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Resumo

Nos ultimos anos houve uma grande procura por métodos de preservacgdo da fertilidade
em virtude do aumento de casos de infertilidade, cerca de 15% da populagédo mundial, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), e gestacdes tardias. Sendo assim, técnicas de
criopreservacao de gametas ou de embrides excedentes de ciclos de estimulacdo ou fertilizagdes
in vitro séo utilizadas para esse fim. Desta forma, este estudo, tem como objetivo analisar,
descrever e comparar 0os métodos utilizados para a criopreservacao, o congelamento lento e a
vitrificacdo. Para isso, foram consultados artigos das bases de dados da Scielo, Pubmed, Science
Direct e Google Académico. Foram usados os descritores: “o0cito”, espermatozoide”,
“gametas”, “embrides”, “criopreservagdo”, “congelamento lento” e “vitrificagdo”. De acordo
com o levantamento de dados existentes na literatura, o uso da vitrificagdo possui mais
vantagens em relagdo ao congelamento lento, principalmente em relacdo ao tempo necessario
para realizacdo da técnica e os resultados obtidos em ciclos de fertilizagdo, além de minimizar

a formacdo de cristais de gelo e possuir taxas de sobrevivéncia celular, fertilizacdo,

desenvolvimento do embrido e gravidez melhores quando comparado ao congelamento lento.

Palavras-chave: congelamento lento; vitrificacdo; infertilidade; fertilizac&o.

1. INTRODUCAO

A infertilidade, atualmente, afeta entre 50 e 80 milhdes de pessoas no mundo, e cerca
de 8 milhdes de brasileiros, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS). Estima-se que a
causa da infertilidade relacionada a mulher é de 35%, ao homem 35%, relacionada a ambos é
de 20% e com causa desconhecida é de 10% 1.

Entre as causas de infertilidade feminina estdo: sindrome do ovario policistico,

insuficiéncia ovariana prematura, endometriose, obstrucdo tubdria, muco cervical



incompetente, anomalias no cariétipo, patologias uterinas, tumores malignos, malformacdes
anatbmicas, gravidez ectopica, abortos de repeticdo, auto-anticorpos e causa idiopatica.
Enquanto as causas masculinas incluem alteragdes no espermograma, criptorquidia, anomalias
enddcrinas, anomalias de cari6tipo, ejaculacdo retrégrada, anejaculacdo, azoospermia
obstrutiva, causa idiopatica, anomalias anatdbmicas e congénitas, tumores malignos e
azoospermia secretora?.

Sendo assim, os métodos para preservacdo da fertilidade tém grande importancia, ndo
sO para casais inférteis, como para pessoas que desejam ter filhos com idade mais avancada ou
que irdo passar por algum tratamento que comprometa a fertilidade, como, por exemplo, a
quimioterapia®, ou ainda mulheres sem parceiro, que podem recorrer ao banco de sémen.

Para realizar a preservacdo dos gametas e embrides, sdo usados dois métodos de
criopreservacdo, o congelamento lento, a primeira técnica desenvolvida para este fim, sendo
usada até hoje, que consiste no uso de baixas concentracfes de agentes crioprotetores e
equipamentos com taxa de resfriamento controlada®, e a vitrificacéo, técnica mais recente que
utiliza maiores concentragdes de crioprotetores e alta velocidade de resfriamento®. Existem dois
tipos de crioprotetores, os intracelulares (penetrantes), como glicerol, dimetilsulféxido
(DMSO) e propanodiol (PROH), possuem pequenas moléculas que atravessam a membrana
celular e substituem a &gua intracelular; e os extracelulares (ndo penetrantes), como sacarose,
polivinilpirrolidina (PVP) e dextran, que sao moléculas grandes que mantém um gradiente
osmotico extracelular que auxilia na desidratagao®.

Em virtude disso, 0 estudo e analise de ambas as técnicas € de suma importancia para
obtenc¢édo de melhores resultados na criopreservacdo de gametas e embrides. Nesse contexto, o

objetivo do presente estudo é realizar a comparagao entre estas técnicas.



2. METODOLOGIA

O trabalho foi construido através do levantamento de dados e informagdes encontrados
na literatura existente, onde foram realizadas pesquisas nas bases de dados da Scielo, PubMed,
Science Direct e Google Académico. Para a consulta bibliografica foram usados os seguintes
descritores: “odcito”, “espermatozoide”, “‘gametas”, “embrides”, “criopreservacao”,
“congelamento lento”, “vitrificacdo” e suas combinagdes, em inglés e portugués, durante os
meses de agosto e setembro de 2020.

Os artigos selecionados foram avaliados de modo a verificar os critérios de inclusdo, ou
seja, texto na integra, idioma (portugués e inglés), publicados de 1972 a 2020 e apresentar dados

sobre os métodos de criopreservacao. Foram excluidos os estudos que ndo obedeceram aos

critérios de inclusdo citados acima.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O congelamento lento foi uma técnica pioneira para a criopreservacdo de gametas e
embrides, descrita por Whittingham, Leibo e Mazur’ permanece sendo utilizada até hoje na
pratica clinica, com poucas alteracdes nas técnicas usadas.

Essa técnica utiliza baixas concentracGes de crioprotetores, uma velocidade de
resfriamento lenta (o que faz com que o tempo necessario para sua realizacao seja mais longo,
em torno de 3 horas) e utiliza a técnica de seeding (inducdo da formacéo de cristais de gelo).
Para realizagdo do congelamento geralmente s@o necessarios freezers programaveis, tornando
0 custo para sua realizagdo mais alto.

A vitrificagdo é uma metodologia mais recente, que utiliza uma alta concentragdo de
crioprotetores e um rapido congelamento, e foi desenvolvida por Rall e Fahy®, porém s6 obteve

sucesso apos alteragdes por Ali e Shelton®. Essa é uma técnica extremamente rapida, levando



em média 15 minutos para ser realizada, além de ser mais segura e ter menor custo em relagéo
ao congelamento lento.

Os artigos citados nas tabelas 1 e 2, demonstram uma similaridade em relagdo aos
crioprotetores utilizados, como o propanodiol (PROH), dimetil sulféxido (DMSO), etileno
glicol (EG) e sacarose, tanto no congelamento lento, quanto na vitrificacéo.

Na tabela 1, foi realizada uma comparacdo das técnicas descritas em relagdo a
criopreservacdo de embrides. Uma andlise geral dos dados mostra uma maior sobrevida de
embrides apds a vitrificacdo em relacdo ao congelamento lento, bem como no nimero de
gestacgoes.

No estudo de Debrock et al*®. foram usadas 307 pacientes no total, dessas, 155 pacientes
(480 embrides) foram designadas para congelamento lento e 152 pacientes (495 embriGes) para
vitrificacdo. AplGs a criopreservacdo e descongelamento, nota-se uma maior taxa de
sobrevivéncia nos embrides que foram vitrificados (84%) em relagéo aos que passaram por
congelamento lento (52%). A taxa de embrifes que permaneceram intactos apds o
descongelamento também foi maior na vitrificacdo, 75%, enquanto no congelamento lento foi
de 28%.

Wilding et al'’. analisou os dados de 262 ciclos de reproducéo assistida, nesse estudo, €
observada uma taxa de nascidos vivos levemente maior apds transferéncia utilizando embrides
vitrificados, 37%, do que as criopreservacdes por congelamento lento, 35%.

Ao contrario dos demais estudos, Zhu et al*?. conclui que a vitrificagio ndo deve substituir
totalmente o congelamento lento para criopreservacdo de embrides, visto que o potencial de
implantacdo de embriGes forneceu evidencias adicionais para a continuidade do uso do
congelamento lento.

O estudo de Li et al.* demonstra um maior niimero de gestacdes oriundas de transferéncia

de embri&o vitrificado (32%) do que as gestacOes por embrido que passou por congelamento



lento (23%). Além disso, os embrides vitrificados obtiveram melhores resultados em relacédo

aos embrides transferidos a fresco.

Tabela 1 — Comparagéo entre congelamento lento e vitrificagdo de embrides

. . x . Embrides Embrides Embrides N° de ) d~e
Autor/ Ano Periodo Criopreservacdo Crioprotetor . NI gestacdes/
congelados descongelados sobreviventes transferéncias ; ;
nascidos vivos
Setembro  COngelamento - PROH; : 200 105 . 10
Debrock et 2011 — lento sacarose
al. (2015) marco 2013  Vitrificagdo DMSO0, EG, - 217 183 - 35
sacarose
Wilding et 2UIN0~ Co”ﬂe'ame”to - 382 162 141 48 17
al. (2010) dezembro lento
' 2009 Vitrificagdo - 320 158 147 51 19
Janeiro
2010 - Congelamento PROH, i i i 596 184
dezembro lento sacarose
Zhu et 2013
al. (2015) janeiro
2012-  Viificagio o o0 i : i 485 198
junho 2014
Janeiro Congelamento
Liet 2009- lento - - 18971 - 26351 2766/2065
al. (2014) de;%Tfm Vitrificago - - 13548 - 22265 6537/4955

Na tabela 2 esta representada a comparacdo entre congelamento e vitrificacdo em

relacdo a criopreservacao de odcitos, assim como no caso da criopreservacdo de embrides, a

vitrificacdo aparece como melhor alternativa de congelamento para esses gametas.

O estudo de Nagy et al*. analisou 193 pacientes que passaram por fertilizago in vitro

utilizando odcitos criopreservados (doados ou préprios), através do registro HOPE (do inglés,

Human Oocyte Preservation Experience), desenvolvido para coletar informacdes sobre

resultados de ciclos de técnicas de reproducgdo assistida que usaram odcitos criopreservados.

Nesse estudo, foi notado uma maior taxa de gestacdes a partir de ciclos com odcitos vitrificados

(60%) em relacdo aos ciclos com odcitos que foram congelados lentamente (30%).

A analise dos estudos de Fadini et al.’® e de Grifo et alf,

mostra uma maior

sobrevivéncia apds o descongelamento de odcitos que foram vitrificados (78% e 95%,



respectivamente), enquanto a sobrevivéncia apds o congelamento lento foi de 57% e 88%,

respectivamente.

Tabela 2 — Comparacgéo entre congelamento lento e vitrificagdo de odcitos.

O6citos Odcitos N° de N° de
Autor/ Ano  Periodo Criopreservacdo Crioprotetor N° de ciclos . transferéncias ~
descongelados sobreviventes L gestacdes
de embrido
Nagy et Junho 2_008 Conglelamento i 40 312 i i 12
al. (2017) ~ malo _lento
' 2012 Vitrificagdo - 94 694 - - 57
Abril 2004
_ dezembro Conglz'n""tr;e“to RO, 286 1348 780 224 17
Fadini et 2006
al. (2009)  Janeiro —
dezembro Vitrificagédo EG, PROH, 59 285 225 55 10
sacarose
2007
. Setembro  Congelamento PROH,
a(IBr(I;(())f(t)) 2004 — lento sacarose i 159 140 28 i
' agosto 2006  Vitrificagédo EG, DMSO - 163 155 25 -

A tabela 3 apresenta um comparativo entre amostras de espermatozoides que passaram
por criopreservacao (congelamento lento ou vitrificagcdo) e amostras frescas.

A motilidade é o principal parametro de avaliacdo usado nos estudos presentes na tabela,
na maioria dos casos, houve menor perda na motilidade nos espermatozoides que foram
vitrificados, exceto no estudo de Le et al.”, onde a menor perda de motilidade ocorreu nos
espermatozoides que passaram por congelamento lento, apesar disso, a viabilidade dos
espermatozoides vitrificados foi maior nesse estudo.

Karthikeyan et al.'® avaliou a vitalidade, que apresentou menor perda apdés a
vitrificacdo, enquanto Riva et al.!® avaliou a concentracdo de espermatozoide, onde houve
pouca diferenca entre a vitrificacdo e o congelamento lento, porém apresentou grande diferenca

se comparada as amostras frescas.



Tabela 3 — Comparacgéo entre amostras frescas e criopreservadas por congelamento lento ou
vitrificacdo de espermatozoides.

Concentracdo de

o -
Autor/ Ano Periodo NP Criopreservacdo  Motilidade (%) Vitalidade (%0) VIELIEElE espermatozoide
amostras (%) (108/ml)
Karthikevan et Novembro Fresco 49,5 72 - -
al (20{9) 2013 —junho 40 Congelamento lento 8 20,5 - -
' 2014 Vitrificagdo 27 42 - -
Riva et al Fevereiro — Fresco 51 - - 88,3
(2018) ' dezembro 42 Congelamento lento 16,6 - - 39
2015 Vitrificagdo 34,7 - - 38,8
Mohamed®  Abril - IFresco | 2 ] ] ]
(2015)  outubro 2013 33 Congelamento lento 31 i i i
Vitrificagdo 34 - - -
Fresco 29 - 86 -
Le et al. (2019) O_u;létr)irlo;:)(il?G 105 Congelamento lento 14,91 - 55,46 -
Vitrificagdo 9,78 - 41,35 -

Os valores de referéncia para os parametros utilizados sdo: motilidade de >40% de

espermatozoides moveis, vitalidade >58% e concentracio de > 15 x 10°® espermatozoides/mL??.

4. CONCLUSAO

A partir da analise dos estudos pode-se concluir que apesar da grande importancia do
congelamento lento para a criopreservacao, a técnica tem sido amplamente substituida pela
vitrificacdo, mesmo que nao totalmente. E foi observada uma similaridade em relacdo aos
crioprotetores utilizados, tanto no congelamento lento, quanto na vitrificacdo de odcitos e
embrides.

A réapida velocidade de congelamento da técnica, além do baixo custo e ndo necessitar
de equipamentos especificos, sdo as grandes vantagens da vitrificagcdo sobre o congelamento,
além disso, apresenta desvantagens, como a alta concentracdo de crioprotetores, 0 que pode
apresentar toxicidade para as células.

Em conclusdo, apesar da vitrificagdo apresentar melhores resultados e possuir diversos
beneficios, o congelamento lento ndo deve ser deixado de lado, pois ainda apresenta grande

utilidade para criopreservacdo de embrides e gametas, principalmente devido a baixa



concentracdo de crioprotetores necessaria, o que evita danos celulares decorrentes da toxicidade

dos crioprotetores, que pode ocorrer na vitrificagao.
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