folículos pré-antrais (150 folículos/tratamento) foram avaliados 

histologicamente. As características morfológicas de folículos pré-antrais normais e 

degenerados observados no TO fresco e vitrificado estão apresentadas na Fig. 2. Oitenta e oito 

por cento dos folículos pré-antrais apresentavam-se morfologicamente normais no controle 

(Tab.1). Após o procedimento de vitrificação, foi observado que em todos os tratamentos 

houve uma redução significativa no percentual de folículos morfologicamente normais 

quando comparado ao controle. 
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Tabela 1. Percentagem de folículos pré-antrais morfologicamente normais no tecido ovariano 

fresco ou não vitrificado (controle) e após vitrificação. 

Controle 88,00 ± 5,83     

Grupos Palhetas (PT) Macrotubos (MT) Superfície Sólida (SS) 

SV1 (MB) 53.80 ± 7.98 
*Ab

 56.60 ± 11.50 
*Aa

 62.60 ± 7.92 
*Aa

  

SV2 (MB+SFB) 47.20 ± 5.45
 *Bb

 52.00 ± 9.72
 *Ba

 68.80 ± 7.56 
*Aa

 

SV3 (MB+Sac0,25M) 41.40 ± 10.43 
*Bb

 52.00 ± 6.28
 *ABa

 62.00 ± 8.00 
*Aa

 

SV4 (MB+Sac0,25M+SFB) 67.40 ± 7.33 
*Aa

 67.40 ± 7.92
 *Aa

 72.00 ± 3.08 
*Aa

 

SV5 (MB+Sac0,50M) 49.00 ± 9.20 
*Ab

 53.20 ± 7.19
 *Aa

 57.25 ± 12.61 
*Aa

 

SV6 (MB+Sac0,50M+SFB) 38.25 ± 10.90 
*Bb

 52.60 ± 6.58
 *Aa

 56.60 ± 5.22 
*Aa

 

* P<0.05, difere significativamente do córtex ovariano não vitrificado (controle). 
A,B

 Diferentes letras 

na mesma coluna indicam diferença significativa entre as técnicas de vitrificação (P<0.05). 
a,b

 

Diferentes letras na mesma linha indicam diferença significativa entre as soluções de vitrificação 

(P<0.05) 

 

A comparação entre as diferentes técnicas mostrou que os resultados para PT e MT, 

foram significativamente inferiores (P<0,05) aos obtidos para SS, utilizando a SV2. Na 

presença da SV3 ou SV6, a percentagem de folículos pré-antrais morfologicamente normais 

vitrificados em PT foi significativamente inferior (P<0,05) à SS. Quando as comparações 

foram realizadas entre as diferentes soluções para uma mesma técnica, não houve diferença 

significativa para MT ou SS. Entretanto, para PT, a SV4, composta por Sac 0,25M e 10% de 

SFB, foi significativamente superior às demais soluções testadas (Tab.1). Este resultado 

mostra que a solução SV4 foi eficaz para viabilizar o processo de vitrificação em todas as 

técnicas, além de melhorar significativamente a vitrificação em PT em relação a todas as SV 

testadas. 
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Figura 2. Características morfológicas de folículos pré-antrais antes (A, B e C) e após 

vitrificação (D a I). Em A, observa-se um folículo normal com uma camada de células da pré-

granulosa de formato pavimentoso. Em B e C, respectivamente, folículos também normais com uma e 

duas camadas de células da granulosa de formato cúbico. Folículos normais após a vitrificação em 

PT/SV3 (D); MT/SV5 (E) e SS/SV5 (F). Em G (PT/SV5) verifica-se folículos degenerados 

apresentando picnose nuclear e uma leve retração citoplasmática. Intensa retração do citoplasma e 

desorganização das células da granulosa são observadas em H e I (SS/S5). CGp- células da pré-

granulosa de formato pavimentoso; CGc- células da granulosa de formato cúbico; CO- citoplasma do 

oócito; NO- núcleo do oócito, NP- núcleo picnótico, seta fina- retração citoplasmática; seta larga- 

desorganização das células da granulosa. 

 

Tendo em vista os bons resultados na morfologia folicular empregando-se a SV4 

(percentual de folículos pré-antrais morfologicamente normais significativamente superior às 
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demais soluções), a análise de viabilidade folicular por Azul de Trypan  foi realizada 

utilizando apenas essa solução associada às três técnicas de vitrificação. A Figura 3 ilustra 

folículos viáveis e não viáveis após procedimento de vitrificação. 

 

 

Figura 3. Fotomicrografias de folículos pré-antrais mecanicamente isolados e expostos ao 

corante vital azul de Tripan. (A) Folículo pré-antral viável (não corado). (B) Folículo pré-

antral não viável (corado).  

 

A figura 4 mostra a percentagem de folículos pré-antrais viáveis analisados por Azul 

de Trypan no controle e após vitrificação em PT, MT ou SS. A viabilidade folicular foi 

mantida de forma similar ao controle apenas no tratamento em que a SS foi realizada 

(P>0,05). Nos demais tratamentos (PT e MT), houve uma redução significativa na 

percentagem de folículos pré-antrais viáveis em relação ao controle e vitrificação por SS 

(P<0,05), no qual a vitrificação em palhetas apresentou, ainda, percentagens 

significativamente menores de folículos pré-antrais viáveis quando comparada à vitrificação 

em macrotubos (P<0,05). 
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Figura 4. Análise de viabilidade folicular por azul de Tripan em folículos pré-antrais viáveis 

no controle ou vitrificados por PT, MT ou SS. 

a, b
 Letras diferentes representam diferença estatística entre os tratamentos (P<0,05). 

 

Discussão 

As técnicas de criopreservação que utilizam taxas de resfriamento rápido, como é o 

caso da vitrificação, têm sido uma excelente alternativa para minimizar as crioinjúrias 

causadas pela técnica de resfriamento lento (Shaw e Jones, 2003). No entanto, apesar de 

grandes avanços já terem sido relatados, inclusive o nascimento de indivíduos saudáveis após 

vitrificação e cultivo in vitro ou transplante de TO (camundonga: Dela Peña et al., 2002; 

ovelha: Bordes et al., 2005), essa técnica ainda apresenta um caráter experimental por 

algumas razões. Primeiro, a dificuldade em preservar simultaneamente os diferentes tipos 

celulares (oócito, células da granulosa e da teca e células do estroma) que compõem o ovário 

(Hreinsson et al., 2003; Segino et al., 2005), os quais possuem diferentes requerimentos em 

função das divergências entre morfologia e função (Marsella et al., 2007). Segundo, a alta 

densidade celular (Moniruzzaman et al., 2009) e folicular do TO, a qual varia enormemente 

com a espécie, raça, estágio fisiológico (Baird, 1984) e outros fatores.  

No presente estudo foram testadas três diferentes técnicas (PT, MT ou SS) e seis 

diferentes soluções de vitrificação (MEM e EG adicionado ou não de SAC nas concentrações 

de 0,25 ou 0,50 M na presença ou ausência de 10% de SFB). Os resultados mostraram uma 

redução significativa (P<0,05) no percentual de folículos morfologicamente normais 

vitrificados em todos os tratamentos quando comparados ao TO fresco ou não vitrificado 
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(controle). Resultados similares também foram observados por outros autores para a 

vitrificação de TO humano (Gandolfi et al., 2006) e suíno (Moniruzzaman et al., 2009). 

Apesar de a vitrificação oferecer riscos menores com relação à formação de cristais de gelo, 

outros fatores como a alta concentração de agente crioprotetor utilizada, bem como os danos 

osmóticos ocorridos durante o procedimento podem ter levado aos danos observados no 

tecido ovariano vitrificado. 

A comparação entre as diferentes técnicas testadas mostrou que a SS foi melhor que as 

demais quando foi utilizada a solução SV2, enquanto a vitrificação em PT resultou em menor 

percentual de folículos morfologicamente normais com as soluções SV3 e SV6, comparada à 

SS. Ainda com a PT, foi perceptível a maior proteção celular quando usada a solução SV4 em 

relação ao uso das demais soluções. Isso pode ser explicado pelo fato da combinação das 

concentrações de SFB e sacarose que compõem a SV4 ter sido a mais adequada para permitir 

o transporte (influxo e efluxo) de EG e água através da membrana celular nos fragmentos de 1 

mm
3
. A maior relação entre a área do fragmento e o volume da solução verificada na PT pode 

ter tornado mais evidente as sutis diferenças entre as soluções estudadas quando realizada a 

vitrificação por esta técnica.  

Os dados deste estudo mostraram que a SV4 possibilitou a vitrificação em quaisquer 

técnicas e melhorou o resultado da vitrificação em PT quando comparada às demais SV 

utilizadas. Esta solução foi constituída por MB acrescido por 0,25 M de Sac e 10% de SFB. A 

sacarose atua como um crioprotetor extracelular que auxilia na desidratação celular e (Huang 

et al., 2008) preserva a integridade tanto estrutural quanto funcional de membranas celulares 

(Huang et al., 2008; Zhang et al., 2009) por promover estabilização da membrana através de 

interação indireta dos grupos OH de sacarose com os grupos polares da bicamada lipídica 

(Danso e Ford-Lloyd, 2004). Os açúcares não apresentam toxicidade às células (Younis et al., 

2009) e os danos ocasionados por suas altas concentrações são devidos à excessiva 

desidratação celular (Danso e Ford-Lloyd, 2004). Neste estudo, a concentração de 0,5 M de 

sacarose refletiu em um aumento no número de folículos com a presença de retração 

citoplasmática (Fig 2H). Uma excessiva desidratação celular também foi observada por Huag 

et al. (2008) que observaram redução na taxa de maturação de oócitos suínos quando 

utilizadas concentrações de sacarose superiores a 0,5 M. 

Já o SFB altera a permeabilidade das membranas fisiológicas (Marco-Jimenéz et al., 

2006) e é uma fonte de albumina, que equilibra a pressão osmótica (Picton et al., 2008). Além 

disso, contém também vitaminas, lipídios, carboidratos e proteínas (Wang et al., 1997) que 

funcionam como um suplemento nutricional para a célula que está retomando sua atividade 
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metabólica, evitando um déficit nutricional no momento crítico de reestruturação celular e 

auxiliando no restabelecimento do contato célula-célula (Paynter et al., 1999). O SFB também 

é capaz de anular moléculas e íons que podem atuar como fontes de espécies reativas ao 

oxigênio (Picton et al., 2008). 

Embora a análise histológica não tenha sido capaz de indicar a melhor associação 

(uma única técnica com uma única solução para a vitrificação do tecido ovariano caprino) a 

viabilidade folicular determinada pelo corante vital Azul de Trypan, mostrou uma maior 

precisão na escolha do protocolo mais apropriado, uma vez que permite detectar possíveis 

danos à membrana basal dos folículos pré-antrais criopreservados por penetrar somente em 

células que possuam ruptura de membrana e tem sido utilizado com sucesso na análise de 

folículos pré-antrais (camundongos: Carrol e Gosden., 1993; caprinos: Santos et al., 2007; 

humanos: Fauque et al., 2007; caninos: Lopes et al., 2009). Esse método mostrou que o 

percentual de folículos pré-antrais viáveis após vitrificação em SS usando a solução SV4 foi 

similar ao controle, sugerindo que a SS associada à SV4 conferiu maior proteção às 

membranas celulares durante o processo de vitrificação, comparado à PT e MT. Em 

conclusão, nas condições utilizadas neste estudo, foi possível determinar uma melhor solução 

(MEM + 6,0 M EG + 0,25 M SAC + 10% SFB) e técnica (SS) de vitrificação para o tecido 

ovariano caprino. No entanto, mais estudos são necessários para definir um protocolo de 

vitrificação que assegure a morfologia folicular similares às observadas antes da 

criopreservação. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A vitrificação é uma técnica rápida, de baixo custo, que minimiza os danos por 

formação de cristais de gelo intracelulares e tem sido empregada com sucesso para 

criopreservar embriões, e oócitos oriundos tanto de folículos antrais como de folículos pré-

antrais. 

 

A técnica de vitrificaçao por superfície sólida associada à solução de vitrificação 

composta por MEM, 6M de EG, 0,25 M de sacarose e 10% de SFB (SV4), apesar de reduzir o 

percentual de folículos pré-antrais morfologicamente normais, foi capaz de manter a 

viabilidade folicular após vitrificação. 
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