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RESUMO 

 

A preservação da fertilidade em pacientes com câncer objetiva assegurar a saúde 
reprodutiva. A criopreservação de tecido ovariano é a única técnica disponível para 
meninas pré-púberes e para casos em que o tratamento não pode ser adiado. A 
técnica de vitrificação está associada a uma melhor preservação de fragmentos do 
córtex ovariano quando comparada ao congelamento lento. Estudos preliminares 
demonstraram que a combinação de polímeros sintéticos na vitrificação preservou 
melhor o tecido e os folículos secundários no córtex de ovários de macacos, por serem 
miméticos às proteínas naturais responsáveis pela proteção conferida a alguns 
organismos durante o inverno. A técnica de vitrificação associada a polímeros 
sintéticos é uma alternativa promissora, mas ainda não está disponível um protocolo 
padrão que demonstre resultados consistentes. Assim, este trabalho teve como 
objetivo avaliar a aplicabilidade de polímeros sintéticos na criopreservação por 
vitrificação de tecido ovariano bovino. Ovários bovinos foram obtidos a partir de 
animais abatidos para consumo em um abatedouro local. O córtex foi extraído e 
cortado em fragmentos. Os fragmentos foram divididos em três grupos (controle 
fresco, vitrificação com (CP) e sem (SP) adição de polímeros sintéticos). Os 
fragmentos de tecido de todos os grupos antes e após aquecimento foram fixados em 
paraformaldeído a 4%, corados com hematoxilina e eosina para avaliação de 
morfologia, contagem e observação do estágio folicular. Parte dos fragmentos tiveram 
seus folículos secundários isolados mecanicamente e cultivados em matriz de alginato 
até atingirem o estágio antral. Durante o cultivo, para análise de viabilidade, foram 
avaliados a sobrevida, crescimento e formação de antro folicular. Para avaliação da 
funcionalidade folicular, o meio de cultivo foi coletado para posterior dosagem de 
esteróides ovarianos. Então, os três grupos foram comparados estatisticamente. Os 
tecidos ovarianos vitrificados apresentaram uma morfologia com sinais de injúria, com 
espaços vazios e menos densos, além de exibirem uma menor porcentagem de 
folículos normais quando comparados ao tecido fresco (Fresco x CP p<0,0001; Fresco 
x SP p=0,0004). Contudo, não foi observada diferença entre os grupos vitrificados com 
e sem polímeros (CP x SP p = 0,7173). Os folículos que passaram pela vitrificação 
apresentaram uma sobrevida similar entre si e menor que o controle fresco (χ²(2) = 
19,87; p< 0,0001). Todos os grupos avaliados foram semelhantes na taxa de formação 
de antro (χ²(1) = 0,6569; p< 0,4176). Em todos os grupos houve crescimento folicular 
durante o cultivo. No entanto, os folículos frescos e com adição de polímeros 
aumentaram de diâmetro durante todo o cultivo, ao passo que os folículos sem adição 
de polímeros cresceram apenas na primeira semana. No fim do cultivo, os folículos 
que passaram pelo processo de vitrificação produzem menos hormônios que os 
frescos (p < 0,05), mas sem diferença entre SP e CP. A partir desses resultados, é 
possível concluir que a combinação do uso de polímeros sintéticos na vitrificação de 
tecido ovariano é uma técnica promissora, que poderá proteger o desenvolvimento 
folicular, mas são necessários mais estudos que possam aperfeiçoar esse protocolo. 
 
PALAVRAS - CHAVE: Ovários, Polímeros sintéticos, Criopreservação, Agentes 
crioprotetores, Bovinos. 

  



 
 

ABSTRACT 

 
The preservation of fertility in cancer patients aims to ensure reproductive health. 
Ovarian tissue cryopreservation is the only technique available for prepubescent girls 
and for cases where treatment cannot be delayed. The vitrification technique is 
associated with better preservation of ovarian cortex fragments when compared to 
slow freezing. Preliminary studies in the cortex of monkeys' ovaries have shown that 
the combination of synthetic polymers in vitrification is better to preserve the tissue and 
secondary follicles, as they are mimetic to the natural proteins responsible for the 
protection during the winter in some organisms. The vitrification technique associated 
with synthetic polymers is a promising alternative, but a standard protocol that 
demonstrates consistent results is not yet available. Thus, this work aimed to evaluate 
the applicability of synthetic polymers in cryopreservation by vitrification of bovine 
ovarian tissue. Bovine ovaries were obtained at a local abattoir. The cortex was 
extracted and cut into fragments. The fragments were divided into three groups (fresh 
control, vitrification with (CP) and without (SP) addition of synthetic polymers). Tissue 
fragments from all groups before and after heating were fixed in 4% paraformaldehyde, 
stained with hematoxylin and eosin for morphology assessment, counting and 
observation of the follicular stage. Part of the fragments had their secondary follicles 
mechanically isolated and cultivated in alginate matrix until they reached the antral 
stage. During cultivation, for viability analysis, survival, growth and follicular antrum 
formation were evaluated. To evaluate the follicular functionality, the culture medium 
was collected for later measurement of ovarian steroids. The vitrified ovarian tissues 
presented a morphology with signs of injury, with empty and less dense spaces, in 
addition to showing a lower percentage of normal follicles when compared to fresh 
tissue (Fresh control x CP p<0.0001; Fresh control x SP p=0.0004). However, no 
difference was observed between the groups vitrified with and without polymers (CP x 
SP p = 0.7173). Follicles that underwent vitrification had a similar survival rate and 
lower than the fresh control (χ²(2) = 19.87; p< 0.0001). All groups evaluated were 
similar in the rate of antrum formation (χ²(1) = 0.6569; p< 0.4176). In all groups there 
was follicular growth during cultivation. However, fresh and polymer-added follicles 
increased in diameter throughout the cultivation, whereas follicles without polymer 
additions grew only in the first week. At the end of cultivation, the follicles that 
underwent the vitrification process produced less hormones than the fresh ones (p < 
0.05), but there was no difference between SP and CP. From these results, it is 
possible to conclude that the combination of the use of synthetic polymers in the 
vitrification of ovarian tissue is a promising technique, which may protect follicular 
development, but further studies are needed to improve this protocol. 
 
KEYWORDS: Ovary, Synthetic polymers, Criopreservation, Cryoprotective agents, 
Bovine. 
 
 
 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Se você tem um sonho, por menor que seja, tudo o que você precisa fazer é pensar 

nele, trabalhar nele todos os dias e, então, você o alcançará”. 

Sebastião, A pequena sereia - Disney.  



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Opções de preservação da fertilidade em crianças e meninas pré-púberes. 

Figura Original – Biorender. 20 

 

Figura 2. Córtex e fragmentos de tecido ovariano bovino. Figura Original. 27 

 

Figura 3. Tipos de criopreservação do tecido ovariano. Figura Original – Biorender.

 28 

 

Figura 4. Congelamento x vitrificação. Gota sólida 1 - água congelada pura no 

nitrogênio líquido. Gota sólida 2 - Solução de criopreservação, contendo 

crioprotetores, vitrificada no nitrogênio líquido. Observe o aspecto translúcido quando 

comparado a gota 1. Figura Original. 30 

 

Figura 5. Sistemas de criopreservação. A- Palheta de vitrificação, sistema fechado. B- 

Tira de metal para vitrificação de fragmentos de córtex ovariano, sistema aberto. C- 

Armazenamento em botijão de nitrogênio líquido. Figura Original. 31 

 

Figura 6. Figura esquemática do desenvolvimento dos folículos ovarianos. Linha 

superior, esquema de desenvolvimento folicular, com seus respectivos folículos 

cultivados in vitro (bovino). Folículo primordial composto por ovócito e uma camada 

de células foliculares achatadas. Folículo primário com uma camada de células 

cúbicas e ovócito, enquanto o secundário a teca interna está formada e as células que 

rodeiam o folículo (granulosa) encontram-se dispostas em diversas camadas, mas 

sem presença de antro. No folículo terciário o ovócito está rodeado de células da 

granulosa, com formação de antro e presença de teca interna e externa. O folículo 

maduro pré-ovulatório possui todas essas estruturas e apresenta um diâmetro maior. 

Figura Original – Biorender. 34 

 

Figura 7. Figura da esquerda representa o isolamento folicular pelo método mecânico 

com agulhas e a da direita, seu respectivo cultivo 3D em matriz de alginato, ilustrando 

um folículo isolado em desenvolvimento. Figura Original. 37 



 
 

Figura 8. Figura ilustrativa e útero fresco com par de ovários bovino. Figura Original – 

Biorender. 45 

 

Figura 9. Quadro esquemático dos métodos. Figura original – Biorender. 50 

 

Figura 10. Processamento de tecido ovariano bovino. 1- Retirada de ligamentos do 

ovário. 2- Corte frontal dos ovários. 3- Preparo do semi-ovário no cortador de tecidos. 

Figuras Originais - Bio Render. 50 

 

Figura 11. Processamento de tecido ovariano bovino. 4- Manejo e corte da fina 

camada do córtex ovariano. 5 e 6- Preparo de tiras e fragmentos de córtex. Figuras 

Originais. 51 

 

Figura 12. Processamento de tecido ovariano bovino. 7- Vitrificação em soluções com 

crioprotetores. 8- Vitrificação em sistema aberto, folha de alumínio. 9- Armazenamento 

em nitrogênio líquido. Figuras Originais - Bio Render. 51 

 

Figura 13. Esquema do aquecimento pós vitrificação do tecido ovariano bovino. 

Figuras Originais - Bio Render. 53 

 

Figura 14. Figuras representativas do isolamento mecânico seguido de cultivo folicular 

3D em matriz de alginato. Figuras Originais. 55 

 

Figura 15. Figuras representativas do meio de cultivo e dos folículos cultivados 3D em 

matriz de alginato. 56 

 

Figura 16. Folículos bovinos isolados mecanicamente e cultivados 3D em matriz de 

alginato. Os folículos 1,2 e 3 estão vivos, mas o 3 não formou antro. Folículos 4, 5 e 6 

estão mortos e não possuem antro. 57 

 

Figura 17. Fotomicrografias representativas do estroma do córtex ovariano bovino em 

menor 5x (Linha superior) e maior aumento 100x (linhas inferiores). A, D - Controle 

tecido fresco, estroma denso. B,E,G - Tecido vitrificado com polímeros. C, F, H - 



 
 

Tecido vitrificado sem polímeros. Nos tecidos vitrificados, com e sem o uso de 

polímeros, zonas com sinais de injúrias, com espaços vazios e menos densos. 61 

 

Figura 18. Fotomicrografias representativas de folículos pré-antrais. Tecido Fresco, 

Tecido Vitrificado com polímeros e sem polímeros respectivamente. 62 

 

Figura 19. Porcentagem folicular pré-antral morfologicamente normal. a- Porcentagem 

de folículos primordiais. b- Porcentagem de folículos primários. c- Porcentagem de 

folículos secundários. 63 

 

Figura 20. Diâmetro folicular após isolamento para cultivo, correspondente ao 

diâmetro do dia 1 de cultivo (D1). 64 

 

Figura 21. Sobrevida folicular – Grupos vitrificados sobreviveram menos que o grupo 

controle fresco. 65 

 

Figura 22. Cultivo Folicular. a - Formação de Antro Folicular – com semelhança entre 

os grupos. b- Fotomicrografias semanais da cultura 3D de folículos isolados. Os 

folículos de tecido fresco mostraram diâmetro aumentado ao longo dos dias com 

formação de antro (setas). Os folículos isolados dos tecidos vitrificados com adição 

(CP) e sem adição polímeros (SP) mostraram menor crescimento, mas com formação 

de antro na maior parte dos folículos. 66 

 

Figura 23. Diâmetro semanais dos folículos durante 15 dias em cultura 3D. Os dados 

são apresentados como média ± SEM de folículos isolados que sobreviveram. a - 

Diâmetro final dos folículos. b- Diâmetro dos folículos frescos. c- Diâmetro dos 

folículos com polímeros. d- Diâmetro dos folículos sem polímeros. – Os folículos 

frescos e os CP cresceram durante todo cultivo, enquanto os SP pararam de crescer 

significativamente na última semana.  *p >0,05. 68 

 

Figura 24. Produção de hormônio esteróide (E2 e P4) durante 2 semanas de cultivo 

folicular. Os dados são apresentados como média ± SEM de folículos isolados que 

sobreviveram. 70 

  



 
 

LISTA DE QUADROS 

 

Quadro 1. Tipos de Crioprotetores. Quadro Original. 41 

 

 

  



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Classificação e porcentagem de folículos morfologicamente normais. 62 

 

Tabela 2. Sobrevivência e Formação de Antro. 65 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

ACP - Agentes Crioprotetores 

AFP- Proteínas Anticongelantes 

ASRM - Associação Americana de Medicina Reprodutiva 

COL - Isolamento enzimático por colagenase 

CP - Com Polímeros  

DMSO - Dimetilsulfóxido 

E2 - Estradiol 

EG - Etilenoglicol 

ES - Solução equilíbrio  

FSH - Hormônio Folículo Estimulante. 

GLI - Glicerol 

GnRH - Gonadotropin-Releasing Hormone. 

IGF-I - Fator de crescimento semelhante à insulina 

ITS - Insulina, Transferrina, Selenito 

LH - Hormônio Luteinizante. 

LIB - Isolamento enzimático por liberase 

LMC - Leucemia mielóide crônica 

MCH - Isolamento mecânico 

MEM - Meio essencial mínimo 

MNC - Isolamento picado 

N2 - Nitrogênio 

OTC - Criopreservação de Tecido Ovariano 

P4 - Progesterona 

PBS - Tampão salino fosfato 

PVA - Álcool polivinílico [CH2CH(OH)]n 

PVP - Polivinilpirrolidona 

RHA - Reprodução humana assistida 

SEM - Erro padrão da média ou mediana 

SP - Sem polímero 

SSS - Soro Sintético Substituto  

RLU - Unidade Relativa de Luz 

VS - Solução de Vitrificação  



 
 

SUMÁRIO 

 
1. 19 

2. 22 

2.1 Breve histórico: A criopreservação na Reprodução Humana Assistida 22 

2.2 Criopreservação de Tecido Ovariano 25 

2.3 Técnicas para criopreservação de tecido ovariano 28 

2.4 Aspectos da vitrificação 29 

2.5 Desenvolvimento dos folículos ovarianos 31 

2.6 Cultivo folicular in vitro: uma opção para pacientes com células cancerígenas 

remanescentes 34 

2.7 O uso de crioprotetores 37 

2.8 O uso de polímeros sintéticos anticongelantes 41 

2.9 Modelo bovino para criopreservação 43 

3. 48 

3.1 Objetivo geral 47 

3.2 Objetivos específicos 47 

4. 50 

4.1 Animais e coleta de ovários 49 

4.2 Vitrificação e Aquecimento 52 

4.3 Histologia 53 

4.4 Isolamento e encapsulamento folicular 54 

4.5 Cultivo folicular 3D em matriz de alginato 55 

4.6 Sobrevida folicular, crescimento e formação de antro 56 

4.7 Dosagem de estradiol (E2) e progesterona (P4) do cultivo in vitro 57 

4.8 Análise de dados e estatística 58 

5. 61 



 
 

5.1 Morfologia do tecido e folículos ovarianos 60 

5.2 Avaliação do desenvolvimento folicular no cultivo 3D em matriz de alginato 64 

5.2.1 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Isolamento folicular 64 

5.2.2 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Sobrevida Folicular 65 

5.2.3 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Formação de antro 66 

5.2.4 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Crescimento 67 

5.3 Dosagem hormonal do meio de cultivo 69 

6. 73 

7. 81 

8. 83 

ANEXOS 99 

ANEXO I: Comissão de Ética no Uso de Animais 100 

ANEXO II: Abatedouro fornecedor de ovário. 101 

 

 



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO  



19 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

   No Brasil e no mundo as doenças oncológicas estão entre as enfermidades que 

mais matam, com estimativa de 47% de novos casos nas próximas duas décadas 

(SUNG et al., 2021; INCA, 2020). Entretanto, o amplo avanço em tecnologias de 

diagnósticos e tratamentos proporcionam o aumento da sobrevivência de pacientes 

acometidos (FUENTES et al., 2017; SANTUCCI et al., 2020). Estima-se que mulheres 

de 0 a 49 anos têm aproximadamente 4 % de chance de desenvolver câncer 

(GLOBOCAN, 2020), período etário em que a fertilidade poderá ser prejudicada após 

o tratamento oncológico (HARADA, OSUGA, 2018). 

A preservação da fertilidade em pacientes com câncer objetiva assegurar a 

saúde reprodutiva durante a doença para uma futura restauração. Para mulheres 

adultas e meninas pós-púberes a criopreservação de oócitos ou embriões são 

métodos amplamente oferecidos. Em meninas pré-púberes e casos em que o 

tratamento não pode ser adiado, existe a criopreservação de tecido ovariano, técnica 

recentemente aprovada pela American Society for Reproductive Medicine (ASRM) e 

considerada como única opção para essas pacientes (Figura 1) (American Society for 

Reproductive Medicine (ASRM), 2020; HARADA e OSUGA, 2018). 

Embora as atuais técnicas de vitrificação de tecido ovariano sejam capazes de 

preservar a integridade da maioria dos folículos e já tenham nascidos vivos, a técnica 

não tem protocolo estabelecido para o uso de crioprotetores com base na seleção do 

melhor desempenho funcional e clínico (EL CURY-SILVA et al., 2021). Parâmetros 

variados podem influenciar na eficiência da técnica de vitrificação, como combinação, 

tempo de exposição, concentração e tipo de crioprotetores (CASTRO et al., 2011). 

Proteínas anticongelantes foram encontradas em pequenos animais polares, 

como peixes, capazes de resistirem a invernos rigorosos através da inibição de 

formação de cristais de gelo (BIGGS, et al., 2017). Desde então, polímeros sintéticos 

que mimetizam essa ação foram desenvolvidos e usados como crioprotetores não 

permeáveis em estudos de criopreservação e vitrificação de tecido ovariano (BIGGS, 

et al., 2017; TING et al., 2012;). 

Estudos preliminares em primatas não-humanos buscaram aprimorar a técnica 

com o uso de polímeros sintéticos combinados ao glicerol (GLI) e etileno glicol (EG), 

e foram capazes de evitar a formação de cristais de gelo, preservando o tecido e 

morfologia de folículos, bem como a função de uma pequena população de folículos 
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secundários no córtex do ovário de macacos (TING et al., 2012; TING et al., 2013). 

Contudo, estudos em modelos translacionais são necessários para replicação dos 

resultados, já que oferecem maior facilidade de obtenção de amostras, até que a 

técnica seja aprimorada para futura aplicação em humanos. 

O modelo bovino é frequentemente considerado em estudos preliminares para 

avaliação de tecido ovariano por semelhança anatômica dos ovários e a 

foliculogênese próxima à humana (LANGBEEN et al., 2015). Além de modelo 

translacional, os dados gerados em bovinos podem contribuir para a própria espécie 

como opção para conservação de raças nativas em extinção e de importância 

econômica na evolução da bovinocultura (FERRÉ et al., 2020). 

 

 

Figura 1. Opções de preservação da fertilidade em crianças e meninas pré-púberes. Figura Original – Biorender. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Breve histórico: A criopreservação na Reprodução Humana Assistida 

A criopreservação é um método que utiliza o congelamento a temperaturas 

baixas para preservar células e tecidos vivos por um longo período de tempo (PEGG, 

2007). Os primeiros congelamentos, inicialmente, eram usados para conservação de 

alimentos e bebidas. Os gregos e romanos perceberam que o resfriamento poderia 

manter suas refeições por mais tempo sem deteriorar. Depois, estudiosos começaram 

a aplicar o congelamento em materiais biológicos (SZTEIN, TAKEO, NAKAGATA, 

2018).  Paulo Mantegazza, em 1866, entendeu que o resfriamento de amostras de 

sêmen destinadas ao manejo reprodutivo de rebanhos poderia ser uma estratégia 

mais fácil e mais barata do que transportar os próprios animais reprodutores (SZTEIN, 

TAKEO, NAKAGATA, 2018).  

Em 1949, um trabalho publicado por Polge, Smith e Parkes descreveu pela 

primeira vez o uso do glicerol como crioprotetor. Em um experimento havia um frasco 

de glicerol trocado não intencionalmente e esse foi utilizado no congelamento de 

sêmen de galo a -79 ºC, preservando a amostra (POLGE, SMITH, PARKES, 1949, 

SZTEIN, TAKEO, NAKAGATA, 2018; LEIBO, SZTEIN, 2019). Alguns anos depois, foi 

relatado que espermatozoides bovinos também teriam sido criopreservados com 

sucesso a -79 °C por meio de uma solução de glicerol, o que resultou em filhotes 

(POLGE, 1952; ARAV, 2014). No ano de 1953, foi relatado o primeiro nascido vivo de 

sêmen humano congelado de um pai falecido (BUNGE E SHERMAN, 1953). 

A criopreservação evoluiu e teve um marco importante em 1972, quando 

Whittingham, Leibo e Mazur congelaram embriões de camundongos a temperaturas 

de -196 ºC. Em seguida, Whittengham obteve sucesso em seus resultados, filhotes 

de camundongos nascidos vivos de transferência embrionária após 

descongelamento. A partir de então, estudos buscaram entender melhor o efeito de 

agentes crioprotetores, formas de congelamento e descongelamento que poderiam 

ser utilizados para otimização das técnicas (ARAV, 2014; SZTEIN, TAKEO, 

NAKAGATA, 2018). 

Em 1984, na Austrália, aconteceu o nascimento do primeiro ser humano 

resultante de embrião criopreservado por congelamento lento no mundo, Zoe Leyland, 

um grande avanço na história da Reprodução Assistida. Dois anos depois, foi relatado 

o primeiro nascimento humano a partir de um oócito congelado (KAMEL, 2013; 
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VAJTA, 2020). Os embriões humanos se adaptaram bem à técnica, enquanto os 

oócitos foram mais difíceis de criopreservar por sua baixa relação entre área de 

superfície x volume e sua alta suscetibilidade à formação de gelo intracelular, além 

dos danos às estruturas internas (PAYNTER et al., 1999; ARGYLE, HARPER, 

DAVIES, 2016; ARAV, NATAN, 2019). 

O congelamento lento era a técnica de criopreservação utilizada, no entanto a 

formação de cristais de gelo ainda era um problema e necessitava-se de freezer com 

taxa de resfriamento controlada. Crioprotetores como dimetilsulfóxido (DMSO) e 

propilenoglicol estavam sendo testados quando, em 1985, foi descrito o uso de altas 

concentrações desses agentes combinados para a técnica de vitrificação de embriões 

de animais, com resultados promissores. A vitrificação foi mencionada como um 

método livre de gelo, sem a formação de cristais, seria uma transição para o estado 

vítreo, com facilidades de manejo e aplicação quando comparada ao congelamento 

lento (RALL, FAHY, 1985; GOOK, 2010). No entanto, a vitrificação foi ofuscada pelo 

congelamento lento por anos (ARAV, NATAN, 2019).  

A vitrificação ganhou atenção em 1990, quando pesquisadores direcionaram 

estudos para a diminuição da toxicidade das soluções de vitrificação e os 

crioprotetores passaram a ser utilizados de forma combinada, o que levou ao 

aprimoramento da criopreservação de embriões. Os crioprotetores inicialmente 

testados foram etilenoglicol (EG), dimetilsulfóxido (DMSO) e glicerol, considerados 

permeáveis. Outros crioprotetores não permeáveis também foram testados, como 

sacarose e ficoll (SCHIEWE e ANDERSON, 2017).  

A integração da vitrificação no laboratório de reprodução humana assistida 

(RHA) delongou antes de ser considerada aplicável para criopreservação eficiente de 

amostras. Os estudos sobre a criopreservação de oócitos foram acelerados por 

restrições legislativas sobre o armazenamento de embriões e por aspectos éticos-

legais que não limitavam a preservação de gametas (KONC et al., 2014). A vitrificação 

de oócitos surgiu como uma opção promissora, as taxas de sucesso foram maiores 

quando comparada ao congelamento lento e os prejuízos estruturais foram reduzidos 

(LUSSIG et al., 2019).  

Em 2010, a vitrificação de oócitos já estava sendo eleita como uma opção além 

do congelamento de embriões e seus resultados já se mostraram semelhantes 

quando comparados ao uso de oócitos frescos. A indústria voltada para reagentes e 

materiais de vitrificação se expandiu e também contribuiu para aplicabilidade do 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/propylene-glycol
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“novo” método de congelamento na rotina dos laboratórios (KUWAYAMA, 2007; 

SCHIEWE e ANDERSON, 2017). 

Com a evolução das técnicas de criopreservação, outros tipos de tecidos 

começaram a ser testados e hoje já existem nascidos vivos a partir do congelamento 

de fragmentos do córtex ovariano. Nos últimos 20 anos, além das opções de 

preservação feminina de oócitos e embriões, o tecido ovariano mostrou-se uma 

estratégia para a potencial perda da fertilidade por tratamentos gonadotóxicos (MARIN 

et al., 2020). 

A criopreservação de tecido ovariano se iniciou em animais por volta de 1950, 

mas, sem sucesso, a técnica foi deixada de lado e só foi retomada em 1990. No início 

dos anos 90, o congelamento de fragmentos do córtex ovariano em roedores obteve 

resultados viáveis (HARP et al., 1994), contudo testes em ovários maiores e com 

características mais próximas ao humano precisavam ser feitos. Então, em 1994, 

Gosden e colaboradores publicaram um estudo em ovelhas, onde mostraram que os 

ciclos ovulatórios foram retomados e um de seis animais atingiu o desenvolvimento a 

termo, derivado de uma ovulação em um enxerto descongelado. Em estudo publicado 

em 1996, folículos primordiais humanos sobreviveram e permaneceram viáveis após 

o congelamento lento e descongelamento com uma combinação de crioprotetores. 

Apesar disso, a viabilidade da técnica de criopreservação para o tecido ovariano e as 

técnicas de enxerto mostravam-se ainda com baixa taxa de sucesso. Os estudos dos 

protocolos de congelamento continuaram concomitantemente às avaliações de 

técnicas de transplante (HOVATTA et al., 1996; MARIN et al., 2020). 

O primeiro desenvolvimento embrionário a partir de tecido ovariano 

criopreservado e transplantado foi relatado em 2004 e o primeiro caso de nascido vivo 

após descongelamento foi publicado em 2005 (MARIN et al., 2020).  

Com a ampla disponibilidade de crioprotetores, diferentes tipos de protocolos 

para o congelamento de córtex ovariano foram publicados e a vitrificação, por sua 

simplicidade e alta eficiência em outras amostras, começou a ser proposta como uma 

alternativa ao congelamento lento (AMORIM et al., 2011). 

Estudos em animais e em humanos forneceram resultados encorajadores 

quando comparado o congelamento lento versus a vitrificação, indicando que, na 

vitrificação de fragmentos do córtex ovariano, os danos ao estroma e aos folículos 

eram menores (SHI et al., 2017). Ainda assim, não existe um protocolo padrão a ser 

aplicado para criopreservação de tecido ovariano humano. 
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2.2 Criopreservação de Tecido Ovariano 

O câncer está entre as principais causas de morte no mundo, com 

aproximadamente 19,3 milhões de novos casos e cerca de 10 milhões de mortes no 

ano de 2020. Em mulheres, a neoplasia mais diagnosticada foi de mama com 2,3 

milhões de novos casos (11,7%), responsável por 685 mil mortes, ultrapassando o 

câncer de pulmão (11,4%). A incidência de câncer no sexo feminino é de 186 casos e 

a mortalidade de 84,2 mortes em 100 mil mulheres, e as três principais áreas 

acometidas são a mama, o pulmão e colo de útero. Estima-se que em 20 anos tenha 

um aumento de 47% em relação aos casos de 2020, o que se deve ao crescimento e 

envelhecimento da população, agravando-se com o aumento de fatores de risco, 

como a obesidade, por exemplo (SUNG et al., 2021). No Brasil, a estimativa para o 

período de 2020 a 2022 é de 625 mil novos casos de câncer por ano, com o câncer 

de mama em maior frequência entre as mulheres (INCA – ESTIMATIVA, 2020). 

Embora a incidência de câncer no mundo aumente, estudos mostram que a 

mortalidade poderá ser reduzida. Em 2022, o número de sobreviventes poderá se 

expandir, justificado pelas melhorias no diagnóstico precoce, além do acesso a 

soluções inovadoras de tratamentos (FUENTES et al., 2017; SANTUCCI et al., 2020). 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (2021), a detecção precoce é especialmente 

importante para evitar estágios avançados de neoplasias, como em casos de câncer 

de colo uterino e mama, cuja incidência aumenta nas mulheres entre 30 a 39 anos e 

50 a 69 anos de idade, respectivamente.  

O período etário antecedente a menopausa oferta inúmeras possibilidades de 

realização e desenvolvimento pessoal, mas ao mesmo tempo a incidência de câncer 

na faixa etária fértil pode ser um risco à saúde reprodutiva feminina, mesmo que as 

abordagens terapêuticas tenham prolongado a expectativa de vida das pacientes, já 

que a quimioterapia possui efeito gonadotóxico e pode levar à infertilidade (OMS, 

2011).   

Esse declínio acelerado da fertilidade após a recuperação do câncer, pode ser 

psicologicamente traumático para as pacientes que desejavam filhos biológicos. 

Assim, o restabelecimento da fertilidade pode ser considerado uma extensão do 

tratamento ao câncer e as modalidades de preservação oferecidas em muitas clínicas 

de RHA. A falta de informação acessível ao paciente sobre suas opções pode gerar 

impactos definitivos em sua vida futura a médio e longo prazo, influenciando 

diretamente em seu direito de constituir família (LOGAN, ANAZODO, 2019). 
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A preservação da fertilidade consiste em técnicas clínico-laboratoriais que 

resguardam a saúde reprodutiva por motivos variados, além de infertilidade por 

agentes gonadotóxicos, como o adiamento da maternidade e casais homoafetivos 

(DOLMANS, DONEZ, 2020). 

As opções de preservação reprodutiva feminina variam de acordo com 

particularidades de cada paciente. Dos principais métodos disponíveis, destacam-se: 

criopreservação de embriões e oócitos maduros, que são procedimentos 

rotineiramente aplicados e instituídos em clínicas de reprodução assistida, e a 

criopreservação de tecido ovariano (OTC). A OTC recentemente deixou de ser 

considerada experimental, já é oferecida em algumas clínicas de RHA e conta com 

aproximadamente 170 nascidos vivos  (American Society for Reproductive Medicine 

(ASRM), 2020; HUSSEIN et al., 2020). 

Embora a criopreservação de embriões e oócitos sejam estratégias de 

preservação da fertilidade eficazes e aumentem o sucesso das fertilizações in vitro, 

essas técnicas são indicadas somente para pacientes que podem adiar o tratamento 

oncológico e que não têm contraindicações para a estimulação ovariana (HUSSEIN 

et al., 2020). No entanto, é necessário considerar que algumas pacientes oncológicas 

podem ser pré-púberes ou precisam iniciar o tratamento imediatamente, ou ainda, têm 

câncer estrogênio-dependente, o que pode invalidar a possibilidade da realização de 

uma estimulação clássica sob risco de induzir a proliferação das células cancerígenas. 

Nesses casos, a OTC é uma possível opção para a manutenção da saúde reprodutiva 

feminina e surgiu como uma esperança promissora (DOLMANS, DONEZ, 2020). 

Outra possibilidade para uso do tecido ovariano criopreservado é o adiamento 

da menopausa (OKTAY et al., 2021). Há quase um século atrás, a expectativa média 

de vida de uma mulher era de 48,3 anos, hoje, a média aumentou para 76,6 no Brasil 

e além dos 80 anos nos países desenvolvidos. O que infere que parte de suas vidas 

se desenvolverá após a menopausa e que o aumento da expectativa de vida da 

população mundial colocará mais mulheres nessa situação (CHANG et al., 2019; 

NAMAZI, SADEGHI e MOGHADAM, 2019; IBGE – ESTATÍSTICAS, 2020). 

A criopreservação do tecido ovariano previamente à menopausa resguardaria 

uma população de folículos responsáveis pela produção de hormônios femininos, o 

que retardaria o início dessa fase. Ainda que o procedimento tenha deixado de ser 

experimental, são necessários estudos para avaliar o risco-benefício desta opção em 

mulheres saudáveis e bem como aprimoramentos na técnica para que aumente a 



27 

 

longevidade dos transplantes de córtex ovariano (LEONEL, LUCCI, AMORIM, 2019; 

OKTAY et al., 2021). 

A coleta do tecido pode ser em qualquer fase do ciclo reprodutivo, por 

laparoscopia ou laparotomia por meio de biópsias ovarianas ou ooforectomia total ou 

parcial, uni ou bilateral (LIEBENTHRON, MONTAG, 2020). Após a retirada completa 

ou parcial dos ovários, o córtex é separado da medula em uma espessura aproximada 

de 0,5 a 1 mm por um cortador de tecido e depois fatiado em fragmentos com 

dimensões menores (Figura 2). Esse preparo em finas camadas permite a rápida 

penetração de crioprotetores nos tecidos e evita o uso de altas concentrações que 

podem ser tóxicas. Um estudo feito em ovários de felinos sugere que as dimensões 

do tecido sejam de 3 mm x 3 mm, pois fragmentos maiores apresentaram danos e 

baixa permeação dos crioprotetores (GORRICHO et al., 2018; HAINO et al., 2018; 

HERRAIZ et al., 2020). 

Nestas finas camadas de córtex ovariano estão localizados a maior parte dos 

folículos pré-antrais, que, por serem pequenos, com menor taxa metabólica e pouco 

diferenciados, são mais criotolerantes que folículos com oócitos maduros 

(ANDERSON e WALLACE, 2011; LANGBEEN et al., 2015; HAINO et al., 2018). Esses 

folículos têm maior potencial de reparo a danos nas organelas citoplasmáticas e 

outras estruturas acometidas durante a criopreservação (SILVA; VAN DEN HURK; 

FIGUEIREDO, 2015). 

 

 

Figura 2. Córtex e fragmentos de tecido ovariano bovino. Figura Original. 
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2.3 Técnicas para criopreservação de tecido ovariano 

Duas principais técnicas regem a OTC, o congelamento lento e a vitrificação 

(Figura 3). Durante o congelamento lento os fragmentos de tecido passam por uma 

solução de equilíbrio contendo concentrações baixas de crioprotetores e então são 

transferidos para criotubos com o meio de congelamento. Os criotubos são resfriados 

em freezers programáveis para atingir taxas de congelamento controladas. A 

temperatura reduz de 4 °C a −7,0 °C a uma taxa de −2,0 °C/ min, seguido por 

“seeding” e resfriamento a −40,0 °C a uma taxa de −0,3 °C/ min. A temperatura 

continua caindo e vai a −140 °C a uma taxa de -10 °C/ min. Por último, as amostras 

são armazenadas em nitrogênio líquido a -196 °C. O procedimento dura 

aproximadamente 90 minutos (NIKIFOROV et al., 2018; LEE et al., 2019). 

A vitrificação surgiu como uma alternativa ao congelamento lento. Esse 

processo envolve o uso de soluções com altas e crescentes concentrações de 

crioprotetores, por um curto período, seguido de alta velocidade de congelamento por 

imersão em nitrogênio líquido. Desse modo a vitrificação faz com que a amostra fique 

em um estado amorfo, vítreo, e diminui a chance de formação de cristais de gelo 

(RALL e FAHY, 1985). 

 

 

Figura 3. Tipos de criopreservação do tecido ovariano. Figura Original – Biorender. 

 

Já foi debatido em muitos estudos sobre a comparação dos dois métodos e o 

protocolo que fornece os melhores resultados, conforme os resultados obtidos na 

revisão sistemática e meta-análise publicada por SHI et al. (2017). O congelamento 

lento é aceito como o procedimento convencional, com o maior número de nascidos 



29 

 

vivos. No entanto, esse método tem uma operação complexa, processo demorado e 

equipamento com alto custo (PENG, 2021). A vitrificação pode estar associada a uma 

melhor manutenção do estroma ovariano e das estruturas foliculares, bem como 

aumento das taxas de sobrevida do folículo com o mínimo de mudanças na morfologia 

tecidual, o que pode levar a uma melhor resposta após o transplante (SÁNCHEZ et 

al., 2006; TING et al., 2013; SHI et al., 2017). 

 Os pontos favoráveis da vitrificação em relação ao congelamento lento são o 

menor tempo de execução, mais econômica e poder ser realizada em qualquer 

laboratório de RHA, pois não necessita de equipamento específico para congelamento 

(AMORIM et al., 2011). 

A taxa de sucesso para criopreservação de tecido ovariano é avaliada a longo 

prazo e o principal desfecho são crianças nascidas vivas, contudo esse resultado só 

pode ser determinado depois que o tecido é transplantado e a função ovariana 

restabelecida para uma posterior gravidez, o que talvez demore décadas em casos 

de meninas pré-púberes. Além disso, também é preciso considerar o óbito ou perda 

do acompanhamento de parte das pacientes. Portanto, estudos que avaliam 

protocolos de OTC após descongelamento disponibilizam mais facilmente 

informações que podem ser usadas para otimizar a técnica (ANDERSEN, MAMSEN 

e KRISTENSEN, 2019). 

 

 

2.4 Aspectos da vitrificação 

O vidro é um estado amorfo que pode ser alcançado por meio do rápido 

resfriamento de uma massa ou líquido viscoso, e suas principais características são a 

transparência e a rigidez. Os processos que induzem os líquidos a entrar no estado 

vítreo incluem, além do super resfriamento, a viscosidade do meio (Figura 4) 

(DEBENEDETTI e STILLINGER, 2001). 
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Figura 4. Congelamento x vitrificação. Gota sólida 1 - água congelada pura no nitrogênio líquido. Gota sólida 2 - 

Solução de criopreservação, contendo crioprotetores, vitrificada no nitrogênio líquido. Observe o aspecto 

translúcido quando comparado a gota 1. Figura Original. 

 

A técnica que submete uma matéria a transição vítrea é chamada de 

vitrificação, a qual é frequentemente utilizada para criopreservar células e tecidos. 

Essa alternativa de congelamento simplifica a técnica de preservação com o uso de 

substâncias altamente viscosas e facilita a busca por taxas de resfriamento e 

aquecimento ideais, já que o resfriamento rápido é suficiente para a transição vítrea e 

minimização de formação de cristais. Contudo, durante a vitrificação é necessário 

minúcia para adição e remoção dos crioprotetores, a fim de evitar danos por efeitos 

osmóticos e toxicidade nas amostras (FAHY e WOWK, 2014). 

A temperatura de transição vítrea é alcançada e determinada durante o 

resfriamento e aquecimento, quando uma solução com elevada viscosidade 

ultrapassa a cinética da formação de gelo (FAHY e WOWK, 2014). Em um estudo 

publicado por Ting e colaboradores (2013), o tecido ovariano de macacos foi 

vitrificado, as temperaturas de resfriamento/aquecimento e concentração de 

crioprotetores foram calculadas. Os termogramas mostraram que a transição vítrea 

sem cristalização iniciou na faixa de -120 °C e o aquecimento em protocolo de duas 

etapas a temperatura ambiente, seguido de imersão rápida no banho maria a 40 °C 

evitou danos no tecido. A concentração mínima de crioprotetores necessários para 

vitrificação de fragmentos em dimensões de 3x3x1 mm utilizando glicerol e 

etilenoglicol foi de 27% cada, com concentração total da solução de 54% para garantir 

a não desvitrificação da amostra. Os autores também abordam sobre o tempo em 

1 2 
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contato com a solução de crioprotetores, onde a incubação de 5 minutos permite a 

vitrificação e evita a toxicidade (TING et al., 2013). 

Em outro trabalho, Mullen e Fahy (2011) também discutem que, durante a 

transição vítrea, a redução expressiva da temperatura entre -110 °C e -130 °C, faz 

com que a energia térmica seja insuficiente para movimentar as moléculas, então elas 

se estabilizam e permanecem acima da fase de formação de gelo. Contudo, esse 

evento só ocorreria em soluções com viscosidade acima de 15 vezes a viscosidade 

da água em temperatura ambiente (MULLEN e FAHY, 2011). 

A vitrificação e o armazenamento são feitos comumente em nitrogênio líquido, 

por alcançar as temperaturas necessárias e garantir a estabilidade do processo. Para 

tanto, existem dois tipos de métodos: o sistema aberto e o fechado. No primeiro, a 

amostra tem contato direto com o nitrogênio, enquanto o fechado, as amostras são 

vitrificadas dentro de palhetas. O necessário é que o tecido esteja armazenado em 

temperatura menor que a transição vítrea, sem variações, assim, o material poderá 

ser viável por longos períodos (MULLEN e FAHY, 2011). 

 

Figura 5. Sistemas de criopreservação. A- Palheta de vitrificação, sistema fechado. B- Tira de metal para 

vitrificação de fragmentos de córtex ovariano, sistema aberto. C- Armazenamento em botijão de nitrogênio líquido. 

Figura Original. 

 

2.5 Desenvolvimento dos folículos ovarianos 

Os ovários são estruturas ovais, localizados na região pélvica bilateralmente, 

que produzem oócitos e hormônios sexuais, como os estrógenos e progesterona. A 

superfície ovariana é composta por epitélio germinativo e logo abaixo está situada a 
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túnica albugínea. Sob a túnica albugínea, há uma região nomeada de córtex, na qual 

predominam os folículos ovarianos e o estroma, composto de tecido conjuntivo com a 

presença de fibroblastos. Localizada na região interna do ovário está a medula, 

formada por tecido conjuntivo frouxo e vasos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 13ª ed). 

O folículo ovariano é o composto de um oócito envolvido por uma ou mais 

camadas de células especializadas. Seu desenvolvimento ocorre no processo de 

foliculogênese e inclui folículos primordiais, primários, secundários e pré-ovulatórios 

(Figura 6) (SANTOS, 2011). 

A foliculogênese tem início na vida fetal e, a partir da puberdade, com os ciclos 

menstruais, uma coorte de folículos é ativada e dá continuidade ao crescimento 

folicular até a maturação, que acontece em aproximadamente 90 dias, formando um 

oócito fertilizável (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 13ª ed; SANTOS, 2011). 

Diversos hormônios e fatores de crescimento estão envolvidos na interação das 

três principais estruturas foliculares: o oócito (gameta feminino), as células da 

granulosa que protegem e fornecem suporte para o desenvolvimento oocitário e as 

células da teca que produzem precursor estrogênico, necessários para a maturação 

folicular e do oócito (EDSON, NAGARAJA e MATZUK, 2009). 

Os folículos primordiais são compostos de um oócito com um núcleo grande 

parado na primeira prófase da meiose I e células epiteliais achatadas. Durante a 

puberdade, o crescimento folicular é intensificado, os folículos primordiais são 

ativados e dão origem aos folículos primários, os quais terão células foliculares 

cubóides que envolvem os oócitos em uma camada completa. Essas células 

continuam proliferando e são chamadas de células da granulosa. Posteriormente, uma 

estrutura glicoproteica se forma ao redor do oócito, a zona pelúcida (VERDE, 

ROSSETTO e FIGUEIREDO, 2011). 

Os folículos secundários possuem inúmeras camadas de células da granulosa 

e, após repetidas divisões, observa-se o início da formação da teca folicular interna. 

As tecas são formadas a partir de células do estroma que rodeiam o folículo em duas 

camadas: teca interna e externa, que são separadas da granulosa por uma lâmina 

basal. A teca interna é vascularizada e está envolvida na produção de esteróides 

(EDSON, NAGARAJA e MATZUK, 2009). 

Os hormônios esteróides podem fornecer uma retroalimentação conforme sua 

concentração circulante na corrente sanguínea, o que induz a liberação ou bloqueio 
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do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), regulando indiretamente a atividade 

gonadal (COSTA et al., 2014). 

O GnRH é secretado pelo hipotálamo e, ao atingir a glândula hipofisária anterior 

estimula a produção das gonadotrofinas, FSH (hormônio do folículo estimulante) e LH 

(hormônio luteinizante). O FSH e o LH estimulam os ovários para o desenvolvimento 

folicular, ovulação e liberação de progesterona, androstenediona e estradiol (MIHM, 

GANGOOLY E MUTTUKRISHNA, 2011). 

Após mitoses sucessivas, o líquido folicular começa a ser produzido e se 

acumula entre as células da granulosa que se organizam e formam uma cavidade, o 

antro. Com a reorganização do folículo, o oócito continuará fixado na parede folicular 

e com um conjunto de células da granulosa ao seu redor, que servirá de apoio. Essas 

estruturas são chamadas de cumulus oophorus e corona radiata respectivamente 

(SANTOS, 2011). 

A partir da formação do antro e mudança progressiva de morfologia, os folículos 

são chamados de folículos antrais. Nesta fase, o crescimento será hormônio 

dependente e a activina aumentará a produção de FSH, que estimulará a secreção 

de estradiol pelas células da granulosa. O LH se ligará aos receptores das células da 

teca interna, ativará a conversão de colesterol em pregnenolona e, posteriormente 

pela ação da enzima 3β-hidroxidesidrogenase, em progesterona. A progesterona é 

precursora da androstenediona e difundirá para as células da granulosa para 

formação de estradiol (VEGETTI e ALAGNA, 2006). 

Um folículo antral, designado como dominante, se desenvolverá mais que os 

outros pelo aumento de receptores de LH e de resposta ao FSH, o qual seguirá com 

o maior diâmetro e alta produção de estradiol até se tornar um folículo maduro para 

ovulação – o Folículo de Graaf ou pré-ovulatório. O fator de crescimento semelhante 

à insulina (IGF-I) também aumentará o número de receptores de FSH nas células da 

granulosa e é encontrado em folículos de diferentes estágios (COSTA et al., 2014). 

O estradiol em concentrações elevadas, chega ao pico máximo próximo à 

ovulação e inibe o FSH com auxílio da inibina e folistatina. O conjunto de folículos que 

estavam em crescimento nesse momento, regride e entra no processo de atresia 

(VEGETTI, ALAGNA, 2006). Em seguida, os acentuados níveis de LH causam a 

ovulação e a formação do corpo lúteo, além de elevar a produção de progesterona e 

promover a luteinização (VEGETTI e ALAGNA, 2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 13ª 

ed).  
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Figura 6. Figura esquemática do desenvolvimento dos folículos ovarianos. Linha superior, esquema de 

desenvolvimento folicular, com seus respectivos folículos cultivados in vitro (bovino). Folículo primordial composto 

por ovócito e uma camada de células foliculares achatadas. Folículo primário com uma camada de células cúbicas 

e ovócito, enquanto o secundário a teca interna está formada e as células que rodeiam o folículo (granulosa) 

encontram-se dispostas em diversas camadas, mas sem presença de antro. No folículo terciário o ovócito está 

rodeado de células da granulosa, com formação de antro e presença de teca interna e externa. O folículo maduro 

pré-ovulatório possui todas essas estruturas e apresenta um diâmetro maior. Figura Original – Biorender. 

 

 

2.6 Cultivo folicular in vitro: uma opção para pacientes com células 

cancerígenas remanescentes 

A OTC tem sido utilizada como única opção para preservação da fertilidade em 

crianças e adolescentes com câncer. No entanto, é preciso destacar a possível 

reintrodução de células malignas por meio do enxerto, principalmente em pacientes 

com leucemia, caso em que a técnica não é recomendada (SOARES, et al., 2017; 

LEONEL, LUCCI, AMORIM, 2019). Para evitar esse risco e a incerteza da transmissão 

da doença em pacientes com leucemia ou câncer ovariano, uma opção potencial de 
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manutenção da fertilidade é o cultivo in vitro de folículos imaturos isolados do tecido 

ovariano criopreservado (ABIR et al., 2013). 

Um estudo de caso feito por ABIR et al. (2013) em uma paciente de OTC que 

sobreviveu à leucemia mielóide crônica (LMC) e decidiu reimplantar o tecido 

criopreservado mostrou que o ovário estava com células residuais malignas de LMC, 

o que excluiu a possibilidade de auto enxerto ovariano neste caso (ABIR et al., 2013). 

Em outro estudo, foram testados métodos de isolamento folicular que evitassem 

células cancerígenas remanescentes e os resultados mostraram que todos os 

folículos isolados não tinham a presença de células leucêmicas. Isso mostra a 

importância de estudos da avaliação da técnica de isolamento folicular como uma 

possibilidade para esses pacientes, visto que o método ainda não é aplicado à prática 

clínica e encontra-se em desenvolvimento (SOARES, et al., 2017). 

Além da opção de criopreservação, o cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

(Figura 7) pode ser útil para recuperar uma grande quantidade folicular, já que 

aproximadamente 99% não serão ovulados e entrarão em atresia ao longo da vida 

dos mamiferos (MARKSTRÖM et al., 2002; BIZARRO-SILVA et al., 2018). 

O cultivo in vitro de folículos consiste a priori em seu isolamento por duas 

principais técnicas: isolamento mecânico ou enzimático, seguido de cultivo com ou 

sem matriz, que utilizam o sistema tridimensional (3D) ou bidimensional (2D), 

respectivamente. Um estudo realizado por HE et al. (2020) comparou os dois sistemas 

de cultivo e concluiu que para períodos curtos não existia diferença entre os métodos, 

mas para períodos acima de 4 dias, o cultivo 3D seria melhor (HE et al., 2020). 

O melhor método para o isolamento folicular ainda não foi definido, tanto para 

humanos quanto para os mamíferos de modo geral. Um estudo realizado em modelo 

murino que comparou 4 métodos distintos: isolamento mecânico (MCH) (Figura 7), 

isolamento picado (MNC), digestão enzimática usando colagenase (COL) e digestão 

enzimática usando liberase (LIB), mostrou que tanto o método MCH quanto o MNC 

tiveram melhores resultados para o diâmetro folicular, sobrevivência, integridade do 

DNA e oócito maduro no cultivo (KIM et al., 2017).  

Durante o isolamento, as principais dificuldades incluem a detecção de folículos 

viáveis e em estágio ideal, visto que a distribuição dos folículos no córtex ovariano de 

mamíferos é heterogênea e apresenta uma variação em quantidade, o que deixa mais 

difícil a comparação do número de folículos extraídos de um fragmento para outro 

(TELFER e ZELINSK, 2013). 
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Para tentar solucionar esse problema, um protocolo utilizando vermelho neutro 

foi desenvolvido, a fim de corar folículos pré-antrais nos tecidos corticais. Alguns 

estudos em modelos animais mostraram que o corante cumpre com o objetivo 

proposto e facilita a visualização folicular (LANGBEEN et al., 2014). No entanto, no 

cultivo fresco em macacos, a produção de hormônios esteróides em folículos de 

crescimento rápido está comprometida e são necessárias pesquisas adicionais sobre 

a possível toxicidade a longo prazo (BULGARELLI et al., 2017). 

Além do processamento inicial da amostra, diferentes variáveis podem interferir 

no desenvolvimento do folículo in vitro, como a composição do meio de cultivo 

(MBEMYA et al., 2018). O meio de cultivo é composto pelo fornecimento de nutrientes, 

eletrólitos, antioxidantes, aminoácidos, substratos energéticos, vitaminas e fatores de 

crescimento, pois todas essas substâncias adicionadas são essenciais para promover 

a viabilidade folicular e contribuem para as necessidades fisiológicas das células 

(PICTON et al., 2018). Rossetto e colaboradores (2012) testaram diferentes tipos de 

meio base e seus resultados mostraram que o α-MEM e TCM199 eram mais 

adequados por manterem a funcionalidade folicular (ROSSETO et al., 2012). 

Wright e colaboradores (1999) avaliaram a adição de suplementos em meios 

base para o desenvolvimento in vitro de folículos humanos. O uso de α-MEM 

promoveu aumento na iniciação e no crescimento dos folículos no início da cultura. 

Esse meio suplementado com FSH diminuiu a atresia e aumentou o diâmetro médio 

dos folículos. A albumina sérica humana e o ITS (insulina, transferrina, selenito de 

sódio) quando adicionados ao meio, gerou folículos maiores e mais desenvolvidos 

(WRIGHT et al., 1999). Xiao et al. (2015) mostraram a maturação meiótica do oócito 

humano a partir do crescimento de folículos in vitro, empregando um protocolo 

atualizado e semelhante ao utilizado por Wright et al. (1999). Até o momento, o 

desenvolvimento de folículos ovarianos in vitro busca alcançar um bom equilíbrio entre 

todos os componentes do meio de cultura, para obter concentrações corretas e a 

interação que deve existir entre os componentes do meio.  
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Figura 7. Figura da esquerda representa o isolamento folicular pelo método mecânico com agulhas e a da direita, 

seu respectivo cultivo 3D em matriz de alginato, ilustrando um folículo isolado em desenvolvimento. Figura Original. 

 

 

2.7 O uso de crioprotetores 

O fundamento da criopreservação é interromper o relógio biológico por tempo 

ilimitado em temperaturas abaixo de zero com o mínimo de lesão tecidual. Durante o 

congelamento é cessada qualquer atividade celular por diminuir a frequência das 

colisões entre as partículas, o que evita a degradação a nível molecular. Entretanto, a 

queda de temperatura em uma célula ou tecido pode gerar alguns problemas como a 

formação de cristais de gelo e o desequilíbrio no fluxo de fluidos (LIEBENTHRON e 

MONTAG, 2020). 

O principal componente da célula é a água, variando de 60 a 85% do seu 

volume total. Ao decorrer de um resfriamento, fragmentos de gelo são originados e 

estes podem perfurar membranas, organelas e romper vasos. Então, a densidade 

começa a sofrer variações, o que faz com que as moléculas se organizem iniciando a 

formação de cristais de gelo, denominado de nucleação. A nucleação é instável e 

pode se desfazer rapidamente, mas com a diminuição constante da temperatura os 

cristais de gelo aumentam de tamanho e quantidade, o que resulta em congelamento 

seguido de injúria a morte celular (MORRIS e ACTON, 2013; LIEBENTHRON e 

MONTAG, 2020). 

Outro dano produzido por efeito indireto do congelamento é o desequilíbrio no 

fluxo de fluidos. Quando o gelo é formado, os solutos presentes tendem a ser 
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excluídos da estrutura sólida e conservam-se em uma solução altamente concentrada 

não congelada. O excesso de solutos (sais, metabólitos, proteínas) externos à célula 

causa o efluxo da água intracelular para contrabalancear a pressão osmótica, assim 

não só a ultraestrutura é prejudicada por desidratação, mas também as interações 

iônicas, a estabilidade enzimática e a homeostasia celular (WOLF e BRYANT, 1999).  

Existem substâncias que podem ser utilizadas como crioprotetores (ACPs) 

durante o congelamento de células e tecidos, que evitam a formação de cristais de 

gelo e reduzem a incidência dos efeitos adjuntos aos danos por desidratação. Com a 

sua descoberta, as técnicas de congelamento puderam ser aprimoradas, contribuindo 

não apenas para a área biológica, mas também para a indústria (HERRAIZ, DIAZ-

GARCIA e PELLICER, 2016). Na indústria química os crioprotetores são utilizados 

para procedimentos industriais, em aditivos de automóveis para reduzir o ponto de 

congelamento e aumentar o ponto de ebulição em sistemas fechados de refrigeração. 

Na indústria alimentícia, como em cervejarias, podem ser usados para agilizar o 

resfriamento no processo de produção de cerveja (MAKISHI et al., 2020). 

Na criobiologia, os ACPs são amplamente utilizados em protocolos de 

vitrificação e são indispensáveis para o sucesso da técnica. Eles podem ser 

classificados como extracelulares/ não permeáveis ou intracelulares/permeáveis 

(Quadro 1). A eficácia pode variar de acordo com o tipo de material biológico, tempo 

de exposição, concentração, combinação e protocolo utilizado. Contudo, a técnica 

exige concentrações relativamente altas que podem gerar metabólitos tóxicos para as 

células, seguido de injúria celular (CASTRO et al., 2011; BEST, 2015; MULLEN e 

FAHY, 2011). 

Os ACPs intracelulares são solventes orgânicos penetrantes de baixo peso 

molecular. Aproximadamente 100 compostos já foram identificados e muitas 

combinações avaliadas em soluções de vitrificação para células, tecidos e órgãos 

reprodutivos, mas apenas alguns selecionados para criobiologia. Os agentes 

permeáveis geralmente utilizados são dimetil sulfóxido (DMSO), propilenoglicol 

(PROH), etilenoglicol (EG) e glicerol (GLI) (WOWK, 2007; EL CURY-SILVA et al., 

2021). 

Os mecanismos pelos quais esses ACPs permeáveis protegem as células e 

tecidos vivos se iniciam pela substituição parcial de água dentro da célula com 

aumento da viscosidade que reduz o ponto de solidificação. Eles evitam a formação 

de cristais de gelo quando se intercalam entre os arranjos de moléculas de água no 
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congelamento. Assim, a água ficará disponível e não haverá a superconcentração 

relativa de solutos que resultaria em alterações osmóticas seguido de desidratação 

celular brusca (HERRAIZ, DIAZ-GARCIA, PELLICER, 2016). 

Os ACPs extracelulares não permeiam a célula, são moléculas de cadeia longa 

solúveis em água que aumentam a osmolaridade da solução, e geralmente são 

combinados com os ACPs intracelulares durante a criopreservação. A ação dos 

agentes não penetrantes também reduz a formação de cristais de gelo e controla a 

desidratação para a proteção celular. A viscosidade da solução é mantida, o que 

impede a formação de gelo extracelular e aumenta a pressão osmótica externa de 

forma a moderar a saída de água do interior da célula (MCGANN, 1978; MATSUMURA 

et al., 2021). Os ACPs não permeáveis utilizados em tecido ovariano humano com 

mais frequência são dissacarídeos como sacarose e trealose e alguns polímeros 

sintéticos como polivinilpirrolidona (PVP), álcool polivinílico, Ficoll (EL CURY-SILVA et 

al., 2021). Estudos mostraram menor toxicidade ao combinar ACPs. Ao usar apenas 

um, avaliado como menos tóxico, foi necessário utilizar altas concentrações para 

alcançar a vitrificação, o que levou a efeitos tóxicos específicos (FAHY et al., 2004; 

ALMANSOORI et al., 2012). 

A toxicidade de um ACP pode ser específica, de acordo com cada tecido e 

agente protetor, ou inespecífica, nesse caso, a toxicidade dos crioprotetores seria 

inerente ao contato com as células, dependendo apenas da força de ligações de 

hidrogênio entre as moléculas de água e os grupos polares do ACP durante a 

formação de gelo (FAHY, 1986). 

A toxicidade específica de alguns crioprotetores está ligada a determinadas 

células e tecidos ou a temperaturas mais elevadas. O EG durante sua metabolização 

no fígado pode gerar metabólitos que resultam em acidose metabólica, precipitação 

de oxalato de cálcio em vários tecidos, irritação gastrointestinal e edema pulmonar 

(BEST, 2015). Chang et al. (2011) testaram diferentes tempos de exposição do tecido 

ovariano humano ao EG e encontraram danos na morfologia e no DNA dos folículos 

preservados no menor e maior tempo (5 min e 20 min), enquanto a exposição de 10 

minutos obteve folículos viáveis.  

O propilenoglicol é empregado na indústria alimentícia como emulsificante e 

umidificante (ADICEL, 2021). Esse agente é utilizado com segurança e parece não ter 

efeitos tóxicos para o organismo. Embora sua aplicação em técnicas de vitrificação de 

tecido ovariano humano possa apresentar toxicidade, o propilenoglicol promoveu boa 
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preservação tecidual quando combinado a outros ACPs, como o EG na concentração 

de 1,5M (SANFILIPPO et al., 2015).  

O glicerol foi um dos primeiros crioprotetores a ser utilizados para a 

conservação de tecidos biológicos, no entanto ele pode induzir lesão renal em 

modelos murinos e danos na motilidade de espermatozóides humanos, quando 

empregado em elevadas concentrações. Em tecido ovariano de macaco, o glicerol 

manteve a viabilidade tecidual e folicular (KORRAPATI, SHANER, SCHNELLMANN, 

2012; TING et al., 2013; ROBINSON, 2018).  

O DMSO é um dos crioprotetores mais utilizados, mas parece causar prejuízos 

em baixas e altas concentrações. O DMSO mostrou diminuir a firmeza e aumentar a 

fluidez das membranas celulares. Um estudo em tecido ovariano humano mostrou que 

o DMSO não preservou a estrutura e a viabilidade do tecido em uma concentração de 

50%, empregada sem combinações na solução de congelamento (LEONEL et al., 

2019; BEST, 2015). 

Quanto à toxicidade inespecífica, os agentes crioprotetores podem ser 

avaliados pela força média da ligação de hidrogênio entre os seus grupos polares e 

as moléculas de água em uma solução. Um ACP com alta afinidade por essa ligação 

precisará de uma menor concentração e terá um maior poder de vitrificação. Contudo, 

o poder de vitrificação é indiretamente proporcional à viabilidade, pois quanto mais 

potente é o crioprotetor, mais tóxico ele poderá ser para as células, por indisponibilizar 

moléculas de água para hidratação de macromoléculas. Logo, é sugerido o uso de 

combinações dos agentes de menor a médio potencial de vitrificação, assim a 

toxicidade seria reduzida e o processo de transição vítreo efetivo (FAHY et al., 2004; 

BEST, 2015). 
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CRIOPROTETORES 

Permeáveis  
 

Baixo peso molecular – atravessam a 
membrana lentamente. 

Não permeáveis 
 

Macromoléculas – NÃO atravessam a membrana, 
desidratação controlada. 

Glicerol Açúcares (sacarose, trealose, rafinose) 

Etilenoglicol Ficoll 

Propilenoglicol Polímeros sintéticos  

DMSO (dimetilsulfóxido)    - 

Quadro 1. Tipos de Crioprotetores. Quadro Original. 

 

 

2.8 O uso de polímeros sintéticos anticongelantes 

As proteínas anticongelantes (AFPs) são macromoléculas encontradas em 

algumas espécies que se adaptaram para suportar invernos rigorosos, como peixes 

que sobrevivem ao congelamento e descongelamento ou plantas que são tolerantes 

ao frio. Os mecanismos exatos de cada uma ainda são investigados e podem variar 

de acordo com cada tipo, mas essas macromoléculas têm em comum a capacidade 

de inibir a recristalização do gelo, formar cristais de gelo em morfologias incomuns e 

diminuir o ponto de congelamento de uma maneira não coligativa (MØBJERG et al., 

2011; VOETS, 2017). 

O controle sobre a formação de gelo pode impactar tanto o setor industrial 

quanto social. A partir dessas características peculiares, as proteínas anticongelantes 

entraram em diversos ramos da indústria como na produção de sorvetes para melhora 

da consistência e estão sendo inseridas na criopreservação. Contudo, a origem 

desses materiais pode ser onerosa e eles nem sempre são adequados para 

criopreservação, devido ao potencial de imunogenicidade e toxicidade. Como 

substituição, polímeros sintéticos foram desenvolvidos (BIGGS et al., 2017). 

Os polímeros sintéticos são repetições monoméricas, com estruturas variadas, 

produzidos para mimetizar as propriedades funcionais de proteínas anticongelantes. 
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Os resultados são promissores em diversas áreas, tais como o armazenamento de 

células ou tecidos a baixa temperatura, suspensões de gelo para sistemas de 

refrigeração e armazenamento de alimentos (BANG et al., 2013).  

O uso de pequenas concentrações de polímeros sintéticos anticongelantes 

combinados a soluções de vitrificação parece melhorar a criopreservação, através do 

bloqueio do gelo pela inibição da nucleação heterogênea, além de também reduzir as 

concentrações de crioprotetores permeáveis necessários para o processo (WOWK et 

al., 2000).  

O primeiro polímero descrito na literatura e ainda utilizado até o momento foi o PVA - 

álcool polivinílico [CH2CH(OH)]n. Outros exemplos de polímeros sintéticos são: 

polivinilpirrolidona – PVP K12 (C6H9NO)n e poliglicerol - (C3H5O2)n (C18H32O2)m 

(WOWK et al., 2000; BIGGS et al., 2017). O PVA é hidrossolúvel, usado na fabricação 

de papel, para colagem de preparo têxtil e como emulsificante. O PVA pode ser usado 

também em aplicações biológicas por ser de baixa toxicidade, como em produtos de 

higiene, colírios e lentes de contato (GAFFAR, HUNTER, MIRAJKAR, 2002; 

DEBOTTON e DAHAN, 2017; ALHALAFI, 2017). O PVP K12 é solúvel em água, 

utilizado em produções de cerâmicas, fibras de vidro, vidros, peças para eletrônicos e 

tecidos (Instruções de produtos, ASHLAND, 2021). O poliglicerol é hidrofílico e 

biocompatível, pode ser utilizado como emulsificante na indústria de chocolate e 

possui propriedades para a fixação e sobrevivência das células no cultivo em 3D 

(WILSON, SCHIE e HOWES, 1998; PUBCHEM, 2021). Na indústria farmacêutica 

esses polímeros podem ser usados como veículos inertes de drogas, em 

comprimidos, líquidos e adesivos transdérmicos (DEBOTTON e DAHAN, 2017).  

Com relação à vitrificação, em um estudo realizado por Wowk e colaboradores 

(2000), o álcool polivinílico (PVA) foi testado e permitiu reduzir as concentrações de 

glicerol e DMSO utilizadas, como também inibiu a desvitrificação em soluções de 

etilenoglicol. Os dados encontrados por Deller et al. (2014) corroboram o estudo de 

Wowk, demonstrando que a criopreservação de eritrócitos apresentou uma boa 

biocompatibilidade quando utilizadas baixas concentrações (1 mg ml−1) de PVA 

combinado, o que tornou possível recuperar eritrócitos viáveis.  

O uso do PVP na vitrificação de tecidos ovarianos caninos preservou a sobrevivência 

e a capacidade de desenvolvimento dos folículos primordiais quando adicionado ao 

DMSO (FUJIHARA, KANEKO e INOUE-MURAYAMA, 2019). Além disso, o uso de 
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PVA e poliglicerol acrescentados ao DMSO+EG durante a vitrificação de embriões de 

coelho permitiu a obtenção de descendentes vivos (MARCO-JIMENEZ et al., 2014). 

Em bovinos, os polímeros PVA, poliglicerol e PVP K-12 foram testados 

separadamente e comparados para a vitrificação de tecido ovariano juntamente com 

DMSO, EG e sacarose. A taxa de folículos morfologicamente normais foi maior nas 

amostras de PVA, embora a viabilidade e a função estivessem prejudicadas quando 

comparadas às amostras de PVP K-12. O poliglicerol mostrou-se ineficaz, o tecido 

apresentou baixa porcentagem de folículos normais e viabilidade. Os autores 

sugeriram que tecido ovariano bovino usando polímeros sintéticos pode ser 

preservado. No entanto, mais análises para confirmar a funcionalidade do uso de 

polímeros sintéticos na vitrificação de tecido ovariano bovino são necessárias 

(SHAHSAVARI et al., 2020). 

Baseado em alguns estudos que obtiveram melhora dos resultados da 

criopreservação, quando combinaram polímeros na solução de vitrificação, Ting e 

colaboradores (2012) testaram a mistura de três polímeros sintéticos (PVA, PVP K-

12, poliglicerol) junto ao glicerol+EG na vitrificação de tecido ovariano de macacos e 

encontraram folículos pré-antrais preservados quanto a morfologia e funcionalidade. 

Os autores destacam a importância da replicação deste estudo, principalmente em 

humanos, dada a relevância do trabalho (TING et al., 2012). 

 

2.9 Modelo bovino para criopreservação  

O modelo animal permite fornecer uma base hipotética para futuras pesquisas 

em humanos. Existe um crescente interesse no uso de modelos bovinos para estudos 

aprofundados sobre técnicas de preservação da fertilidade (BAERWALD, 2009; 

ROVANI et al., 2017). O modelo bovino possibilita a aquisição de experiência, 

treinamento e novos protocolos experimentais, para posterior aplicação humana, 

devido à semelhança fisiológica entre humanos e bovinos, como a duração da 

foliculogênese e ovulação única, bem como conteúdo lipídico de oócitos e 

metabolismo do embrião (LANGBEEN et al., 2015). Além disso, trabalhar com 

modelos in vitro de bovinos é viável pelo fácil acesso ao abatedouro para aquisição 

de ovários e protocolos bem estabelecidos para técnicas de reprodução, o que a 

garante a disponibilidade irrestrita de espécimes de estudo (LANGBEEN et al., 2015). 
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Assim como a espécie humana, bovinos possuem ovários em pares, com 

formato de amêndoas, sua superfície é revestida por epitélio pavimentoso ou cúbico 

simples, os folículos estão predominantemente no córtex e a região mais interna é 

chamada de medula, composta por tecido conjuntivo frouxo e vasos. Em bovinos, os 

ovários medem aproximadamente de 1,5 a 5 cm de comprimento, de 1,5 a 2,0 cm de 

largura e 1 a 3 cm de espessura (Figura 8) (SOARES e JUNQUEIRA, 2007). Os 

ovários humanos possuem medidas similares, com aproximadamente 3 cm de 

comprimento, 1,5 cm de largura e 1 cm de espessura (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 

13ª ed).  

Assim como as mulheres têm um ciclo menstrual, os bovinos têm o ciclo estral 

com duração de 21 dias que acontece ao longo de todo o ano, dividido em proestro, 

estro, metaestro e diestro. O início do ciclo reprodutivo em bovinos é marcado pelo 

estro, já que a menstruação não acontece. A ovulação ocorre próximo ao dia 11 de 

21 dias do ciclo estral, enquanto no ciclo menstrual humano ela acontece próximo ao 

dia 14 de 28 dias. A fase folicular em bovinos é mais curta, ocupando ~1/5 do ciclo, já 

nas mulheres metade do ciclo é tomado pela fase folicular (GASPERIN, SALES e 

VASCONCELOS, 2021; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 13ª ed). 

O período da transição de folículos primordiais até a pré-ovulação é parecido 

entre as espécies humana e bovina, podendo durar aproximadamente 175 dias. 

Ambos são monovulares, com existência de folículos dominantes e subdominantes, 

porém a taxa de crescimento desses folículos é maior em bovinos, com 2,7 mm, 

enquanto em humanos é de 1,2 mm. O tamanho do folículo ovulatório humano é de 

~20 mm e o bovino é ~16 mm (SANTOS, 2011; SANTOS et al., 2012). 

As concentrações de estradiol circulante aumentam com crescimento contínuo 

do folículo dominante e o pico acontece um dia antes do pico de LH em mulheres e 

no mesmo dia do pico de LH em vacas. Em bovinos, a ovulação ocorre geralmente de 

12 a 16 horas após o término do cio (SANTOS, 2011; GASPERIN, SALES e 

VASCONCELOS, 2021). 

Em bovinos, desde a década de 1990 (PAYNTER et al., 1999), é possível 

congelar fragmentos de tecido ovariano preservando um percentual razoável de 

folículos morfologicamente normais. Em concordância com esses resultados, estudos 

mais recentes demonstraram também um alto percentual de folículos viáveis, 

semelhante ao controle fresco, após a criopreservação de tecido ovariano bovino 

(LUCCI et al., 2004; CELESTINO et al., 2008). Em um trabalho realizado por Gandolfi 



45 

 

e colaboradores (2006) em que se avaliou a eficiência da vitrificação para a 

comparação da criopreservação de tecido ovariano humano, suíno e bovino, a fim de 

determinar o melhor modelo experimental para o futuro desenvolvimento de novos 

protocolos, os autores mostraram que os folículos pré-antrais bovinos apresentaram 

comportamento similar aos folículos humanos, quando expostos a diferentes 

crioprotetores, sendo portanto um bom modelo translacional. Em outro trabalho 

preliminar realizado por Isachenko e colaboradores (2002), observou-se que a 

criopreservação de tecido ovariano bovino por vitrificação juntamente com a curta 

exposição a Supercool X-1000 (PVA) proporcionava uma melhor qualidade do tecido 

após descongelamento, por evitar danos pela formação de cristais de gelo. Os 

autores, ainda, destacaram a importância de trabalhos futuros destinados ao 

desenvolvimento deste tipo de protocolo (ISACHENKO et al., 2003). 

 

 

Figura 8. Figura ilustrativa e útero fresco com par de ovários bovino. Figura Original – Bio Render.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a aplicabilidade de polímeros sintéticos na vitrificação de tecido ovariano 

bovino. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar a histomorfologia dos fragmentos de tecido ovariano após a vitrificação 

com e sem o uso de polímeros sintéticos; 

2. Avaliar a sobrevida folicular in vitro, em cultivo 3D na matriz de alginato após o 

isolamento mecânico de folículos em fragmentos de tecido ovariano vitrificados 

com e sem o uso de polímeros sintéticos. 

3. Avaliar a formação de antro folicular in vitro, em cultivo 3D na matriz de alginato 

após o isolamento mecânico de folículos em fragmentos de tecido ovariano 

vitrificados com e sem o uso de polímeros sintéticos. 

4. Avaliar a produção hormonal folicular in vitro no meio de cultivo 3D na matriz 

de alginato após vitrificação com e sem o uso de polímeros sintéticos. 
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4. MÉTODOS 

 

4.1 Animais e coleta de ovários 

O presente trabalho é um estudo experimental com o uso de ovários de bovinos 

abatidos em frigorífico para consumo humano, dispensado de aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais 

(CEUA-UFMG). “A CEUA esclarece que a coleta de tecido post mortem não requer 

submissão de protocolo, conforme informação do CONCEA (Anexo da Carta Consulta 

007/2017 da plenária da 36ª Reunião do CONCEA). Para todos os questionamentos 

que envolvem peças de abatedouro, dentes, entre outros, sem manipulação de animal 

vivo, a resposta é: Não há necessidade de obter a autorização da CEUA para os 

procedimentos listados” (anexo I). 

Todos os reagentes utilizados são da Sigma-Aldrich, salvo polímeros sintéticos 

cuja marca está especificada no item Vitrificação e aquecimento. 

Os ovários (n = 10) (Figura 9) foram coletados de dez vacas adultas mestiças 

em um abatedouro local por funcionária treinada (anexo II). 

Imediatamente após o abate os ovários eram retirados, imersos em uma solução de 

transporte (meio essencial mínimo (α-MEM) suplementado 100 µg/ml de penicilina, 

100 µg/ml de estreptomicina e 29 µg/ml de ácido ascórbico), armazenados em um 

recipiente plástico e transportados à temperatura de 15 a 20 °C em uma caixa de 

isopor no prazo de 1h (WANG, et al., 2011; SHAHSAVARI, 2020).            

No laboratório, a gordura e resto de tecido adjacente foram retirados, o ovário 

foi cortado por bisturi em secção frontal e o córtex separado da medula por um 

cortador de tecido em espessura de aproximadamente 1 milímetro (Figura 10) 

(Thomas Scientific Cortador de Tecido / Lâminas). A medula foi descartada, o córtex 

manipulado em um meio padrão de manipulação a 37°C (constituído de α-MEM 

suplementado com 15% de soro fetal bovino, 29 ug/ml de ácido ascórbico e 100 µg/ml 

penicilina G + estreptomicina, aquecido a 37 ° C) e cortado em 30 fragmentos de ~ 3 

x 3 mm (Figura 11). Para cada animal, 10 fragmentos foram usados como controle 

fresco, 10 fragmentos foram usados para o grupo vitrificado com o uso de polímeros 

sintéticos e 10 para o grupo vitrificado sem o uso de polímeros sintéticos (Figura 12). 

O controle fresco e os grupos vitrificados foram destinados para análise histológica e 

isolamento folicular.  
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Figura 9. Quadro esquemático dos métodos. Figura original – Bio Render. 

 

 

 

 

Figura 10. Processamento de tecido ovariano bovino. 1- Retirada de ligamentos do ovário. 2- Corte frontal dos 

ovários. 3- Preparo do semi-ovário no cortador de tecidos. Figuras Originais - Bio Render. 
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Figura 11. Processamento de tecido ovariano bovino. 4- Manejo e corte da fina camada do córtex ovariano. 5 e 6- 

Preparo de tiras e fragmentos de córtex. Figuras Originais. 

 

 

Figura 12. Processamento de tecido ovariano bovino. 7- Vitrificação em soluções com crioprotetores. 8- Vitrificação 

em sistema aberto, folha de alumínio. 9- Armazenamento em nitrogênio líquido. Figuras Originais - Bio Render. 
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4.2 Vitrificação e Aquecimento  

As soluções de vitrificação foram preparadas com 24-48 horas de antecedência. 

Para o processo de vitrificação, os fragmentos foram sequencialmente imersos em 

soluções de equilíbrio (Meio suplementado sem crioprotetores, ES, VS1 e VS2) e por 

último na solução final de vitrificação (VS3 e VS3 CP) contendo:  

1- Meio suplementado sem crioprotetores – 5 minutos;  

2-  ES – 5 % de glicerol (p/v) – 5 minutos; 

2- VS1 - ¼ da solução de vitrificação VS3 - 5 minutos; 

3- VS2 - ½ da solução de vitrificação VS3 - 5 minutos; 

4- Grupo sem polímeros: VS3 - 25% de glicerol (p/v), 25% de Etilenoglicol (p/v) - 

1 minuto; 

5- Grupo com polímeros: VS3 CP – 25% de glicerol (p/v), 25% de Etilenoglicol 

(p/v), e polímeros sintéticos (0,2% PVP K-12, 0,2% SuperCool X-1000 ™ e 0,4% 

SuperCool Z-1000 ™; 21st Century Medicine, Fontana, CA, EUA) - 1 minuto. 

 

Todas as soluções de congelamento e descongelamento foram feitas com o meio 

essencial mínimo (α-MEM) suplementado com 15% de soro fetal bovino e 29 μg/ml de 

ácido ascórbico. 

As vitrificações aconteceram sob homogeneização constante à temperatura de 37°C, 

segundo protocolo descrito anteriormente (TING et al. 2012 e 2013). 

Após a imersão na última solução, os fragmentos foram colocados individualmente 

em uma tira de alumínio (8 x 4 mm²), mergulhados em nitrogênio líquido (N2), 

transferidos para criotubos identificados e armazenados em N2 até o 

descongelamento (Figura 12). 

Para o aquecimento, os criotubos foram removidos do N2, mantidos por 1 minuto à 

temperatura ambiente e por 30 segundos a 40°C no banho-maria. Os fragmentos 

descongelados foram colocados em meios suplementados com sacarose em diluições 

decrescentes e sequenciais de 1M; 0,75M; 0,5M; 0,25M; 0,125M por 5 minutos cada 

(TING et al. 2012 e 2013). Em seguida, foram transferidos para meio α-MEM 

suplementado com 3% de soro fetal bovino e 29 μg/ml de ácido ascórbico 2 vezes por 

10 minutos a 37ºC, e incubados por 2 horas na estufa a 37ºC com 5% de CO2 antes 

de fixar o material (Figura 13).   
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Figura 13. Esquema do aquecimento pós vitrificação do tecido ovariano bovino. Figuras Originais – Bio Render. 

 

4.3 Histologia  

Os fragmentos (n= 5 /grupo) de tecido fresco e descongelados foram fixados em 

paraformaldeído a 4% em tampão fosfato a 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4 °C overnight. 

Retirados do fixador, foram transferidos para tampão fosfato a 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4 

°C. Para incluir em paraplast (Merk), os tecidos ovarianos foram desidratados em uma 

série gradual de álcoois (70%, 80%, 95%, absoluto - 2 vezes, xilol – 2 vezes) e então 

inseridos no paraplast (58°C) por 3 banhos de 25 minutos. O material incluído foi 

seccionado em fragmentos de 5 μm de espessura, os quais foram posteriormente 

corados com hematoxilina e eosina (H & E) e avaliados em um microscópio óptico 

(Nikon) com aumento de 40x, tendo os folículos identificados e contados em um a 

cada 10 cortes histológicos seriados.  

Os estágios de desenvolvimento dos folículos foram definidos como (SHAHSAVARI 

et al., 2020):  

- Primordial: uma camada de células granulosas achatadas ou achatadas com 

algumas cuboidais ao redor do oócito e sem antro.  
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- Primários: uma camada de células granulosas cuboidais ao redor do oócito e sem 

antro. 

- Secundários: duas ou mais camada de células granulosas cuboidais ao redor do 

oócito e sem antro. 

Os folículos foram considerados morfologicamente normais se apresentavam com 

oócitos e células da granulosa intactos, ou degenerados/atrésicos se exibissem um 

núcleo de oócito picnótico ou ooplasma encolhido, sem ou com células da granulosa 

desorganizadas. Os folículos foram analisados apenas nas seções em que foi 

observado o oócito com núcleo, para evitar repetição na contagem (SHAHSAVARI et 

al., 2020).  

 

4.4 Isolamento e encapsulamento folicular 

Após o descongelamento, o tecido criopreservado foi mantido a 37°C, 20% O2 e 5% 

CO2 até o início do isolamento de cada fragmento. 

Fragmentos (n= 5/ grupo) de tecido a fresco e descongelados foram usados para 

isolamento e cultivo de folículos.  

Para o isolamento folicular, os fragmentos continuaram imersos em meio padrão de 

manipulação. Os folículos foram mecanicamente isolados com o uso de agulhas (25 

x 8mm e 13×4,5mm) e estereomicroscópio (MICRONAL). Folículos de diâmetros entre 

120-195 mm que apresentassem membrana basal intacta foram selecionados, 

transferidos individualmente para gotículas de 5 µL 0.25% (p/v) de alginato de sódio 

estéril e solução tamponada PBS (Tampão fosfato-salino). As gotas contendo cada 

folículo foram submersas cuidadosamente em uma solução “cross-linking” (50 mM 

CaCl2, 140 Mm NaCl e PBS), durante aproximadamente 60 segundos. Os folículos 

encapsulados em matriz de alginato foram então transferidos para placa de cultivo 

(Figura 14).   
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Figura 14. Figuras representativas do isolamento mecânico seguido de cultivo folicular 3D em matriz de alginato. 

Figuras Originais. 

 

4.5 Cultivo folicular 3D em matriz de alginato 

Para o início do cultivo folicular 3D em matriz de alginato, o meio de cultivo foi 

preparado com um dia de antecedência e equilibrado a 37°C e 5% CO2 (Figura 15).   

No dia do isolamento folicular, a placa de cultivo (48 poços – KASVI) foi previamente 

organizada em ambiente estéril. 300 µL do meio de cultivo foram adicionados em cada 

um de 12 poços centrais, onde o folículo encapsulado em alginato seria cultivado 

individualmente, e os poços restantes foram preenchidos com a mesma quantidade 

de água de injeção para evitar a rápida evaporação do meio durante o cultivo. A placa 

foi identificada e marcada quanto à localização dos folículos (Figura 15).   

Composição do meio de cultivo (Solução estéril - filtrada no filtro de 0,22µm): 

- Meio αMEM  

- 60 µL/ml de SSS; 

- 44 mUI/ml Hormônio Folículo Estimulante (FSH); 

- 0,5 mg/ml de fetuína bovina (proteína do plasma fetal); 

- 29 µg/ml de fosfato de ácido ascórbico; 

- 5 µg/ml de transferrina; 

- 0,5 µg/ml de insulina bovina; 

- 5 ng/ml de selenito de sódio; 

- 100 µg/ml penicilina G + estreptomicina (cada).  
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O cultivo dos folículos foi acompanhado por 15 dias a 37°C e 5% CO2. Fotografias 

foram feitas no dia 1 (D1), dia 7 (D7) e dia 15 (D15) através do microscópio invertido 

(NIKON). 

O meio de cultivo foi trocado parcialmente (50%) a cada dois dias, e semanalmente 

essas amostras foram coletadas e congeladas para análise dos hormônios ovarianos 

estradiol e progesterona.  

 

 

Figura 15. Figuras representativas do meio de cultivo e dos folículos cultivados 3D em matriz de alginato. 

 

 

 

4.6 Sobrevida folicular, crescimento e formação de antro 

A sobrevida folicular, o diâmetro e a formação de antro foram avaliados por 

meio de um microscópio invertido acoplado a uma câmera digital (NIKON) e as 

fotografias semanais foram analisadas no software de imagem ImageJ 1.44 p.  

Para avaliar o crescimento, os folículos foram medidos a partir da camada 

externa de células, através da média de duas medidas perpendiculares entre si. A 

média destes valores foi considerada o diâmetro do folículo.  
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Os folículos classificados como degenerados apresentavam uma ou mais 

características como: 

1- oócito fora da parede folicular ou sem células da granulosa; 

2- fragmentado; 

3- diâmetro diminuído; 

4- escurecimento total do folículo durante o cultivo. 

A formação de antro foi avaliada através do acompanhamento da cultura, com a 

formação de uma cavidade clara no interior folicular (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Folículos bovinos isolados mecanicamente e cultivados 3D em matriz de alginato. Os folículos 1,2 e 3 

estão vivos, mas o 3 não formou antro. Folículos 4, 5 e 6 estão mortos e não possuem antro. 

 

 

 

4.7 Dosagem de estradiol (E2) e progesterona (P4) do cultivo in vitro 

Amostras de meio de cultivo foram coletadas nos dias 7 e 15, durante o período 

de cultivo, e congeladas. Posteriormente, foram analisadas para a determinação das 

concentrações de estradiol (E2) e progesterona (P4). 

As dosagens foram feitas pelo método de imunoensaio automatizado (Beckman 

Coulter). O ensaio imunoenzimático é expresso por quimioluminescência de ligação 

competitiva.  
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Depois da calibração do equipamento, as amostras foram organizadas e 

adicionadas em cubetas. O equipamento pipeta as amostras e as adiciona a um 

recipiente de reação contendo partículas paramagnéticas revestidas com anticorpos 

de cabra antiprogesterona ou anticorpos de coelho antiestradiol e uma solução 

proteica TRIS tamponada.  As amostras são incubadas e após esse período o 

conjugado estradiol ou progesterona - fosfatase alcalina é adicionado à reação e mais 

um período de incubação é realizado. O hormônio da amostra compete com o 

hormônio conjugado pelos sítios de ligação limitados. Os complexos antígeno-

anticorpo formados ligam-se ao anticorpo de captura nas partículas paramagnéticas 

e são retidos em um campo magnético, enquanto os não ligados são removidos por 

lavagem. Em seguida, o substrato quimioluminescente (Dioxetano fosfato) é 

adicionado ao recipiente, a luz gerada pela reação química é medida com um 

luminômetro e transformada em Unidade Relativa de Luz (RLU). A intensidade de luz 

é inversamente proporcional à concentração de hormônio na amostra. A leitura da 

amostra é múltipla e a média liberada automaticamente pelo equipamento. O meio de 

cultivo puro sem cultivo foi considerado o padrão branco da reação (CARDOSO, 

2018). O meio de cultura foi usado como branco para corrigir os valores encontrados. 

 

4.8 Análise de dados e estatística 

Na análise do número de folículos pré-antrais nas seções de H&E, os dados 

dos vários cortes histológicos de cada animal foram combinados de forma a obter uma 

única contagem folicular por animal. Os dados foram apresentados como 

porcentagem de folículos pré-antrais normais em relação ao número total de folículos 

de cada grupo. Para o cultivo 3D, as taxas de sobrevida e formação de antro foram 

analisadas por qui-quadrado. Para a análise de crescimento folicular (diâmetro 

semanal) e produção hormonal entre cada grupo, quando apresentado distribuição 

normal, os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) e os 

diferentes grupos de tratamento foram comparados usando análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida de testes de comparações múltiplas (Tukey’s). Se não 

apresentaram distribuição normal, os grupos foram comparados pela ANOVA de 

Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Em comparações dentro do mesmo grupo 

para os acompanhamentos hormonais de D7 e D15 será utilizado teste T pareado ou 

Wilcoxon, os valores foram expressos em média/mediana ± erro padrão. As diferenças 

foram consideradas significativas quando p ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Morfologia do tecido e folículos ovarianos 

O estroma foi avaliado qualitativamente quanto a seu aspecto. Nos tecidos 

frescos, apresentava-se em morfologia densa e compacta. No entanto, nos grupos 

vitrificados, foram observadas zonas com sinais de injúria, com espaços vazios e 

menos densos (Figura 17). 

Para análise morfológica, foram contados e classificados 3235 folículos pré-

antrais (Figura 18). Os grupos que passaram pela vitrificação tinham uma menor 

porcentagem de folículos normais quando comparados ao tecido fresco (Fresco x CP 

p<0,0001; Fresco x SP p=0,0004). Contudo, não foi observada diferença entre os 

grupos vitrificados com e sem polímeros (CP x SP p = 0,7173) (Tabela 1). 

Para todos os grupos avaliados existiam folículos com anormalidades 

morfológicas, como desorganização das células da granulosa, oócito com citoplasma 

encolhido ou folículos rompidos. 

A fim de comparar se houve uma maior prevalência de anormalidade 

morfológica em um dos estágios foliculares pré-antrais após a criopreservação, os 

folículos foram classificados durante a contagem em primordiais, primários e 

secundários. Os grupo com e sem adição de polímeros apresentaram uma menor 

porcentagem de folículos com aspecto morfológico normal em todos os estágios 

avaliados em relação ao grupo fresco (CP: Primordial p= 0,0036; Primário p= 0,048; 

Secundário p= 0,0385 / SP: Primordial p= 0,0157; Primário p= 0,0211; Secundário p= 

0,0094 ) (Tabela 1) (Figura 19). Quando comparados os dois grupos vritificados, não 

foi observada diferença (Primordial p= 0,8201; Primário p= 0,8139; Secundário p > 

0,9999) (Tabela 1) (Figura 19). 
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Figura 17. Fotomicrografias representativas do estroma do córtex ovariano bovino em menor 5x (Linha superior) e 

maior aumento 100x (linhas inferiores). A, D - Controle tecido fresco, estroma denso. B,E,G - Tecido vitrificado com 

polímeros. C, F, H - Tecido vitrificado sem polímeros. Nos tecidos vitrificados, com e sem o uso de polímeros, 

zonas com sinais de injúrias, com espaços vazios e menos densos. 
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de folículos pré-antrais. Tecido Fresco, Tecido Vitrificado com 

polímeros e sem polímeros respectivamente. 

 

 

 

Tabela 1. Classificação e porcentagem de folículos morfologicamente normais. 

  Total Pré-antrais  Primordiais Primários Secundários Anormais 

FRESCO 76 ± 2,8 53 ± 2,4 17 ± 1,5 6 ± 0,9 24 ±  2,8 

COM POLÍMEROS 49,6 ± 2,7 36 ± 2,4 10 ± 0,8 3 ± 0,3 50 ±  2,7 

SEM POLÍMEROS 53,7 ± 4,9 39 ± 4,2 11 ± 1,7 3 ± 0,4 46 ± 4,9 

          Média ± SEM 

Tabela 1. Classificação e porcentagem de folículos morfologicamente normais. 
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Figura 19. Porcentagem folicular pré-antral morfologicamente normal. a- Porcentagem de folículos primordiais. b- 
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5.2 Avaliação do desenvolvimento folicular no cultivo 3D em matriz de 

alginato 

 

5.2.1 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Isolamento folicular 

Após o isolamento e encapsulamento dos folículos, o diâmetro folicular (µm) foi 

avaliado no mesmo dia e não houve diferença quanto ao tamanho dos folículos para 

início do cultivo nos 3 grupos (Fresco x CP p= 0,0927; Fresco x SP p= 0,0714; CP x 

SP p > 0,9999) (Figura 20).  

 

 Figura 20. Diâmetro folicular após isolamento para cultivo, correspondente ao diâmetro do dia 1 de cultivo (D1). 

 

A média de folículos isolados por animal no grupo fresco foi de 7,0 ± 0,8; no 

grupo CP foi de 3,9 ± 0,8 e no grupo SP foi de 3 ± 0,7. Os grupos de tecidos ovarianos 

submetidos a vitrificação tiveram um menor número de folículos extraídos quando 

comparado ao tecido fresco (Fresco x CP p= 0,0224; Fresco x SP p= 0,0030; CP x SP 

p =0,6914), mas quando comparado o grupo CP com o SP não houve diferença 

durante o isolamento folicular (Gráfico não apresentado).  
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5.2.2 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Sobrevida Folicular 

Para avaliação da viabilidade folicular após a criopreservação dos fragmentos 

de córtex ovariano, os folículos pré-antrais foram isolados e cultivados durante 15 

dias. 

A taxa de sobrevida encontrada foi de 94% no grupo fresco, 62% no grupo CP 

e 67% no grupo SP (Tabela 2). Quando comparados os três grupos, os folículos que 

passaram pela vitrificação apresentaram uma sobrevida similar entre si e menor que 

o controle fresco (χ²(2) = 19,87; p< 0,0001) (Figura 21). O número de folículos, suas 

taxas de sobrevida e formação de antro são apresentadas na tabela 2. 

 

Tabela 2. Sobrevivência e Formação de Antro      

  Fresco CP SP 

 Média do número de folículos/animal (total) 
7,0 ± 0,8 

(70) 
3,9 ± 0,8 

(39) 
3,0 ± 0,7 

(30) 

% Sobrevida (total) 94% (66) 62% (24) 67% (20) 

% Formação de Antro (total)  89% (59) 79% (19) 85% (17) 

     Média ± SEM 

Tabela 2. Sobrevivência e Formação de Antro. 

 

 

Figura 21. Sobrevida folicular – Grupos vitrificados sobreviveram menos que o grupo controle fresco. 
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5.2.3 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro: Formação de antro 

Entre os folículos sobreviventes, a formação de antro foi observada em 89% (59) no 

grupo fresco, 79% (19) no grupo CP e 85% (17) no grupo SP (Tabela 2) (Figura 22). 

E não foi observada diferença entre os grupos (χ²(1) = 0,6569; p = 0,4176).  

 

 

Figura 22. Cultivo Folicular. a - Formação de Antro Folicular – com semelhança entre os grupos. b- 

Fotomicrografias semanais da cultura 3D de folículos isolados. Os folículos de tecido fresco mostraram diâmetro 

aumentado ao longo dos dias com formação de antro (setas). Os folículos isolados dos tecidos vitrificados com 

adição (CP) e sem adição polímeros (SP) mostrou menor crescimento, mas com formação de antro na maior parte 

dos folículos. 
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5.2.4 Avaliação do desenvolvimento folicular in vitro:  Crescimento 

Os diâmetros foliculares foram semelhantes em todos os grupos no dia do 

isolamento (p > 0,05; 145 ± 1,7 µm). Os folículos de tecido fresco mostraram 

diâmetros aumentados durante a primeira semana de cultivo e continuaram a crescer 

até a segunda semana (p <0,0001) (Figura 23b). Os diâmetros foliculares do grupo 

CP também aumentaram (p = 0,0050) durante a primeira semana e continuaram a 

crescer até o último dia de cultivo (p <0,0001) (Figura 23c). No grupo SP os diâmetros 

dos folículos aumentaram apenas na primeira semana (p = 0,0003) e permaneceram 

com crescimento lento e não significativo até o fim do cultivo (p = 0,2262) (Figura 23d). 

No entanto, na última semana os diâmetros dos folículos vitrificados mostraram 

um menor tamanho (p < 0,0001) quando comparados aos controles frescos. Mas não 

foi encontrada diferença de tamanho entre os folículos CP e SP no fim do cultivo 

(Figura 23a).  
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Figura 23. Diâmetro semanais dos folículos durante 15 dias em cultura 3D. Os dados são apresentados como 

média ± SEM de folículos isolados que sobreviveram. a - Diâmetro final dos folículos. b- Diâmetro dos folículos 

frescos. c- Diâmetro dos folículos com polímeros. d- Diâmetro dos folículos sem polímeros. – Os folículos frescos 

e os CP cresceram durante todo cultivo, enquanto os SP pararam de crescer significativamente na última semana.  

*p >0,05. 
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5.3 Dosagem hormonal do meio de cultivo  

Para avaliação da função folicular após a criopreservação dos fragmentos de 

córtex ovariano, foram feitas dosagens hormonais do meio de cultivo nos dias 1, 7 e 

15 (D1, D7, D15) dos folículos pré-antrais isolados (Figura 24). 

A produção de E2 pelo grupo de folículos frescos foi de 21 ± 1,5 pg/ml no dia 7 

e continuou a aumentar ao longo da semana até o último dia de cultivo (57,6 ± 6,7 

pg/ml) (p = 0,0004). Os folículos dos tecidos vitrificados produziram E2, mas somente 

no CP foi observado aumento entre D7 e D15 (CP 15 ± 2,2 pg/ml e 26 ± 2,2 pg/ml - 

p = 0,0050/ SP 11 ± 4,4 pg/ml e 21,5 ± 3,3 pg/ml - p = 0,1055). Quando comparados 

aos folículos do tecido fresco, apenas os folículos do grupo SP tiveram uma menor 

produção de E2 (p = 0,0082) no D7, enquanto os CP não apresentaram diferença (p = 

0,0713). No fim do cultivo (D15), os folículos vitrificados apresentaram uma menor 

produção de E2 (p < 0,0001) em relação aos frescos. Entre CP e SP não houve 

diferença relevante entre os dias.  

Os folículos vitrificados, assim como os frescos, também mostraram aumento 

na produção de P4 entre D7 e D15 do cultivo (Fresco D7 – 0,9 ± 0,24 e D15 – 8,8 ± 

1,15 ng/ml p = 0,0001 / CP D7 – 0,6 ± 0,24 e D15 – 5,0 ± 0,93 ng/ml/ SP D7 – 1,6 ± 

0,5 e D15 – 5,9 ± 1,00 ng/ml). Entretanto, no D15, a produção de P4 de CP e SP foi 

menor comparada ao grupo fresco (CP p = 0,0145 e SP p = 0,0479), mas sem 

diferença entre eles (p = 0,8595). 

Comparado ao fresco, os folículos SP e CP não apresentaram diferença na 

produção de P4 em D7 (CP p > 0,9999 e SP p = 0,3967), mas SP produziu mais que 

os folículos CP (p = 0,0445).  
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Figura 24. Produção de hormônio esteróide (E2 e P4) durante 2 semanas de cultivo folicular.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Tecido é o conjunto de células especializadas em diferentes composições 

celulares, líquidos e funções em um organismo. Criopreservar tecidos ou até órgãos 

é um processo complexo, que exige a combinação harmônica de diferentes fatores, 

quando comparado à preservação de células isoladas. A criopreservação de tecido 

ovariano é uma técnica promissora para preservação da fertilidade e restauração da 

função endócrina feminina, principalmente para meninas pré-puberes e para mulheres 

que por algum motivo não podem ser submetidas às técnicas tradicionais (OKTAY et 

al., 2021; SUZUKI et al, 2015).  

O presente estudo avaliou a aplicabilidade de polímeros sintéticos (X-1000, Z-

1000 e PVP K12) na solução de vitrificação para criopreservação de tecido ovariano 

bovino, com a finalidade de testar a proteção dessa combinação nas estruturas e 

funcionalidade ovariana.  

Os polímeros sintéticos já estão presentes e descritos em muitos produtos 

utilizados no cotidiano, como emulsificantes alimentares, gomas de mascar, produtos 

de higiene bucal, soluções intra-oculares, excipientes de medicamentos e cosméticos 

(EUROPEAN PATENT SPECIFICATION, 1992; GAFFAR, HUNTER e MIRAJKAR, 

2002; DEBOTTON e DAHAN, 2017; ALHALAFI, 2017). Pesquisas também vêm 

tentando incorporar o uso desses polímeros na criopreservação, no alcance de 

aumentar a eficiência da técnica e reduzir os efeitos tóxicos dos crioprotetores 

(VOETS, 2017; JANG et al., 2017).   

Os protocolos de vitrificação dependem de diferentes condições para garantir 

a viabilidade da amostra, que podem variar do momento da coleta até o aquecimento 

do tecido (CASTRO et al., 2011; BEST, 2015; MULLEN e FAHY, 2011). 

O tempo e a temperatura de transporte são fatores que contribuem para o bom 

desempenho da técnica (CHENG et al., 2021). Neste estudo, os ovários foram 

coletados, imersos em αMEM suplementado e transportados em uma caixa de isopor 

à temperatura de 15° a 20° C no prazo de 1 hora. Wang et al. (2011) avaliaram o efeito 

da temperatura de transporte na competência do ovário bovino e determinaram que a 

temperatura de 15 °C, por um período de 3 a 4 horas em solução salina, seria benéfica 

para a viabilidade dos oócitos. Shahsavari e colaboradores (2020) utilizaram uma 

temperatura de 20°C em 1 hora, em meio essencial mínimo e também obtiveram 

morfologia satisfatória. Entretanto, um estudo mais recente (CHENG et al., 2021) 
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testou o procedimento utilizado na prática clínica para transporte de ovário humano e 

verificou que o armazenamento do tecido em solução de transplante de órgãos, na 

temperatura de 4 a 8 ° C por 24 a 48 horas, parece preservar melhor as amostras. 

Baixas temperaturas reduzem o metabolismo celular e o consumo de oxigênio, 

consequentemente estendendo a viabilidade dos tecidos e órgãos (BECKMANN et al., 

2019). De todo modo, a morfologia e a porcentagem de folículos normais do controle 

fresco no presente estudo parecem compatíveis com o estudo anterior em bovino 

(SHAHSAVARI et al., 2020), o que confirma a eficiência do método que nós utilizamos 

para a coleta e o transporte das amostras. 

A criopreservação e transplante de tecido do córtex ovariano é muito mais 

simples do que a conservação do ovário inteiro e sua revascularização (HOSSAY, 

DONNEZ, DOLMANS, 2020). O método de processamento do ovário para obtenção 

de fragmentos do córtex é frequentemente discutido na literatura (HERRAIZ et al, 

2020). Alguns kits disponibilizam um fatiador prático de tecido, para cortes com 

espessura de 1 mm (KITAZATO, 2021).  

Kagawa et al. (2009) tentou estabelecer um protocolo completo e eficaz para a 

vitrificação de tecido ovariano bovino e humano, utilizando o método Cryotop. Os 

resultados mostraram que um dos pontos cruciais da técnica é a espessura da 

amostra de 0,75 a 1,0 mm. Com essa fina camada, é possível manter um número 

considerável de folículos primordiais e primários, os quais são mais resistentes à 

criopreservação, além de facilitar a permeação dos crioprotetores no tecido. 

Condizentemente, nossos resultados de contagem e classificação morfológica 

folicular apresentam distribuição predominante de folículos primordiais e primários em 

todos os grupos estudados (Tabela 1). 

Outro estudo tentou vitrificar fragmentos teciduais maiores, a fim de aumentar 

a reserva de folículos pré-antrais criopreservados, contudo a densidade folicular e a 

função ovariana após o transplante não foram tão satisfatórias quanto o esperado 

(ZHAO et al., 2019). 

Após o processamento ovariano, os fragmentos são imersos inicialmente em 

soluções de equilíbrio, que contêm ACPs em concentrações gradativas para facilitar 

a permeação desses agentes no tecido, até chegar à solução final de vitrificação 

(SANFILIPPO et al., 2015).  

Parâmetros que envolvem o uso de crioprotetores para redução da toxicidade, 

como concentração, tipo, combinação e tempo de exposição são o ponto principal da 
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criobiologia (BEST, 2015; MULLEN e FAHY, 2011). No presente estudo, para vitrificar 

o tecido ovariano bovino nós utilizamos a combinação EG, glicerol e três polímeros 

sintéticos: X-1000, Z-1000 e PVP K12. Os tecidos foram expostos a soluções de 

equilíbrio no tempo de 5 minutos cada, seguido da solução de vitrificação com ou sem 

polímeros, conforme descrito em Ting et al. (2012 e 2013). Embora os resultados em 

macacos tenham alcançado uma melhor morfologia e viabilidade (TING et al. 2012 e 

2013), morfologicamente, em bovinos, os tecidos vitrificados com ou sem polímeros 

sintéticos mostraram injúrias no estroma (Figura 17) e menor porcentagem de folículos 

normais comparados ao tecido fresco (Tabela 1). Aparentemente, os polímeros não 

foram suficientes para proteger a morfologia do córtex ovariano (Figura 17).   

É possível que esses resultados contraditórios sejam devidos às diferenças entre 

espécies, soluções, bem como ao uso de diferentes sistemas de vitrificação. Em Ting 

et al. (2013), foi feito o uso do sistema fechado com uso de concentrações maiores de 

crioprotetores, os tecidos foram transferidos para palhetas com solução de vitrificação 

e as palhetas foram vedadas, deixadas em vapor de nitrogênio líquido por 10 minutos, 

seguido de imersão e armazenamento. Entretanto, a metodologia aplicada no 

presente trabalho foi a do sistema aberto, os fragmentos foram dispostos em uma tira 

fina de metal (papel alumínio) com um volume mínimo de solução, e submersos 

diretamente em nitrogênio líquido. Kagawa et al. (2009) mostraram resultados 

satisfatórios em bovinos e humanos com o método, mas com diferentes crioprotetores. 

Recentemente, Sugishita et al. (2021) utilizando EG + PVP, compararam os dois 

sistemas e não encontraram diferença na qualidade do tecido e folículos vitrificados, 

o que mostra a viabilidade de ambos dispositivos. 

Para a melhor preservação do tecido ovariano, é comum que os ACPs 

intracelulares e extracelulares sejam combinados para diminuir a concentração 

utilizada dos agentes e assim reduzir o potencial tóxico (FAHY et al., 2004; 

ALMANSOORI et al., 2012). A permeabilidade de cada crioprotetor diminui à medida 

que o tamanho molecular aumenta, de modo que o glicerol e o PROH permeiam mais 

lentamente que o DMSO e EG. Já em misturas, esses solutos se comportam de 

maneira diferente (HAN et al., 2019). Ting et al. (2013) testaram as combinações de 

51% de EG+DMSO e 54% de GLI+EG mais o uso de polímeros, contudo mesmo a 

primeira combinação sendo mais permeável a viabilidade dos folículos e do tecido 

ovariano foi pior. Xiao et al. (2010) testaram em humanos diferentes concentrações 

de EG+DMSO com ou sem a adição de sacarose durante a vitrificação. O estudo 
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mostrou que o uso de menores concentrações de crioprotetores e adição de sacarose, 

a ultraestrutura das células da granulosa e o estroma foi melhor preservado, enquanto 

nos folículos primordiais a incidência de apoptose diminui.  

LUCCI et al. (2002) relataram que tecido ovariano bovino criopreservado em 

concentração de 10% de glicerol reteve uma porcentagem maior de folículos 

morfologicamente normais do que o tecido congelado em 20% de glicerol ou nas 

concentrações de 1,5M ou 3M de EG. Mas é preciso considerar que a técnica de 

congelamento lento apresenta resultados piores em relação à vitrificação (LUCCI et 

al., 2002). 

No presente estudo, para avaliar a viabilidade e funcionalidade do tecido 

ovariano vitrificado com o uso de polímeros, os folículos foram isolados 

mecanicamente e cultivados. Esse método de isolamento mantém as camadas da 

teca, o que melhora a qualidade do folículo comparado ao isolamento enzimático, o 

qual pode danificar os oócitos, especialmente em folículos pré-antrais (SAHA et al., 

2012).  

Os tecidos CP e SP tiveram uma menor quantidade de folículos extraídos 

durante o isolamento (Tabela 2). As amostras vitrificadas apresentavam estroma mais 

firme e folículos mais sensíveis a microdissecação, rompendo-se facilmente, talvez 

pelo elevado percentual de folículos anormais visualizados na morfologia por HE. A 

microdissecção fornece uma boa qualidade de isolamento folicular, mas comparada a 

outros métodos pode ter um rendimento mais baixo (SAHA et al., 2012).  

Além disso, a população de folículos pré-antrais e o número de folículos 

isolados podem ser afetados por diferentes fatores, como raça, espécie, idade e 

tratamentos. A diferença entre espécies pode ser relacionada a diferença na 

composição ovariana. Estromas mais fibrosos podem ser mais difíceis de isolar 

(LUCCI et al., 2002). 

Vanacker et al. (2013) avaliaram a viabilidade de folículos pré-antrais 

criopreservados antes e depois do isolamento. Na publicação, relatam que não 

encontraram diferença no número de folículos extraídos dos dois grupos, mas que 

esses resultados são inesperados, já que tiveram dificuldades no isolamento. Os 

autores atribuem o sucesso dos dados ao isolamento enzimático utilizando liberase 

DH, pois a enzima parece não prejudicar a membrana basal dos folículos primordiais 

e primários (VANACKER et al., 2013).  
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Assim, considerando o menor número de folículos isolados, o método 

enzimático pode ser uma boa opção para extração folicular do tecido criopreservado, 

com rendimento comparável ao do tecido fresco (WIWEKO, MUTIA e MANSYUR, 

2013). 

Durante o cultivo dos folículos pré-antrais, foi analisada a sobrevida, o 

crescimento e a formação de antro (Tabela 2). Os folículos do grupo de vitrificados 

morreram mais comparados ao grupo fresco e a adição de polímeros não teve 

diferença na sobrevivência in vitro. Entretanto, a formação de antro foi vista 

igualmente para todos os grupos. 

Guedes e colaboradores (2017) avaliaram o impacto da vitrificação na 

viabilidade de folículos bovinos utilizando a cultura tridimensional in vitro. Os 

crioprotetores permeáveis e os protocolos utilizados foram os mesmos deste trabalho, 

mas em concentrações diferentes e sem o uso de polímeros. Guedes et al. (2017) não 

encontraram diferença na sobrevivência e formação de antro entre os folículos frescos 

e vitrificados, mas relataram quase 50% de discrepância entre as taxas. Os autores 

também descreveram a maior fragilidade dos folículos vitrificados e a dificuldade de 

sua remoção, o que explicou o menor número de folículos extraídos nesse grupo. 

Nos grupos fresco e CP, foi observado crescimento folicular contínuo ao longo 

do cultivo. No entanto, os folículos SP cresceram minimamente na última semana, 

mas sem diferença relevante do diâmetro final dos CPs (Figura 23). Como esperado, 

o grupo folicular fresco cresceu mais e obteve maior diâmetro que o grupo vitrificado 

(Figura 23).  

O uso de polímeros melhora a vitrificação de tecido ovariano, sem aumentar a 

toxicidade quando usado em baixas concentrações e parece ser um agente inibidor 

de gelo altamente eficaz (TING et al., 2012; MULLEN e FAHY, 2011). Contudo, são 

poucos os trabalhos que testaram a combinação desses agentes em uma mesma 

solução de vitrificação para análise de efetividade, viabilidade e funcionalidade do 

tecido (TING et al., 2012; TING et al., 2013).  

A princípio, este trabalho parece ser o primeiro a testar a aplicabilidade da 

mistura de polímeros sintéticos neste protocolo de vitrificação para tecido ovariano 

bovino. Outros trabalhos testaram a aplicabilidade de polímeros em bovinos e 

caprinos (VIZCARRA et al., 2020; SHAHSAVARI et al., 2020), mas a avaliação foi feita 

individualmente para cada agente. É importante entender o impacto de cada polímero 

no processo de criopreservação, assim é possível identificar fatores importantes que 
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influenciam a probabilidade de um resultado bem-sucedido (SHAHSAVARI et al., 

2020). 

Em caprinos e bovinos, foi encontrado um maior percentual de folículos 

morfologicamente normais e uma melhora na vitrificação das amostras com X-1000 

(PVA) (VIZCARRA et al., 2020; SHAHSAVARI et al., 2020) em relação as PVP e Z-

1000 (poliglicerol). Em camundongos, a adição de supercool X-1000 permitiu o uso 

de menores concentrações de crioprotetores (TAN et al., 2012).  Os resultados para 

Z-1000 sozinho sugerem que esse polímero é ineficaz durante a vitrificação, pois 

haveria formação de um filme ao redor do fragmento, o que pode prejudicar a remoção 

do ACP e a perfusão de elementos importantes para o cultivo in vitro do tecido 

(SHAHSAVARI et al., 2020). 

          Em um estudo, o PVP usado em cães na vitrificação de tecido ovariano 

preservou a sobrevivência e a capacidade de desenvolvimento dos folículos 

primordiais quando associado ao DMSO (FUJIHARA, KANEKO, INOUE-

MURAYAMA, 2019). Em humanos, além do DMSO, o PVP foi combinado ao PrOH e 

EG, resultando em uma boa integridade morfológica do estroma durante a vitrificação 

(KERON et al., 2009). Contudo, Vizcarra e seu grupo (2020) relatam que não 

alcançaram resultados satisfatórios na morfologia e cultivo tecidual utilizando PVP ou 

Z-1000 isolados.  

         Embora o uso dos polímeros sintéticos não tenha alcançado a proteção 

esperada na morfologia do tecido ovariano, a dosagem de hormônios esteroidais do 

meio de cultivo dos folículos CP mostrou a viabilidade e funcionalidade dos folículos 

sobreviventes, que além de crescer e formar antro, produziram estradiol e 

progesterona (E2 e P4) ao longo do cultivo. A produção de E2 no grupo CP não foi 

diferente do grupo fresco na primeira semana, mas na última os valores foram 

menores, enquanto o SP teve os níveis reduzidos em todo o cultivo. Ainda assim, a 

dosagem final de E2 entre os grupos vitrificados não teve diferença. A produção de P4 

nos folículos vitrificados foi gradativa ao longo do cultivo e sem diferença na primeira 

semana em relação ao fresco. Contudo, a dosagem final de E2 e P4 foi maior nos 

folículos frescos (Figura 24). A produção de hormônios esteróides condiz com o 

crescimento e formação de antro dos folículos pré-antrais (HULSHOF et al., 1995), 

portanto nossos achados indicam que a vitrificação manteve a função folicular in vitro. 

         No presente estudo, apenas no grupo fresco foram observados alguns folículos 

de crescimento rápido, enquanto os vitrificados apresentaram em sua maioria 
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crescimento lento ou ausência de crescimento. A produção de estradiol e 

progesterona pelos tecidos cultivados in vitro após a criopreservação sugere que as 

células da granulosa se mantiveram viáveis, embora a produção hormonal estivesse 

baixa em comparação com o tecido fresco. Esses dados podem condizer com o 

crescimento aparentemente atrasado dos folículos submetidos à vitrificação, 

comparados aos controles frescos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nas diferentes fases experimentais desta tese, permitem 

concluir que: 

 

a) O uso de polímeros sintéticos não parece proteger a morfologia dos fragmentos 

de tecido ovariano após a vitrificação, por produzir resultados similares ao 

protocolo sem a adição desses agentes, com baixo percentual de folículos pré-

antrais normais.  

b) A vitrificação utilizada (EG+GLI) parece prejudicar a sobrevida dos folículos no 

cultivo in vitro. E o uso de polímeros sintéticos parece não ser suficiente para 

evitar esses danos. 

c) A vitrificação não prejudicou a formação de antro folicular in vitro 

independentemente do grupo. Contudo, o uso de polímeros não apresentou 

vantagens sobre a vitrificação sem adição de polímeros. 

d) Existe um atraso no crescimento e na produção dos níveis hormonais 

foliculares durante o cultivo dos grupos vitrificados, mas há proliferação das 

células da granulosas e da teca, condizentes com a produção de E2 e P4. 

e) A combinação do uso de polímeros sintéticos na vitrificação de tecido ovariano 

bovino é uma técnica promissora, com potencial de proteção do 

desenvolvimento folicular pré-antral durante a criopreservação. Porém, são 

necessários mais estudos que possam aperfeiçoar esse protocolo e validar a 

proteção combinada desses polímeros em bovinos. 
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ANEXO I: Comissão de Ética no Uso de Animais 
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ANEXO II: Abatedouro fornecedor de ovário. 

 

 

 


