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RESUMO 

DAMASCENO, Tuanny Creusa Medeiros. Análise da viabilidade de oócitos ovinos 

após criopreservação em meio alternativo contendo ACP-408®. 2017. 48f. 

Dissertação (Mestrado em Ciência Animal) – Programa de Pós-graduação em Ciência 

Animal, Universidade Federal do Piauí, Teresina, 2018. 

 

Objetivou-se analisar a viabilidade de oócitos ovinos submetidos a criopreservação lenta 

em meio alternativo contendo ACP-408® após descongelação. Foram coletados 188 

ovários de 94 ovelhas púberes de abatedouros da microrregião de Teresina-PI. Os ovários 

foram transportados ao laboratório em garrafa térmica contendo solução fisiológica a 

37ºC e 30 µg/mL de sulfato de gentamicina. Posteriormente, os folículos foram 

puncionados para obtenção dos Complexos Cumulus Oócitos (CCOs), com agulha de 

calibre 21G acoplada a seringa de 5mL. Logo, o aspirado foi depositado em tubos tipo 

falcon de 15 mL, por um período de 15 minutos para que houvesse decantação dos CCOs. 

O sedimento foi aspirado através de pipeta e colocadas em placas de Petri, onde foram 

avaliados e classificados por meio de um estereomicroscópio. Após a classificação, os 

CCOs foram separados em três grupos: Grupo I (Glicerol/Controle), Grupo II 

(Etilenoglicol), Grupo III (Etilenoglicol + ACP-408®) e envasados em palhetas de 0,25 

mL. Seguidamente foram submetidos a criopreservação lenta, em curva de 

criopreservação específica para embriões em aparelho TK-3000®. Os oócitos foram 

descongelados e avaliados através das sondas de iodeto de propídeo e diacetato de 

carboxifluresceína. Foram recuperados 190 COCs com taxa de recuperação de 2,02 COCs 

por par de ovários. Na análise de viabilidade com sondas fluorescentes, o grupo contendo 

etilenoglicol e ACP-408® obteve resultado de 18,51%, enquanto os grupos contendo 

etilenoglicol e glicerol obtiveram taxas de viabilidade de 12,5% e 9,09%, 

respectivamente. Portanto, o grupo contendo ACP-408® e etilenoglicol demonstrou uma 

taxa de viabilidade de oócitos ovinos semelhantes aos crioprotetores padrões comerciais, 

pós descongelação. 

 

 

Palavras-chave: Oócitos; Ovinos; Água de coco em pó. 
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ABSTRACT 

DAMASCENO, Tuanny Creusa Medeiros. Analysis of the viabilit of oocytes sheep 

after criopreservation in alternative environment containing ACP-408 ®. 2017. 48f. 

Dissertation (MSc. in Animal Science), Federal University of Piauí, Teresina, 2017. 

 

The objective of this study was to analyze the viability of ovine oocytes submitted to slow 

cryopreservation in an alternative medium containing ACP-408® after thawing. 188 

ovaries were collected from 94 pubescent sheep from the Teresina-PI micro-region. The 

ovaries were transported to the laboratory in a thermos flask containing physiological 

solution at 37ºC and 30μg / mL of gentamicin sulfate. Afterwards, the follicles were 

punctured to obtain the Cumulus Oocyte Complexes (CCOs), with a 21G gauge needle 

attached to a 5mL syringe. The aspirate was then placed in 15 mL Falcon tubes for a 

period of 15 minutes for of the CCOs. The sediment was aspirated through a pipette and 

placed in Petri dishes, where they were evaluated and classified by means of a 

stereomicroscope. After classification, the CCOs were separated into three groups: Group 

I (Glycerol / Control), Group II (Ethylene Glycol), Group III (Ethylene Glycol + ACP-

408®) and packed in 0.25 mL vats. Then they were submitted to slow cryopreservation, 

in a cryopreservation curve specific for embryos in TK-3000® apparatus. The oocytes 

were thawed and evaluated through propidium iodide probes and carboxyurelscein 

diacetate. A total of 190 COCs were recovered with a recovery rate of 2.02 COCs per 

ovarian pair. In the feasibility analysis with fluorescent probes, the group containing 

ethylene glycol and ACP-408® obtained a result of 18.51%, while the groups containing 

ethylene glycol and glycerol obtained viability rates of 12.5% and 9.09%, respectively. 

Therefore, the group containing ACP-408® and ethylene glycol demonstrated a sheep 

oocyte viability rate similar to standard commercial cryoprotectants after thawing. 

 

Keywords: Oocytes; Sheep; Coconut water powder. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O registro do rebanho nacional de ovinos no Brasil é de 18 milhões de animais no 

país, dos quais 11,6 milhões estão no Nordeste (IBGE, 2016). Nesse contexto, a 

ovinocultura, no Brasil, tem se intensificado nos últimos anos, destacando-se entre os 

variados ramos do agronegócio, principalmente por suas características de ciclo produtivo 

curto o que resulta no giro financeiro rápido, alta lucratividade e boa adaptabilidade 

animal, além da viabilização de pequenas propriedades, o que faz da ovinocultura uma 

das atividades pecuárias com retorno econômico garantido (ROCHA, 2014). 

Entretanto na região Nordeste o sistema adotado pelos produtores ainda é na 

maioria das vezes, o de criação extensivo e alguns semi-intensivos, com técnicas 

rudimentares de produção e reprodução, resultando em baixo valor genético dos animais 

produzidos. Diante disso, é necessário assumir estratégias reprodutivas práticas e 

lucrativas, objetivando aumentar os índices produtivos acompanhado com o progresso 

genético (CROCOMO et al., 2012). 

Nesse cenário, as biotecnologias reprodutivas são ferramentas tecnológicas 

capazes de promover  resultados amplos em programas de melhoramento genético de 

rebanhos ovinos (PARAMIO; IZQUIERDO, 2016) e para isso, estudos têm sido 

realizados visando facilitar o uso do gameta feminino e, atualmente, a técnica mais 

promissora é a criopreservação de oócitos, desejável por razões biológicas e comerciais, 

que consiste no armazenamento e na preservação de materiais biológicos sob baixas 

temperaturas como em nitrogênio líquido, que é utilizada (-196°C) , permitindo que as 

células vivas reduzam drasticamente seu metabolismo (FAUSTINO et al., 2011).  

A disponibilidade de oócitos viáveis após a criopreservação permitiria maior 

flexibilidade em experimentos que exigem o uso simultâneo de grande número de 

gametas, aumentando a viabilidade de materiais para pesquisa básica, além de permitir o 

estabelecimento de um banco de oócitos (FAGUNDES et al., 2004), propiciando a 

conservação de material genético para banco germoplasma com a função de preservar os 

recursos genéticos de espécies em risco de extinção e possibilitar o transporte de material 

genético a vários países, diminuindo a ocorrência de riscos sanitários (PRADIEÉ, 2013). 

             Segundo Freitas et al. (2013) durante o processo de criopreservação é necessário 

diminuir ao máximo a transformação da água intracelular das células em cristais de gelo 

quando realizado o processo de resfriamento, pois à medida em que a temperatura 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X16300589
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X16300589
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decresce, o tamanho dos cristais de gelo aumenta o que representa um risco à integridade 

das membranas e organelas. Em razão disso a adição de um agente crioprotetor representa 

um fator chave para o sucesso da criobiologia, sendo indispensável sua presença para que 

as células possam resistir às injúrias resultantes do procedimento de criopreservação. E 

devido as dificuldades de se reduzir ou evitar injúrias celulares provocadas ao longo do 

processo de criopreservação, faz-se necessária a realização de novos estudos a fim de se 

buscar alternativas de soluções viáveis para criopreservação de oócitos, bem como de 

outros tipos celulares e/ou tecidos. No presente estudo, o meio crioprotetor utilizado, será 

adicionado ao ACP-408® (água de coco de forma liofilizada).  

Recentes estudos realizados com a água de coco aplicadas a reprodução animal 

revelam que a mesma pode ser utilizada com sucesso na preservação de diversos tipos 

celulares (CESAR et al., 2015). Uma das principais propriedades da água de coco é 

atribuída à atividade antioxidante, por seu conteúdo de ácido ascórbico e glutationa 

(SILVA et al., 2010). Nesse sentido, a realização desse estudo foi de contribuir para a 

área de criobiologia e a utilização do ACP-408® poderia incentivar pesquisas para tal 

finalidade, referente reprodução animal e auxiliar na implementação de um protocolo 

viável de congelação lenta, além de viabilizar a implantação de bancos de germoplasma 

animal. 

Essa dissertação apresenta a seguinte estrutura formal: uma introdução contendo 

o objetivo; Revisão de literatura; Capitulo I, contendo o artigo intitulado: Análise da 

viabilidade de oócitos ovinos após criopreservação em meio alternativo contendo ACP-

408®; além de; Considerações finais; Referências e Anexos. O capítulo foi organizado na 

forma de artigo científico de acordo com as normas do periódico internacional “Small 

Ruminant Research” (QUALIS 2014: 0921-4488, SMALL RUMINANT RESEARCH, 

ZOOTECNIA/RECURSOS PESQUEIROS, CLASSIFICAÇÃO: A2).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Morfofisiolagia do complexo cúmulus oócito (CCO) 

O oócito é o gameta feminino, constituído pelo ooplasma, pela zona pelúcida, 

membrana plasmática, e núcleo, apenas visível no oócito imaturo. As diversas organelas 

que o constituem apresentam uma distribuição celular diferente de acordo com a fase em 

que se encontra o oócito. Esta célula contém forma esférica e devido a isso, tem uma 

elevada razão de área/volume de superfície, sendo cercada por uma zona pelúcida, por 

um conjunto de células denominada corona radiata e várias camadas de células granulosa 

que formam os complexos cumulus oócitos (SILVA, 2015). É considerado a maior célula 

existente nos mamíferos (MOUSSA et al., 2014). 

             As interações que ocorrem entre as células do cumulus (CC) e oócito desses 

complexos citado, acontecem ininterruptamente e desempenham um papel importante na 

aquisição de competência do oócito. A comunicação mantida entre o oócito e CC por 

meio de uma extensa rede de junções gap comunicantes, permite a passagem de duas vias 

de transferência de moléculas pequenas e são essenciais para o seu crescimento e posterior 

fertilização (PRATES et al., 2013). Isto é extremamente importante para a obtenção de 

alta qualidade dos oócitos, capaz de suportar a maturação (LOURENÇO, 2012). 

            Souza-Fabjan et al. (2016), relata que foi previamente demonstrado em ratos, 

bovinos, e os porcos que a remoção de CC no começo da maturação in vitro (MIV) é 

prejudicial para a fecundação e desenvolvimento embrionário. No entanto, dependendo 

da finalidade biotecnológica, a remoção de CC pode ser necessária. 

           Bioquimicamente a estrutura da zona pelúcida da maioria de oócitos e mamíferos 

é bastante simples, composta por três glicoproteínas, ZP1, ZP2, ZP3, as quais se 

combinam para formar uma camada em torno do oócito em crescimento. A proteína ZP3 

é responsável pela ligação espécie-específica entre o espermatozoide e a zona pelúcida e 

estimula também a absorção de cálcio, induzindo o espermatozoide a sofrer a reação 

acrossômica (liberação das enzimas hidrolíticas do acrossomo que auxiliam o 

espermatozoide a atravessar a zona). A reação acrossômica ativa diversas proteínas que 

se ligam ao ZP2, mantendo o espermatozoide fortemente ligado a zona. A ligação entre 

as membranas causa uma despolarização imediata da membrana do oócito em decorrência 

da abertura dos canais de íons, ocasionando um rápido bloqueio da poliespermia. Além 

disso, o aumento de cálcio citosólico gera um segundo bloqueio espermático de longa 
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duração, chamada de reação cortical, que é uma mudança nas propriedades da zona 

pelúcida que a torna impermeável a outros (KOHAYA et al., 2011).  

A fusão do oócito com o espermatozoide ocorre após a penetração, 

especificamente pelo contato entre o segmento equatorial do gameta masculino e a 

membrana plasmática do gameta feminino. O oócito ativado pela presença do 

espermatozóide responde inicialmente com a despolarização da membrana plasmática, 

com o aumento das oscilações intracelulares de cálcio, exocitose dos grânulos corticais, 

aumento do pH intracelular e síntese proteica (COX et al., 1993). 

Em seguida, para impedir a penetração de mais de um gameta (polispermia), 

observa-se despolarização da membrana vitelina após a fecundação, fenômeno 

denominado de bloqueio vitelínico. O segundo bloqueio resulta da reação cortical, após 

a penetração espermática. Essa fusão envolve toda a superfície do oócito, a partir do ponto 

da fusão espermatozoide/oócito. O conteúdo dos grânulos corticais possui enzimas que 

irão, provocar hidrólise parcial das proteínas da zona pelúcida, sendo transformadas em 

ZP1F, ZP2F e ZP3F). O espaço perivitelínico, região entre a zona pelúcida e a membrana 

plasmática da célula, apresenta microvilosidades em toda a sua extensão (responsáveis 

pelo aumento da área de contato para facilitar a obtenção dos nutrientes que vêm do meio 

externo (PORTO, 2015). 

2.2 Métodos de obtenção e classificação de oócitos 

Várias técnicas para obtenção de CCOs podem ser utilizadas, e estas influenciam 

na quantidade e na morfologia dos CCOs recuperados e, consequentemente, na 

competência no desenvolvimento oócitário (FERRAZ et al. 2016). Em ovários oriundos 

de abatedouro, os COCs podem ser obtidos por meio da técnica do fatiamento dos ovários 

(slicing) ou do método da aspiração folicular com agulha acoplada à seringa ou bomba a 

vácuo (BERNARDI, 2005).  

De acordo com Wani, (2000), a técnica de slicing ovariano, possibilita o acesso a 

folículos localizados profundamente dentro do córtex do ovário, resultando na 

recuperação de maior quantidade de COCs do que o método da aspiração folicular com 

agulha acoplada à seringa, no qual ainda há maior possibilidade de perda de COCs. 

Entretanto, esse método possui a desvantagem de ser uma técnica demorada além de gerar 

muitos debris, os quais dificultam a posterior identificação dos COCs, somado a isso há 

a necessidade de maior treinamento do indivíduo que a efetua (WANI, 2002).  
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Outra técnica utilizada é de aspiração folicular, sendo esta considerada mais 

simples, rápida e permite a obtenção de COCs de melhor qualidade, caracterizada pela 

presença de generosa quantidade de células do cumulus. A quantidade e a qualidade dos 

COCs recuperados por meio da aspiração folicular dependem, entretanto, dos aspectos 

físicos envolvidos em tal técnica, podendo haver discrepância entre autores com relação 

aos resultados obtidos (RODRIGUEZ et al, 2015). 

No que diz respeito ao processo in vivo, os COCs são recuperados por meio da 

aspiração folicular com bomba a vácuo, podendo ser realizada por laparoscopia ou 

laparotomia. Esta última de uso questionável por ser uma técnica cirúrgica invasiva que 

predispõe a aderências ovarianas, dificulta colheitas repetidas e pode levar as doadoras à 

infertilidade, o que resulta em uma técnica não satisfatória (ARAÚJO et al., 2015). 

Atualmente preconiza-se a foliculocentese laparoscópica, ou seja, a recuperação 

de COCs por meio da aspiração folicular com agulha acoplada à bomba a vácuo guiada 

por laparoscópio, também conhecida como laparoscopia guiada por ultrassonografia 

(LOPU), foi relatada pela primeira vez em ovinos em 1974. Caracteriza-se por ser uma 

técnica minimamente invasiva, podendo ser realizada sucessivas vezes sem comprometer 

a fertilidade das fêmeas doadoras. Porém exige mão de obra qualificada e o uso de 

equipamentos de elevado custo. Este procedimento permite a produção de cordeiros a 

partir de fêmeas de alto valor genético, nas quais os procedimentos convencionais de 

produção e transferência de embriões não são aplicáveis, como é o caso de fêmeas pré-

púberes, gestantes, e de fêmeas com infertilidade temporária ou irreversível 

(BALDASSARE, 2008). 

A colheta oocitária também pode ser realizada por punção folicular guiada por 

ultrassonografia via vaginal, porém são necessárias melhorias nessa técnica, pois a 

quantidade de estruturas adquiridas com essa técnica, é mais baixa que o obtido por 

laparoscopia (GONÇALVES et al., 2008). Posteriormente a etapa de obtenção oocitária, 

faz-se necessário a classificação desses oócitos. Pois há grandes variações quanto aos 

padrões morfológicos de qualidade de oócito entre as espécies. A classificação dos COCs 

mais utilizada na área de pesquisa, é segundo o Manual da Sociedade Internacional de 

Transferência de Embriões (STRINGFELLOW; GIVENS, 2010), em uma escala de 1 a 

4 (Figura 1) considerando as características das células do cumulus (cobertura do oócito) 

e do citoplasma (ooplasma) do oócitos.  Oócitos com qualidade 1, são aqueles com 

cumulus compacto presente, contendo mais de três camadas de células, ooplasma com 

granulações finas e homogêneas, preenchendo o interior da zona pelúcida e de coloração 
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marrom.  Já os oócitos de qualidade 2, são aqueles de cumulus compactos parcialmente 

presentes em volta do oócito ou rodeados por completo, com menos de três camadas 

celulares, ooplasma com granulações distribuídas de modo heterogêneo. Já nos oócitos 

de qualidade 3, as células do cumulus estão presentes, porém expandidas, apresenta 

ooplasma contraído, degenerado ou fragmentadoe os oócitos de qualidade 4, são aqueles 

com oócitos desnudos e ausência de células do cumulus. 

 

 

 

 No que se refere a qualidade do oócito recuperado, esta se dá por meio de muitas 

características , mas principalmente pela presença ou ausência de células do cumulus. A 

função destas células no desenvolvimento completo da competência dos oócitos tem sido 

investigado (GOTTARDI et al., 2012). Nunes et al., (2010) relata que em pequenos 

ruminantes, os oócitos sem expansão das células do cumulus, citoplasma uniforme, 

levemente granulado e coloração homogênea são geralmente selecionados para 

maturação. 

2.3 CRIOPRESERVAÇÕES DE OÓCITOS 

2.3.1 Princípios gerais da criopreservação 

A criopreservação de oócitos é muito importante na preservação das espécies em 

risco de extinção e na preservação dos recursos genéticos em animais selvagens e 

domésticos, constituindo uma ferramenta importante no desenvolvimento de técnicas 

eficientes de reprodução assistida (CARRILHO, 2013).  

Atualmente a criopreservação dos oócitos pode ser realizada por dois métodos: a 

congelação lenta e a vitrificação. Na criopreservação lenta, são utilizadas baixas taxas de 

resfriamento e baixas concentrações de crioprotetores (SARAGUSTY; ARAV, 2011) e a 

capacidade de um material biológico sobreviver ao processo de criopreservação está 

diretamente ligada à sua resistência às etapas do procedimento de congelação lenta 

utilizado. Esse processo é constituído por cinco etapas fundamentais: 1) exposição ao 

Figura 1 - Classificação de oócitos de acordo com, Stringfellow e Givens. A: Grau I, B: Grau II, C: Grau 

III, D: Grau IV. Fonte: Stringfellow e Givens, 2010. 
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agente crioprotetor; 2) resfriamento e redução gradual da temperatura; 3) estocagem em 

nitrogênio (N2) líquido a -196º C; 4) descongelação ou aquecimento e 5) remoção do 

agente crioprotetor. O outro processo de criopreservação, a vitrificação, é a solidificação 

de uma solução, a uma temperatura muito baixa, utilizando concentrações muito elevadas 

de crioprotetores impedindo a formação de cristais de gelo, através do aumento da 

viscosidade conseguida por velocidades de arrefecimento muito elevadas (MUKAIDA; 

OKA, 2012). Essa ausência de cristais de gelo é resultado da passagem do fluido para um 

estado sólido não estruturado semelhante a um vidro, fenómeno que dá nome à técnica 

(SILVA, 2015).  

A criopreservação envolve o controle de muitas variáveis como o tipo de 

criprotetor utilizado, o método empregado para a sua adição e remoção, as taxas de 

arrefecimento e aquecimento, a fase de desenvolvimento dos oócitos, a presença ou 

ausência de células de cumulus entre outros. E o desenvolvimento de métodos bem 

sucedidos para a criopreservação de oócitos requer a compreensão dos efeitos de cada 

variável e a interação entre eles (DÍEZ et al., 2005, 2012). 

  A criopreservação de oócitos imaturos aponta grandes vantagens quanto, a pós 

criopreservação e descongelação, pois estes podem sobreviver e serem posteriormente 

maturados (MOAWAD et al., 2012). Na espécie caprina por exemplo, os oócitos imaturos 

obtiveram uma taxa significamente maior de sobrevivência e morfologias normais após 

o processo de criopreservação por vitrificação, indicando melhor resistência a crioinjúria 

(SANTOS et al., 2006). 

         Entretanto, a criopreservação de oócitos da maioria das espécies de mamíferos tem 

sido desafiadora devido à sua extrema sensibilidade a baixas temperaturas durante o 

processo de criopreservação. Além disso é uma tecnologia em desenvolvimento que 

necessita ainda, de muitos estudos para a evolução e a adaptação de diferentes protocolos 

de criopreservação de gametas de acordo com as características de cada espécie (CIANI 

et al., 2012). 

2.3.2 Criopreservação lenta 

Em 1949, alguns pesquisadores como Christopher Polge, descobriram por engano 

a propriedade crioprotetora de glicerol e assim abriu o campo de congelação lenta. Esta 

técnica possui a vantagem da utilização de baixas concentrações de crioprotetores, os 

quais são associados com toxicidade química e choque osmótico e proporciona resultados 
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aceitáveis para oócito de espécies que não são sensíveis ao frio, por exemplo: rato, gato, 

coelho e humano, enquanto que os maus resultados foram relatados em outras espécies e, 

em especial, aqueles são sensíveis ao resfriamento, por exemplo: suínos, bovinos (ARAV, 

2014). 

Santos et al. (2006), descreveram que o método de congelação mais utilizado para 

gametas femininos é o lento, onde as células são expostas a baixas concentrações de 

crioprotetor, por um período que varia de 20 a 60 minutos, acondicionadas em congelador 

programável estabilizado a temperatura de -5ºC, seguido de cristalização manual com 

objeto metálico congelado em nitrogênio líquido e de resfriamento lento (0,5ºC/min) até 

-32ºC. As células ou tecidos criopreservados devem ser descongelados de forma rápida, 

a fim de reduzir a ação tóxica dos agentes criopreservantes (ALVES, 2010). 

Entretanto, possui como desvantagem, o tempo de exposição do oócito para os 

crioprotetores. Em razão disso, a taxa de refrigeração ideal deverá ser lenta o suficiente 

para permitir a desidratação e para evitar a congelção intraelular, mas rápido o suficiente 

para evitar os efeitos de toxicidade dos crioprotetores. Vale ressaltar, que a sobrevivência 

de alguns tipos de células é reduzida, mesmo antes do inicio da congelação (AIDAR, 

2015). 

2.3.3 Vitrificação (Criopreservação ultrarrápida) 

A Vitrificação é um método de criopreservação para se atingir uma rápida 

preservação do material sem a necessidade de aparelhos programáveis de congelação em 

que a velocidade de redução da temperatura é brusca (aproximadamente -23000˚C / min). 

Essa técnica induz a solidificação de uma solução de extrema viscosidade, que a baixas 

temperaturas, minimiza a formação de cristais de gelo. Este processo é obtido por uma 

combinação de concentrações elevadas de agentes crioprotetores, juntamente com taxas 

de resfriamento ultrarrápidas. Adicionalmente, a vitrificação combina vantagens como a 

facilidade de uso e melhor relação custo-benefício, o que garante uma maior flexibilidade 

para amostras que exigem criopreservação imediata (VAJTA et al., 1998; BHAT et al., 

2005; GRIVEAU et al., 2015).  

Existem muitos fatores que influenciam a eficiência da vitrificação, entre estes 

estão os crioprotetores, técnicas, volume da solução de criopreservação, tempo de 

procedimento e variáveis que dependentes do tipo celular (oócito ou embrião). Entretanto 

o problema do estresse osmótico resultante da exposição a elevadas concentrações de 
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crioprotetores pode levar a alterações dramáticas no volume celular durante o equilíbrio 

(PRENTICE-BIENSCH et al., 2012). Além disso, uma taxa de resfriamento ultrarrápida 

pode ser considerada como um dos requisitos para o sucesso da vitrificação (SEKI; 

MAZUR, 2012). Em razão disso, estratégias utilizadas na vitrificação, como a associação 

de crioprotetores, ótimo tempo de exposição e aumento na taxa de resfriamento, são 

comumente empregados objetivando reduzir a toxicidade e lesão osmótica induzida ( 

ARAV, 2014). 

2.4 Crioprotetores 

O sucesso da criopreservação lenta depende de uma delicada e complexa interação 

entre importantes variáveis, que envolve tanto questões físicas, como o volume da solução 

de criopreservação e as taxas de resfriamento. Além disso, para reduzir ou evitar as 

injúrias induzidas pelas baixas temperaturas é essencial a adição de substâncias que 

proporcionem uma crioproteção celular durante a redução da temperatura. Essas 

substâncias, conhecidas como agentes crioprotetores são de suma  importância para o 

sucesso da criopreservação, a adição de um agente crioprotetor representa um fator 

influente para o sucesso da criobiologia, sendo indispensável sua presença para que as 

células possam resistir às injúrias resultantes do procedimento de criopreservação que 

agem protegendo a célula durante o período de estocagem em baixas temperaturas, 

prevenindo a formação de gelo intracelular e possíveis danos causados pela desidratação 

( JARK et al., 2016). 

Entretanto, os metabólitos resultantes da degradação dos crioprotetores pela célula 

podem ser tóxicos para as células, sendo este um fator limitante para o sucesso da 

utilização dos mesmos. Nesse contexto, dependendo do local de ação, os crioprotetores 

podem ser classificados como penetrantes ou não penetrantes (DUAN et al., 2017). 

2.4.1 Crioprotetores penetrantes (intracelulares) 

Os crioprotetores penetrantes são solventes orgânicos de baixo peso molecular 

que possuem a capacidade de penetrar na célula, ou seja, atuam substituindo parcialmente 

a água no interior da célula e ligam-se ao hidrogênio das moléculas de água intracelular, 

aumentando a viscosidade da solução de congelação, consequentemente, reduzindo o 

ponto de congelação da mesma, promovendo a estabilização para que não ocorra o 

rompimento no momento da congelação Além disso, os crioprotetores também agem 
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prevenindo a exposição do material a altas concentrações de eletrólitos, através da ligação 

aos próprios eletrólitos ou pela substituição parcial pela água. Dentre os crioprotetores 

penetrantes destacam-se, o etilenoglicol, glicerol, o dimetilsulfóxido e o propanodiol 

(AYE et al., 2010), com exceção do glicerol 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). 

O etilenoglicol (1,2-etanodiol) com peso molecular 62,1, é um álcool que possui 

quatro pares de elétrons isolados, os quais podem ligar a mais elétrons isolados. Tem sido 

considerado o mais empregado para a conservação de folículos ovarianos pré-antrais 

isolados ou inclusos em tecido ovariano, oócitos e embriões, obtendo-se resultados 

satisfatórios e promissores. Isso devido, principalmente ao seu baixo peso molecular 

quando comparado a outros crioprotetores, o que promove rápida entrada   e   saída   na   

célula   durante   o   período   de   equilíbrio   e   reidratação, respectivamente, o que 

permite a reidratação direta após o aquecimento (VOELKEL; HU, 1992).  

Outro crioprotetor bastante utilizado e aceitável é o glicerol, ou 1,2,3-propanotriol 

(C3H8O3) ocorre naturalmente em formas combinadas, como com ácidos graxos nos 

triglicerídeos, em todos os óleos graxos animais e vegetais, sendo isolado quando estes 

óleos são saponificados com hidróxido de sódio ou potássio no processo de manufatura 

de sabões. O glicerol possui peso molecular 92, l e é considerado o crioprotetor padrão 

na criopreservação de gametas masculinos (COSTA et al., 2002). 

E em razão disso, vários pesquisadores realizaram experimentos para verificar a 

sua eficiência na criopreservação de células. Amorim et al. (2006) avaliando a eficiência 

do glicerol na preservação de folículos primordiais isolados ovinos, obtiveram taxas de 

sobrevivência altas. Rodrigues et al. (2004) utilizando glicerol na espécie ovina, e na 

congelação de tecido ovariano caprino, demonstraram que é possível preservar folículos 

pré-antrais inclusos no tecido, de folículos morfologicamente normais, mantendo também 

a normalidade das características ultraestruturas. E Gonçalves et al. (2014) afirmaram que 

a congelação em glicerol é o método mais difundido para a criopreservação de embriões 

bovinos. 
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2.4.2 Crioprotetores não penetrantes (extracelulares) 

 

Com o objetivo de otimizar a eficácia das soluções de congelação, frequentemente 

são utilizadas substâncias que, apesar de não penetrarem na célula, auxiliam no processo 

de criopreservação. Nessa categoria destacam-se: sacarose, glicose e água de coco em pó 

que possuem ação crioprotetora comprovada, conferindo maior estabilidade à célula 

quando esta é exposta a baixas temperaturas (NUNES, 2010). 

Estas substâncias possuem a capacidade de preservar a integridade estrutural e 

funcional da membrana celular devido à interação com proteínas e glicoproteínas de 

membrana. Dentre os crioprotetores extracelulares, a sacarose, carboidrato composto por 

uma frutose e uma glicose, é utilizada com bastante frequência nas soluções de 

criopreservação, pois além de sua capacidade crioprotetora, essa substância age como um 

tampão osmótico contra o estresse celular causado durante a adição e remoção do 

crioprotetor intracelular. A sacarose já foi utilizada com sucesso na crioproteção de 

oócitos caprinos (SHARMA et al., 2006) e humanos (COTICCHIO et. al., 2004; KEROS 

et al., 2009) tecido ovariano de diferentes espécies caprino (SANTOS et al., 2006) ovino 

(CECCONI et al., 2004; ONIONS et al., 2008) bovinos (LUCCI et al., 2004). 

    No tocante às inovações biotecnológicas, buscando um meio alternativo, utilizou-

se a Água de coco (Cocus nucifera) para a conservação a princípio, principalmente de 

células espermáticas. Caracterizada por ser uma solução natural e estéril, composta de 

sais, ligeiramente ácida, proteínas, açúcares, vitaminas, gorduras neutras, eletrólitos 

diversos, e indutores da divisão celular, fornecendo assim os nutrientes necessários para 

a conservação de gameta masculino e feminino (GONÇALVES et al., 2014). 

E em razão dos excelentes resultados obtidos com estudos utilizando a água de 

coco in natura, um grupo de pesquisadores elaborou um meio de conservação à base de 

água de coco sob a forma de pó (ACP® - ACP Biotecnologia, Brasil). Este produto 

manteve os mesmos constituintes bioquímicos da forma in natura, porém é padronizada 

e mais eficazmente conservada, o que facilita sua comercialização para regiões onde o 

fruto não existe. A utilização da água de coco em pó, implica em inúmeras vantagens, 

pois esta, confere estabilidade e longevidade de prateleira, não apresenta problemas de 

acondicionamento, supera toda e qualquer tecnologia de conservação existente, mantém 

as propriedades inerentes do produto original (água de coco) e uniformidade do produto 

(NUNES; SALGUEIRO, 2011). 
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2.5 Análise de viabilidade oocitária 

 

A análise de viabilidade do oócito após descongelação é um fator influente nos 

resultados de criopreservação (GUAITOLINI et al., 2012). Oliveira, (2013) relata, que as 

sondas fluorescentes e algumas variedades de corantes utilizados para avaliar essa célula 

têm-se destacado como o método de sucesso em experimentos. Rodriguez-Martinez et 

al., (1997) citaram que o desenvolvimento de técnicas de coloração celular utilizando 

sondas fluorescentes para verificação do DNA, de enzimas intracitoplasmáticas, lectinas 

ou membranas, tem sido apontado como ferramenta auxiliar na determinação da 

funcionalidade de vários tipos de célula, após a prática de congelação/descongelação 

O primeiro relato de uso de sondas fluorescentes para avaliação da integridade da 

membrana foi com sêmen humano utilizando brometo de etidio (GARAY, 2012). Por 

conseguinte, vários tipos de sondas fluorescentes vêm sendo usadas para analisar a 

viabilidade de algumas células, como o brometo de etídio, e diacetato de fluoresceína 

(FDA), todavia, o iodeto de propídio (PI) vem se destacando em pesquisas pela sua 

facilidade de preparação e aplicação da técnica, estabilidade e eficiência na avaliação da 

integridade da membrana, seja isoladamente ou associada a outro corante fluorescente 

para avaliar membrana. Esta sonda possui afinidade ao DNA e cora em vermelho o núcleo 

de células com membrana plasmática lesadas (VASCONCELOS FILHO, 2010). Por ser 

um corante fluorescente muito estável e apresentar êxito nos resultados em microscopia 

de fluorescência, o IP vem sendo utilizado em vários trabalhos. Alves (2010) por 

exemplo, em seu experimento, empregou o IP no processo de avaliação de 

criopreservação lenta de folículos pré-antrais caninos. 

O outro tipo de sonda, o diacetato de fluoresceína tem seu princípio baseado de 

que apenas células vivas convertem o FDA em fluoresceina. A utilização desse corante 

na avaliação do estado fisiológico e a integridade da membrana apresenta como vantagem 

a velocidade na obtenção de resultados. E sua ação se dá pela detecção da presença de 

esterases ativas, exibindo cor de excitação azul e a coloração final conferida é verde claro. 

A capacidade de penetrar nas membranas celulares por difusão passiva, é proveniente da 

presença do grupo acetil das moléculas de FDA. E após a entrada das moléculas, as 

esterases presentes nas células clivam as ligações éster, liberando os grupos acetato e 

induzindo, desse modo, o brilho típico da fluoresceína, que fica retida no citoplasma 

(BRAMER et al., 2015). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A criopreservação de oócitos propicia a preservação de material genético de 

espécies domésticas e ameaçadas ou em risco de extinção, por meio de bancos de 

germoplasma animal, como também estimula o aumento da eficiência reprodutiva de 

animais de alto valor zootécnico, podendo ser utilizada como sucesso em casos de 

infertilidade adquirida. O desenvolvimento de um aditivo ACP-408®  ao meio crioprotetor 

padrão etilenoglicol, além de desenvolver um produto regional e com propriedades 

bioquímicas benéficas aos oócitos, também visa o depósito de patente já em andamento. 

Neste cenário, os resultados obtidos demonstram a necessidade de pesquisas 

adicionais na busca do aperfeiçoamento de novas estratégias com a utilização do aditivo 

ACP-408® no processo de criopreservação de oócitos ovinos, para posterior utilização em 

programas de produção in vitro de embriões.  
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