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RESUMO

A criopreservação de folículos ovarianos tem como objetivo preservar a fertilidade feminina. Entretanto, há
ainda muitas variáveis que necessitam de investigações mais aprofundadas. Assim, o objetivo desse estudo foi
avaliar a eficiência de dois protocolos de vitrificação para foliculos secundários e antrais iniciais isolados do
córtex ovariano caprino, sendo eles, protocolo I (Dimetilsulfóxido + Etilenoglicol + Polimeros sintéticos) vs
protocolo II (Dimetilsulfóxido + Etilenoglicol + Proteínas anticongelantes tipo III). Após a vitrificação, os
folículos foram cultivados por 6 dias a uma temperatura de 38,5ºC em 7,5% de CO2. Após esse período, os
folículos foram avaliados quanto a morfologia, formação do antro (secundário) e viabilidade. Quanto aos
resultados de morfologia e formação de antro de folículos secundários, não houve diferença significativa
entre os tratamentos e em comparação dos mesmos com o grupo controle. Quanto à viabilidade folicular,
independentemente  da  categoria  folicular,  não  foram  observadas  diferenças  significativas  entre  os
tratamentos.  De acordo com os resultados,  concluímos que os folículos  secundários  isolados do cortex
ováriano e criopreservados podem se desenvolver in vitro por um curto período.
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INTRODUÇÃO

A criopreservação visa a conservação de materiais biológicos em baixas temperaturas, -196°C (nitrogênio
líquido)  ou  -150°C  (vapor  de  nitrogênio  líquido),  por  tempo  indeterminado.  Dois  métodos  podem ser
utilizados para criopreservar as estruturas ovarianas, a congelação lenta e a vitrificação. Na congelação
lenta, o material biológico é submetido a baixas concentrações de crioprotetores e a um decréscimo gradual
da temperatura para o congelamento (KIM et al., 2011). Já na vitrificação, a concentração de crioprotetores é
alta e o congelamento não é feito de forma gradual, fazendo com que a solução, na qual está contida o
material biológico, passa do estado sólido para um estado vítreo, um estado amorfo (FULLER et al., 2004).
Os agentes crioprotetores (ACPs) são substâncias químicas orgânicas que são adicionadas às soluções de
vitrificação ou de congelação lenta para redução dos efeitos danosos causados por baixas temperaturas
(SANTOS et al., 2008). Os ACPs de baixo peso molecular são permeáveis, denominados de intracelulares, e
adentrando  a  célula,  substituem o  conteúdo  de  água  intracelular,  aumentando  assim  a  viscosidade  e
reduzindo o ponto de congelamento do meio. Já os de alto peso molecular não são permeáveis, sendo assim
denominados  de  crioprotetores  extracelulares,  e  estes  atuam  aumentando  a  osmolaridade  do  meio
extracelular, o qual tem efeito direto sobre a saída de água e formação de gelo no ambiente intracelular
(AGUIAR et al., 2012).

METODOLOGIA

Um total  de  72  ovários  foram fragmentados  com auxílio  de  uma lâmina  de  bisturi  para  obtenção  de
fragmentos de 1-2 mm de espessura. Posteriormente, os folículos secundários (SEC- 250 µm de diâmetro) e
antrais iniciais (AI- 350 µm de diâmetro) presentes nos fragmentos de córtex ovariano foram selecionados,
considerando a morfologia e o diâmetro e então microdissecados com auxílio de agulhas de insulina (26 G)
sob um estereomicroscópio Os folículos SEC e folículos AI foram imediatamente cultivados in vitro por 6 dias,
enquanto os demais folículos foram vitrificados e armazenados em nitrogênio líquido por 7 dias.
Após a microdissecção, os folículos SEC e AI (n=36 e 41), respectivamente, foram imediatamente cultivados
in vitro por 6 dias, enquanto os demais folículos (SEC=129 e AI=139), foram aleatoriamente distribuídos nos
demais  tratamentos.  Os  folículos  destinados  à  vitrificação,  imediatamente  após  o  procedimento,  foram
armazenados em nitrogênio líquido por 7 dias. Após aquecimento, estes também foram cultivados in vitro por
igual período.
Folículos SEC e AI frescos ou vitrificados/aquecidos foram cultivados individualmente em gotas de 250 μL de
meio de cultivo em placas de 96 poços (Corning Incorporated, Corning, EUA). 
O  meio  de  cultivo  para  os  folículos  SEC  foi  constituído  de  α-MEM  (Sigma  -  M5650,  pH  7,2  -  7,4)
suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 10 μg/mL de insulina recombinante humana,
5,5 µg/mL de transferrina, 5 ng/mL de selênio, 2 mM de glutamina 2 mM de hipoxantina, 0,911 mMol/L de
piruvato na ausência ou presença de ALA 100 µM (FERREIRA et al., 2018, modificado). Já os folículos AI
foram cultivados em α-MEM (Sigma – 5650, pH 7,2 - 7,4) suplementado com 3 mg/mL de BSA, 5,5 µg/mL de
transferrina, 5 ng/mL de selênio, 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina, 10 ng/mL de insulina, 0,911
mMol/L de piruvato, 50 ng/mL de hormônio do crescimento bovino, na ausência ou presença de ALA 100 µM
(Cadenas et al., 2017, modificado).
Para ambas as categorias foliculares, o cultivo in vitro foi realizado sob condições de 38,5 °C em 7,5% de
CO2 por 6 dias. Meio fresco foi preparado e pré-equilibrado por pelo menos 4 h antes do uso, com 150 μL de
meio  sendo  substituído  em  cada  gota  a  cada  2  dias.  O  experimento  foi  replicado  seis  vezes,  e
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aproximadamente 80 folículos foram utilizados por tratamento.
Os folículos (SEC e AI) frescos ou vitrificados foram classificados como normais (membrana basal íntegra e
sem extrusão do oócito, células da granulosa brilhantes e homogêneas e citoplasma do oócito homogêneo) ou
degenerados (membrana basal rompida, oócito e células da granulosa enegrecidas associados ao diâmetro
folicular reduzido, ao final do cultivo).
Para  a  avaliação  do  crescimento,  o  diâmetro  folicular  foi  mensurado  com  o  auxílio  de  uma  ocular
micrométrica acoplada ao estereomicroscópio nos dias 0 e 6 de cultivo. A formação do antro será definida
pela presença de uma cavidade translúcida visível entre as camadas das células da granulosa somente nos
folículos secundários. Foi realizada a análise no 6º dia de cultivo para avaliar a viabilidade folicular, onde foi
utilizado o azul de Trypan em uma diluição a 0,4%. Os folículos viáveis não foram corados de azul, enquanto
os não viáveis foram corados com a cor azul (GOMES et al., 2021)

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Com  relação  à  morfologia  de  folículos  SEC  normais,  foi  possível  observar  que  não  houve  diferença
significativa entre nenhum dos tratamentos e quando comparados ao grupo controle. No entanto, o T1 SEC-
PXZ  apresentou  uma  diminuição  numérica  da  porcentagem  de  folículos  morfologicamente  normais,
comparado aos demais tratamentos. Com relação aos folículos AI, somente o tratamento T3 AI-IBP1K (1000
ng/mL), diferiu dos demais tratamentos, mantendo uma taxa de folículos morfologicamente normais superior.
Com relação ao crescimento folicular, no dia 1 de cultivo in vitro (CIV), os resultados obtidos em todos os
tratamentos na categoria SEC não diferiram do grupo controle. No entanto, com relação aos dias de CIV,
observou-se uma diminuição de diâmetro no SEC-IBP, após 6 dias de CIV. No que diz respeito aos folículos
AI, observou-se que, no dia 1 de CIV, todos os tratamentos vitrificados diferiram do grupo controle. Além
disso, os tratamentos AI-IBP e AI-IBP1K (1000 ng/mL) foram semelhantes, do mesmo modo que AI-PXZ e AI-
IBP100K (100.000 ng/mL). Após 6 dias de cultivo, os tratamentos AI-IBP, AI- IBP1K (1000 ng/mL) e AI–
IBP100K (100.000 ng/mL) diferiram do grupo controle, mas não diferiram entre si. Adicionalmente, não
foram observadas diferenças significativas entre os  tratamentos AI-PXZ,  AI-  IBP1K (1000 ng/mL) e  AI-
IBP100K (100.000 ng/mL).
Embora o resultado dos polímeros sintéticos tenha sido diferente dos demais tratamentos, nos quais utilizou-
se proteínas anticongelantes, é possível notar que este não diferiu do grupo controle, portanto, a vitrificação
utilizando os polímeros sintéticos pode ser considerada eficaz para evitar a formação de cristais de gelo
intracelular  (GOMES  et  al.,  2021;  LOPES  et  al.,  2020).  Foi,  ainda,  observado  que  as  proteínas
anticongelantes mantiveram a morfologia folicular normal após 6 dias de CIV. A partir de um fenômeno
chamado de histerese térmica, estas proteínas inibem a recristalização do gelo (SHAHSAVARI et al., 2019), o
que é considerado de grande importância para a criopreservação de material biológico (LEE et al., 2015).
Quanto aos resultados acerca da taxa de crescimento folicular (TCF), foi observado que folículos secundários
dos tratamentos SEC- PXZ, SEC-IBP e SEC-IBP1K (1000 ng/mL) não diferiram entre si, o mesmo ocorreu com
os tratamentos SEC-IBP, SEC–IBP1K (1000 ng/mL) e SEC–IBP100K (100.000 ng/mL). Nos folículos AI todos
os tratamentos vitrificados diferiram do grupo controle, ao apresentarem uma redução no diâmetro folicular.
Além disso, observou-se uma semelhança entre os tratamentos AI-PXZ, AI-IBP1K (1000 ng/mL) e AI-IBP100K
(100.000 ng/mL).
Com  relação  aos  folículos  degenerados,  os  dados  estatísticos  mostraram  que  não  houve  diferenças
significativas entre os tratamentos e em comparação aos controles, demostrando que o desenvolvimento de
protocolos de vitrificação estão sendo bem-sucedidos. Este fato é considerado um resultado positivo, pois a
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vitrificação é um importante agente estressor podendo levar à degeneração folicular (SILVA et al., 2018).
No  tocante  aos  resultados  do  diâmetro  folicular,  somente  o  grupo  controle  e  os  folículos  pré-antrais
vitrificados na presença de polímeros sintéticos apresentaram crescimento positivo.
Com relação aos resultados acerca da viabilidade folicular, utilizando o corante azul de trypan, foi possível
observar que não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos.

CONCLUSÕES

A vitrificação utilizando os polímeros sintéticos pode ser considerada eficaz para evitar a formação de cristais
de  gelo.  Independentemente  da  categoria  folicular,  foi  observado  que  as  proteínas  anticongelantes
mantiveram a morfologia folicular normal após 6 dias de CIV.
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