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AVANÇOS TECNOLÓGICOS DA CRIOPRESERVAÇÃO DE OVÓCITOS
TECHNOLOGICAL ADVANCES IN OOCYTES CRIOPRESERVATION
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RESUMO
 Apresenta-se uma revisão atualizada sobre a criopreservação de ovócito e sua importância em reprodução assistida. O 
presente trabalho tem como ênfase vantagens e desvantagens dos métodos utilizados para congelamento de gametas, 
efeito dos crioprotetores intracelulares e extracelulares, além da aplicabilidade da técnica na fertilidade feminina e na 
manutenção da biodiversidade animal.
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ABSTRACT
It presents an updated review of oocyte cryopreservation and its importance in assisted reproduction. Th is work has 
an emphasis on advantages and disadvantages of the methods used for freezing gametes, the eff ects of intracellular 
and extracellular cryoprotectants, and the applicability of the technique in female fertility and in maintaining animal 
biodiversity.
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1 INTRODUÇÃO

A criopreservação, defi nida pela manutenção de tecidos em 
temperatura criogênica a -196ºC, promove a interrupção de todas as 
reações químicas, processos biológicos e físicos intra e extracelulares, 
mantendo por tempo indeterminado o tecido criopreservado 
(BAKHACH, 2009).

As primeiras tentativas de criopreservar tecidos de mamíferos 
ocorreram a partir da utilização de ovócitos não fertilizados de ratos, 
em 1950, tendo como crioprotetor o glicerol, em temperatura de 
-10ºC a -20ºC. Desde então, muitas pesquisas vêm sendo realizadas 
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nesta área; na década de 70, melhores resultados foram observados ao 
criopreservar ovócitos e embriões de camundongos (GRUDZINSKAS, 
1995; SMORAG et al., 2008).

Atualmente, a criopreservação de ovócitos, juntamente com outras 
técnicas de reprodução assistida, vem sendo aplicada para manutenção 
da fertilidade em mulheres submetidas a tratamentos quimio e 
radioterápico pela presença, principalmente, de tumores estrógeno-
dependentes (MIGISHIMA et al., 2003; VARGHESE et al., 2008).

Através do congelamento ultra-rápido (vitrifi cação) de ovócitos em 
prófase I, maturação e fertilização in vitro, foi relatado no Canadá, em 
1986, o primeiro nascimento de um bebê. Recentemente, ocorreu a 
primeira gravidez em paciente que havia criopreservado ovócitos em 
estágio de metáfase II; no entanto, é importante ressaltar que ainda 
é desconhecido o total de nascimentos por ovócitos criopreservados; 
calcula-se que seja em torno de mais de 475 crianças nascidas após 
criopreservação do gameta feminino em todo o mundo (TAO; DEL 
VALLE, 2008; EZCURRA et al., 2009). 

Por não possuir problemas éticos e jurídicos, a técnica de 
congelamento dos ovócitos torna-se mais efi ciente quando comparada 
ao congelamento de embriões; além da grande importância em 
reprodução assistida, a criopreservação também é utilizada para 
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formação de bancos genéticos de espécies ou raças em extinção, 
mantendo a biodiversidade animal e avanços no melhoramento 
genético (MIGISHIMA et al., 2003; TAO; DEL VALLE, 2008; 
VARGHESE et al., 2008). 

Apesar de ser uma técnica muito divulgada, fatores como 
temperatura, tempo de exposição (congelamento lento ou vitrifi cação), 
tipo e concentração do crioprotetor ainda devem ser estudados para 
que se alcancem resultados mais satisfatórios após o congelamento 
e reexpansão (CHIAN et al., 2004; TAO; DEL VALLE, 2008; 
FUIJIWARA et al., 2010).

A revisão visa a informar sobre os agentes crioprotetores envolvidos 
na criopreservação de ovócitos, tipos de congelamento e a discutir sobre os 
problemas que ainda ocorrem no processo de criopreservação de ovócitos.

2 AGENTES CRIOPROTETORES

Os crioprotetores são solventes orgânicos que agem protegendo 
as células e tecidos no momento de queda abrupta de temperatura. 
As características principais destes agentes são: possuir baixo 
peso molecular e altas solubilidade e permeabilidade plasmática. 
Os crioprotetores, então, promovem estabilização das proteínas 
intracelulares, reduzem a formação de cristais no interior das 
células e diminuem o impacto causado pelos eletrólitos no meio 
intra e extracelular (CHIAN et al., 2004; EDASHIGE et al., 2007; 
GOSDEN; NAGANO, 2002; PICTON et al., 2000). 

Os crioprotetores são divididos em três grupos:
1) Intracelulares ou permeáveis de baixo peso molecular 

(ex.:dimetilsulfóxido (DMSO), etilenoglicol (ETG), propanodiol 
(PROH), glicerol (GLI), metanol e butanodiol). 

 2) Extracelulares ou impermeáveis de baixo peso molecular 
(galactose, glicose, sacarose e trealose).

3) Extracelulares ou impermeáveis de elevado peso molecular 
(polivinilpirrolidona, polivinil álcool, hialuronato de sódio, albumina 
sérica bovina e fi coll) (GOSDEN et al., 2002; SHAW; JONES, 2003).

Acredita-se que os crioprotetores intracelulares interagem com a 
membrana celular, promovendo a estabilização para que não ocorra 
o rompimento no momento da congelação (Figura 1). Estes atuam 
também como um tampão hiperosmótico que reduz o efeito das 
altas concentrações de moléculas no interior das células desidratadas 
(SHAW; JONES, 2003; TAYLOR; BAICU, 2009). Com exceção do 
GLI, que possui baixa solubilidade em água, o DMSO, PROH e o 
ETG possuem alta solubilidade, penetrando rapidamente nas células, 
tornando-se, assim, os mais recomendados para criopreservar gametas 
(CHIAN et al., 2004; GOSDEN; NAGARO, 2002).

Para controlar a reidratação no momento da descongelação, 
pode-se utilizar crioprotetores extracelulares de baixo ou elevado peso 
molecular em conjunto com um crioprotetor intracelular (CHIAN 

Figura 1: Dinâmica osmótica de uma estrutura criopreservada e solução crioproterota.

Fonte: Adaptado de <http://www.crh.com.br/crh.asp?pasta=33&livro=1&txt=9>.

et al., 2004; SRIPUNYA et al., 2010; TAYLOR; BAICU, 2009). A 
grande importância da utilização de um crioprotetor extracelular de 
baixo peso molecular no meio de diluição ou remoção é promover a 
retenção de água no exterior da célula, diminuindo assim o risco de lise 
celular (SHAW; JONES, 2003).

Entretanto, ainda não há consenso sobre qual o melhor 
crioprotetor, já que a concentração de exposição, a temperatura e o 
tipo de crioprotetor podem causar danos às células pela alta toxicidade 
química.  É importante que se leve em consideração a toxicidade e a 
associação entre os crioprotetores, além da técnica e do tipo de material 
a ser conservado (STACHECKI; COHEN, 2004). 

3 MÉTODOS DE CRIOPRESERVAÇÃO

O objetivo da criotecnologia é diminuir os danos sobre as células 
nas etapas da criopreservação (KULESHOVA; LOPATA, 2002). Os 
principais problemas que ocorrem no processo do congelamento são: 
depósito de sais no interior da célula, diferenças de pressão osmótica 
entre o ambiente intra e o extracelular, dispersão do fuso meiótico e 
danos ao citoesqueleto. Estes podem promover alterações no trânsito 
de moléculas e organelas durante o processo de divisão celular, gerar 
mudanças de volume no ovócito, com consequente lesão na membrana 
plasmática e nas organelas (FUJIWARA et al., 2010; KUWAYAMA, 
2007; TAO; DEL VALLE, 2008).

Recentemente, dois principais métodos têm sido utilizados 
para criopreservar ovócitos: congelamento lento ou convencional 
e congelamento ultra-rápido ou vitrifi cação (Figura 2) (TAO; DEL 
VALLE, 2008). As fases de aquecimento e hidratação diferem entre os 
procedimentos, principalmente no momento da adição de crioprotetores e 
o tempo de criopreservação (VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

No congelamento lento, a queda na temperatura ocorre 
gradualmente através de uma curva dependente da estrutura a ser 
criopreservada, na tentativa de promover um delicado equilíbrio 
entre os diferentes elementos celulares (LOUTRADI et al., 
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2008). Os ovócitos, por exemplo, são expostos de modo gradual a 
temperaturas cada vez mais baixas, através do uso de um aparelho 
programável para baixar automaticamente a temperatura de 
resfriamento (CHEN; YANG, 2009).

 No entanto, o resfriamento lento pode causar danos celulares, 
como a formação de cristais de gelo no interior das células (VAJTA, 
2000). Isto porque são usadas menores concentrações de crioprotetores, 
os quais não eliminam a formação de gelo intracelular e possíveis lesões 
na célula (SEKI; MAZUR, 2008; VAJTA; KUWAYAMA, 2006). Além 
disso, para a realização da técnica é necessário pessoal qualifi cado, 
equipamentos caros e maior tempo para sua aplicação (CAO et al., 
2009; CHEN; YANG, 2009; VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

Na vitrifi cação, no entanto, o resfriamento é radical, podendo 
ser defi nido como um procedimento físico no qual os crioprotetores 
são altamente concentrados, não levando a formação de cristais 
de gelo e menor dispersão do fuso meiótico (CHEN; YANG, 
2009; KULESHOVA; LOPATA, 2002; VAJTA, 2000; VAJTA; 
KUWAYAMA, 2006;).

A alta viscosidade dos crioprotetores e taxas de resfriamento 
muito rápidas são capazes de vitrifi car o conteúdo (VAJTA, 2000). 
Os gametas são expostos diretamente a nitrogênio líquido, a -196ºC, 
imediatamente após seu contato com a solução crioprotetora 
(STACHECKI; COHEN, 2004). 

Porém, a alta concentração de crioprotetores necessária na 
vitrifi cação promove uma toxicidade química para os gametas durante 
o processo de manipulação em temperaturas acima de zero, podendo 
interferir na viabilidade e capacidade de fertilização dos ovócitos após o 
tratamento (KULESHOVA; LOPATA, 2002; VAJTA, 2000). Tem-se 
utilizado, então, solução crioprotetora composta por um crioprotetor 
não permeável, associado a pelo menos dois crioprotetores permeáveis, 
com a fi nalidade de minimizar o efeito tóxico destes para os ovócitos 

(DESSOLLE et al., 2009; KULESHOVA; LOPATA, 2002; VAJATA; 
KUWAYAMA, 2006).

A vitrifi cação, então, vem se tornando uma opção competitiva 
quando comparada ao congelamento lento, já que apresenta rapidez 
para realização do procedimento, não necessita de equipamentos caros 
e obtém maiores taxas de sobrevivência (CAO et al., 2009; SEKI; 
MAZUR, 2008; VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

Entretanto, a criopreservação de ovócitos ainda encontra-se em 
fase de investigação, pois apesar de serem observadas altas taxas de 
recuperação, o número de nascimentos continua baixo. Atualmente, 
a vitrifi cação é o método de escolha, devido aos seu pontos favoráveis 
em relação ao congelamento lento. Porém, é necessário um maior 
entendimento de todo o conjuto, tendo como perspectiva a 
estabilização de um protocolo específi co de aplicação, que leve a 
menores lesões químicas e, consequentemente, a maiores taxas de 
nascidos vivos (CHIAN et al., 2004).
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