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Resumo  

 

Introdução: A preservação de espermatozóides tem sido efectuada nos 

laboratórios de procriação medicamente assistida (PMA) com recurso ao Slow-

Freezing, técnica gold standard para a criopreservação de gâmetas masculinos. 

No entanto, esta técnica não está isenta de inconvenientes: a citotoxicidade dos 

crioprotectores, a morosidade de processamento e oneroso investimento dos 

aparelhos automatizados. Estudos científicos emergem e apontam para a técnica 

de vitrificação como uma alternativa à criopreservação de espermatozoides 

mediante Slow-Freezing, desviando-se das limitações desta técnica. 

Objetivo: Com recurso à técnica de vitrificação, o objetivo desta investigação é o 

de delinear um protocolo de vitrificação de rápida execução e de obtenção de taxas 

de recuperação de espermatozoides moveis, viáveis na utilização de técnicas de 

PMA.   

Metodologia: Este é um estudo experimental, de amostragem não probabilística e 

racional para análise das taxas de sobrevivência dos espermatozóides, após 

exposição de amostras a diferentes concentrações de soluções de sacarose, 

trealose e glicerol e após o processo de vitrificação ultrarrápida e aquecimento, 

avaliando diferentes suportes de vitrificação, tempos de exposição e temperaturas 

de aquecimento de modo a obter uma razão entre estas variáveis que permita 

desenhar um protocolo base para a vitrificação de espermatozóides. 

Os resultados foram tratados com Microsoft Excel®, no domínio da estatística 

descritiva e, para inferência estatística, com One-Way Anova na análise do efeito 

crioprotetor das diferentes soluções. 

Resultados: A solução de sacarose de 0,1M, apresenta entre as soluções a estudo 

e após exposição até 5 minutos, um melhor efeito crioprotetor até ao mergulho 

em azoto líquido em suporte de Cryotop®.  

O aquecimento do produto de vitrificação é exequível em gota de 5 µL de solução 

tamponada, a 37°C ou à temperatura ambiente desde que o aquecimento seja 

realizado em caixa e com sobreposição de óleo mineral. 

Conclusão: Este estudo revela que se é possível gradualmente transferir a 

abordagem de criopreservação no sentido da vitrificação de espermatozóides 

elaborando um protocolo de fácil execução, para utilização em tratamentos 

procedimentos de PMA. 
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Abstract  

 

Introduction: Sperm preservation has been carried out using the Slow-Freezing 

technique, defined by the World Health Organization, as the gold standard of 

sperm cryopreservation. Despite the definition and dissemination of Slow-Freezing 

protocols by assisted reproductive laboratories, the cytotoxicity of cryoprotectants 

used, the time-consuming processing and expensive investment.  Increasingly, 

scientific studies point to the technique of vitrification as an alternative to the 

cryopreservation of sperm, which devises from the limitations of Slow-Freezing 

and also exceeds some of the limitations of Slow-Freezing because It is effective 

for a broader specter of samples. 

Objective: Using the vitrification technique, the objective of this research is to 

define protocol with high survival rate based on motility.   

Methodology: This is an experimental, non-probabilistic and rational sampling 

study for evaluation of survival rates, based on motility, after exposure of samples 

to different solutions of sucrose, trehalose and glycerol for determination of 

cryoprotectant medium, vitrification support, exposure time and heating 

temperature suitable for an optimized protocol.  

The data obtained were treated with Microsoft Excel for descriptive statistics and 

with One-Way Anova for statistical comparison of the cryoprotectant effect of the 

different solutions. 

Results: The results of this experimental work suggest that, of all the solutions, 

the 0.1M sucrose solution is adequate to exert the cryoprotective effect and that, 

the balance between this protective and cytotoxic effect is maintained up to 5 

minutes after exposure of the sample before the dip in liquid nitrogen. Cryotop 

support is suitable for vitrification and thaw of 1 μL of sample. The thawing of the 

vitrified product is feasible in a drop of 5 μL, at 37°C or at room temperature 

provided that the thawing is perform in a dish with mineral oil overlap. 

Conclusion: This study revealed that it is possible to transfer the sperm vitrification 

approach to a new paradigm by elaborating an easy-to-execute protocol, less time 

consumption and practical recovery rates that can be use directly in ART 

treatments. 

Tags: Vitrification, Cryotop®, Sperm, Sucrose, Assisted Reproduction 

Technologies. 
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1. Introdução 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 48 milhões de 

casais e 18️6️ milhões de indivíduos em todo o mundo vivem com infertilidade (1); 

vista como um dos problemas sociais mais graves com que se defrontam os países 

desenvolvidos tendo, a curto ou médio prazo, implicações quer psicológicas – 

stress, trauma, relacionais - quer económicas (2). 

A infertilidade é definida como uma doença do sistema reprodutivo masculino ou 

feminino da qual resulta a incapacidade de alcançar uma gravidez após 12 meses 

ou mais de relações sexuais regulares desprotegidas (3). 

De todos os casos de infertilidade do casal, aproximadamente 50% são devido à 

existência da componente de fator masculino (2), isto é, quando um componente 

da causa de infertilidade é identificada no parceiro masculino (4). As causas da 

infertilidade masculina são múltiplas, alavancadas, tanto por fatores biológicos: 

doenças, mutações genéticas, alterações nos mecanismos de produção, alterações 

imunológicas, anomalias genéticas, hormonais, dificuldades eréctil e de 

ejaculação; como de fatores sociais relacionados com estilos de vida e fatores 

ambientais como poluição, exposição ocupacional a desreguladores endócrinos, 

entre outros (5).  

O exame laboratorial preditivo para aferir a presença do factor masculino é o 

espermograma, o qual, de acordo com as diretrizes da OMS, pode caracterizar o 

tipo de amostra como sendo de baixa concentração (oligozoospermia), baixa 

mobilidade (astenozoospermia), morfologia anormal do espermatozóide 

(teratozoospermia), uma combinação de pelo menos duas destas deficiências ou 

normozoospermia, na qual todos os parâmetros estão acima dos valores de 

referência definidos pela OMS (6,7). 

Apesar de conhecidas as causas de uma grande percentagem dos casos de 

infertilidade masculina, persiste uma quantidade significativa cuja origem é 

idiopática isto é, nenhuma causa ou tratamento podem ser utilizados para explicar 

ou reverter a causa de infertilidade (8,9). 

A abordagem clínica masculina pode ser realizada de duas formas: via da terapia 

farmacológica, estando esta opção condicionada pela duração da terapêutica, 

dada a necessidade de englobar pelo menos um ciclo de espermatogénese (média 

74 dias), de forma a averiguar a melhoria da qualidade do sémen; quer pela 
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morosa  e incerta tradução da terapêutica em sucesso concecional (10). Outra 

forma é uma abordagem mais incisiva e imediata, com recurso a técnicas de 

procriação medicamente assistida (PMA) como a inseminação intrauterina (IUI), 

a fertilização in vitro (FIV) e/ou injeção intracitoplasmática de espermatozóides 

(ICSI)(11,12). 

Com o desenvolvimento das Tecnologias de Reprodução Assistida (ART) realizadas 

em centros de PMA, as técnicas de criopreservação passam a oferecer a 

possibilidade de conservação e acumulação de gâmetas de uma ou mais dádivas 

autólogas e heterólogas e a sua aplicação nos tratamentos de infertilidade (13).  

A criopreservação de sémen tem por objetivo a manutenção do potencial 

reprodutivo permitindo estabilizar as células a temperaturas criogénicas 

recorrendo geralmente à técnica de Slow-Freezing e Vitrificação (14). 

A técnica de Slow-Freezing, técnica standard recomendada pela OMS, é de 

arrefecimento lento, com sucesso em amostras com concentração elevada de 

espermatozóides demonstrando, no produto final. No entanto a criopreservação 

mediante esta técnica revela uma diminuição da qualidade da amostra a nível de 

perda de integridade membranar, diminuição da motilidade e o aumento de 

espécies oxidativas de oxigénio, resultado do manuseamento e da formação de 

cristais de gelo advindos do processo de criopreservação-descongelação que, 

podem levar à redução da viabilidade espermática (15). 

Se uma diminuição de viabilidade em amostras normospérmicas é expectável e 

exequível para processamento de técnicas de PMA, nos casos de amostras 

valiosas, nomeadamente amostras com  baixas contagens de espermatozóides, 

quando submetidas a processamentos criogénicos, o dano é maior, o que, muitas 

vezes, não proporciona a recuperação de espermatozóides viáveis no resultado 

final (16).  

A nível laboratorial, as contrapartidas de um insucesso da criopreservação 

resumem-se à duplicação todos os meios técnicos e humanos todavia, para os 

pacientes, para além dos recursos monetários implicados, o sentimento de 

angústia, falha e culpa confere uma acrescida ansiedade ao indivíduo, o que pode 

afetar negativamente o funcionamento hormonal, neurológico, endócrino e 

imunológico, sendo por vezes necessário abrir a hipótese de recurso  a dadores 

ou  até mesmo à desistência do plano de parentalidade (17). 
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A vitrificação é um processo termodinâmico de rápida variação de temperatura, 

que tem enorme sucesso na preservação de óvulos e embriões.  

A vitrificação permite a solidificação das células e do meio extracelular num estado 

vítreo que, através da indução pelo arrefecimento de  soluções aquosas eleva a 

viscosidade  levando à transição do estado líquido para o estado vítreo (18). 

É uma técnica que, face ao processo clássico de criopreservação, introduz um 

novo potencial de conservação para amostras tão diminutas quanto a 

criopreservação de um único espermatozóide, contribuindo assim para melhores 

taxas de recuperação (19) e uma vez que teoricamente que não permite a 

formação de cristais de gelo aquando do processamento da técnica, ultrapassa 

uma das maiores limitações do Slow-Freezing. 

Apesar da eficácia deste método, a sua aplicação é restrita dado não existirem 

estudos científicos que corroborem a definição de um  protocolo standard de 

vitrificação de espermatozoides muito embora pesquisas tenham vindo cada vez 

mais a revelar resultados favoráveis demonstrando a necessidade da continuação 

da exploração da técnica e das suas vertentes, existindo atualmente o relato de 

fecundações e gravidez de sucesso advindos de espermatozoides vitrificados (20). 
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2. Objetivos 

Tendo por base as técnicas de processamento de esperma com especial incidência 

na vitrificação e a conjunção das suas variáveis de maior impacto, o objetivo geral 

desta investigação é delinear um protocolo base de vitrificação de rápida execução 

e de elevada taxa de recuperação de espermatozoides para amostras de sémen 

normozoospérmicas. 

Com esta finalidade o estudo passará pelos seguintes objetivos gerais específicos: 

 

a) Determinar qual a solução de vitrificação - soluções de sacarose 0,25M; 0,5M; 

0,1M; solução comercial de glicerol solução comercial de trealose diluída de 1:2; 

1:5 e 1:10 - que traduz as mais elevadas as taxas de sobrevivência, com base na 

motilidade, após exposição. 

 

b) Determinar qual a solução de vitrificação - soluções de sacarose 0,25M; 0,5M; 

0,1M; solução comercial de glicerol; solução comercial de trealose diluída de 1:2; 

1:5 e 1:10 - que traduz as mais elevadas as taxas de sobrevivência, com base na 

motilidade após vitrificação e aquecimento. 

 

c) Estabelecer o tempo ótimo de contacto da amostra com a solução crioprotetora 

antes do arrefecimento. 

 

d) Aferir o modo e temperatura de aquecimento recorrendo à análise da 

sobrevivência espermática   numa solução tamponada a diferentes temperaturas: 

temperatura ambiente e a 37 °C. 

 

e) Delinear qual  a combinação das variáveis estudadas que traduz taxas de 

recuperação mais eficientes nas amostras normozoospérmicas e elaboração dum 

protocolo normalizado de trabalho.  
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3. Enquadramento Teórico 

3.1 Sistema Reprodutor Masculino 

 

O sistema reprodutor masculino é responsável pela síntese e secreção de 

hormonas masculinas, pela ininterrupta produção, nutrição e armazenamento de 

gametas e pela condução dos gâmetas através do sistema reprodutor feminino 

para a fertilização (21). 

É internamente constituído por ductos (uretra, rede testis, epidídimo, vas 

deferens), glândulas acessórias (vesiculas seminais, a glândula prostática e 

bulborectal) e, externamente, pénis e testículos (figura 3.1).  

 

O pénis, o órgão genital masculino, tem duas funções: sexual e urinária. 

Está localizado acima do escroto, ligado à sínfise púbica e é constituído por três 

cilindros, integrado por dois corpos de tecido vascular - corpora cavernosa e o 

corpus spongiosum (22). A uretra percorre a maior parte do seu comprimento. 

 

Figura- 3.1 Sistema Reprodutor Masculino. Imagem retirada e adaptada de 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK82221/ 
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O testículo é um órgão par, responsável pela produção quer de esperma, 

controlado pela FSH, quer de testosterona, controlada pela LH da glândula 

pituitária anterior (23). 

Encontra-se localizado no saco escrotal, fora da cavidade abdominal. Esta 

localização é importante pois permite a manutenção de uma temperatura média 

abaixo da temperatura do corpo, na ordem dos 2-4°C, temperatura essa, ideal à 

espermatogénese (24).  

É envolto pela túnica albugínea, que espessa posteriormente dando origem ao 

mediastino testicular, do qual se projectam septos fibrosos para o parênquima, 

dividindo o testículo em lóbulos que contém túbulos seminíferos (25). 

Os túbulos seminíferos (figura 3.2) são as unidades de produção de células 

espermáticas bem como a génese da estrutura tubular que, através dos ductos 

eferentes transportam as células espermáticas ao epidídimo, para que possam 

amadurecer e incorporar mitocôndrias que lhes conferem a maquinaria necessária 

para a produção de energia sob a forma de  adenosina tri-fosfato (ATP) (26). 

 

As células de Sertoli são alongadas, acompanhando radialmente o tubo seminífero 

desde a sua zona basal à zona do lúmen. São estas que sustentam e nutrem a 

linhagem germinativa, ao mesmo tempo que captam e produzem substâncias 

endócrinas e parácrinas que regulam a espermatogénese, segregando proteínas 

Figura- 3.2 Detalhe dos tubos seminíferos. Imagem retirada e adaptada de 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279031/ 
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essenciais à manutenção do epitélio ductal (27) captando e regulando a 

testosterona (21). 

Em redor dos tubos seminíferos, no espaço intertubular, encontra-se um conjunto 

de células, desde fibroblastos, células nervosas, microvasos, tecido conectivo e as 

células de Leydig: produtoras de hormonas andrógenas, nomeadamente a 

androsterona e a testosterona (28).  

É a testosterona que induz a diferenciação dos órgãos genitais masculinos, das 

características sexuais secundárias e é também esta que despoleta o sinal para a 

iniciação, processamento e manutenção da espermatogénese (29). 

As glândulas acessórias: vesiculas seminais, próstata e glândula de Cowper, 

originam as secreções que sustém a sobrevivência dos gâmetas e providenciam o 

meio ideal através do qual os espermatozóides se deslocam fluidamente para o 

interior do sistema reprodutor feminino, após ejaculação (29,30) . 

 

3.1.1 Espermatogénese 

 

A gametogénese produz as células haploides fundamentais à fecundação: os 

gâmetas. A produção de gâmetas ocorre nos testículos e nos ovários durante os 

processos de espermatogénese e oogénese que, respetivamente, resultam em 

espermatozóides e óvulos (31).  

A espermatogénese (figura 3.3) tem uma duração média de 74 dias, durante os 

quais ocorrem eventos moleculares que resultam na proliferação de células 

estaminais espermatogonais (SSCs) e na sua diferenciação em espermatozóides 

altamente especializados (32,33) concluída aquando da libertação das células 

espermáticas das células de Sertoli para o lúmen dos túbulos seminíferos (34).  

Pode-se dividir o processo de espermatogénese em 3 etapas principais (35): 

Proliferação Mitótica, Meiose e Diferenciação ou espermiogénese. 
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A mitose é um processo, em que o material genético é duplicado com a 

desagregação do envelope nuclear formando duas células filhas como resultado da 

divisão igual dos cromossomas e do citoplasma (36,37). 

No homem, as SSC produzem, por mitose, uma população de células que têm 

aparência nuclear distinta, organizadas em 2 tipos: Espermatogónias do Tipo A e 

tipo B. Originalmente as células espermatogónias do tipo A Dark correspondem às 

células estaminais e as células Tipo A Pale, suas descendentes, são as precursoras 

das células do tipo B (38). 

As espermatogónias do tipo B caracterizam-se por grandes aglomerados de 

cromatina condensada sob a membrana nuclear. São estas que, por mitose, 

produzem espermatócitos primários  que se desenvolvem em diferentes estádios 

(preleptoteno, leptoteno, zigoteno e paquiteno) com base no número de núcleos 

e compactação da cromatina (39). 

As células no estágio seguinte ao paquiteno- diploteno e diquinese- têm períodos 

de vida curtos e raramente são observadas (40). 

A meiose é importante porque garante que todos os organismos que se 

reproduzem sexuadamente contêm um número correto de cromossomas. Esta é a 

génese da variação genética através do processo de recombinação que, mais 

Figura 3.3 Ciclo de espermatogénese. Imagem retirada e adaptada de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279031/ 
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tarde, é amplificada aquando da fecundação, criando assim descendentes com 

combinações únicas de DNA (41). 

Com o final da divisão celular, os espermatídios  haploides redondos entram na  

fase de espermiogénese que é o processo que conduz à formação de 

espermatozóides fusiformes flagelados, capazes de motilidade (42).  

Enquanto o núcleo dos espermatozóides se alonga e o acrossoma se constitui, o 

axonema começa a desenvolver-se quando um par de centríolos se movem 

opostamente ao acrossoma e, do centríolo distal se estende gradualmente para o 

citoplasma. O axonema é o componente central do flagelo e consiste num par 

central de microtúbulos rodeados por 9 microtúbulos duplos exteriores (43). 

Antes do esperma ser transportado para a epidídimo, toda a célula alongada é 

rodeada por citoplasma. O citoplasma excedente é extrusado e fagocitado através 

das células de Sertoli. A extrusão citoplasmática, juntamente com várias outras 

etapas de maturação, é essencial para permitir capacidade de ligação à zona 

pelúcida (ZP) e estabilizar o potencial de fertilização dos espermatozóides (44,45). 

 

3.1.2 Estrutura do Espermatozóide 

 

 

Estruturalmente, o espermatozóide humano é constituído por três peças 

principais: a cabeça, peça intermédia e cauda (figura 3.4)  (46).  

 

 

 

Figura 3.4 Estrutura de Espermatozóide. Imagem retirada e adaptada de “Physics of 
Microswimmers - Single Particle Motion and Collective Behavior. Reports on Progress in 

Physic”s. 78. 056601. 10.1088/0034-4885/78/5/056601. 
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A cabeça do espermatozóide tem como função a ligação e penetração no óvulo e 

é subdividida em duas zonas major envolvidos pela membrana plasmática: o 

acrossoma e o núcleo (47). 

Aquando ligação da cabeça do espermatozóide ao receptores glicoproteicos da 

zona pelúcida, o acrossoma, a vesícula exocítica que se encontra na zona apical 

da cabeça do espermatozóide, liberta acrosinas proteolisantes que digerem a ZP, 

permitindo a fusão de membranas e consequente entrada de material genético 

masculino no óvulo (33,46,47). 

A zona de ligação à peça intermédia, diretamente a baixo da cabeça, possui dois 

centríolos - proximal e distal- de maquinaria incompleta que, aquando da 

fecundação se reconstituem formando o centrossoma que participa na formação 

do fuso mitótico e na migração dos pronúcleos (48). 

A peça intermedia é a zona de conexão desde a cabeça à cauda do espermatozóide 

e é constituída por uma bainha mitocondrial helicoidal posicionada em torno do 

axonema e por fibras densas externas que terminam anteriormente ao limite da 

cauda (49). 

As mitocôndrias presentes na bainha, são a fonte de energia, sob a forma de ATP 

que produzem e transportam energia para o axonema. 

A junção desta força motriz, do tamanho da cauda e das fibras densas é 

responsável pela velocidade de deslocação, flexibilidade da batida e tipo 

movimento flagelar do espermatozóide (50). 

 

 

3.2 Preservação da Fertilidade Masculina 

 

A infertilidade masculina pode dever-se a causas pré-testiculares e endócrinas, 

falências testiculares, alterações genéticas e causas obstrutivas e pós-testiculares. 

Mesmo com uma criteriosa avaliação, 30-40% dos homens inférteis permanecem 

sem uma causa específica para o seu problema (infertilidade idiopática). Nos 

últimos 40 anos, devido também à crescente utilização de telemóvel, consumo de 

opióides, tabaco e marijuana, elevadas taxas de obesidade e sedentarismo, 

poluição ambiental e aquecimento global temos assistido ao progressivo 

decréscimo da qualidade seminal (51). 
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Porém, a infertilidade masculina não é um problema dos dias de hoje e a busca 

pela preservação do potencial masculino através da criopreservação remonta ao 

século XVIII quando, em 1776, Spallanzani analisou os efeitos do frio e da 

congelação (52). No entanto, é com o trabalho de Parkes, em 1945, que é realizada 

a primeira congelação com sucesso de sémen humano. Este estudo concluiu 

também que existe maior eficiência na congelação de pequenos volumes de 

amostra, determinando indiretamente que a taxa de arrefecimento se correlaciona 

positivamente com taxa de sobrevivência (53). 

Em 1949, Polge, acidentalmente descobre o efeito protetor do glicerol contudo, 

somente  em  1953  é que foram relatadas pesquisas bem sucedidas com sémen 

humano em gelo seco, resultando no nascimento de um bebé,  demonstrando que 

os espermatozóides humanos descongelados eram capazes de fertilização e 

indução do desenvolvimento embrionário normal (54).  

Uma década mais tarde, foi introduzido o uso de azoto líquido para a 

crioconservação de esperma a longo prazo. Este novo método conduziu à 

normalização progressiva da congelação de esperma, como prática divulgada nos 

cuidados de saúde. Com a disponibilidade de armazenamento a longo prazo e a 

utilização generalizada do congelamento de espermatozóides, novos métodos e 

variantes desenvolveram-se ao longo do tempo (55). 

A evolução da criobiologia do sémen humano gera soluções que não se restringem 

meramente ao tratamento da infertilidade, na unidade que é o casal, mas sim, 

abriu a possibilidade de programar, acumular, doar e preservar o potencial de 

fertilidade numa nova contextualização terapêutica, ética e social (14). 

A criopreservação pode ter por base razões terapêuticas ou sociais - “Social 

Freezing” - estando os dadores de gâmetas incluídos neste último grupo, bem 

como homens que optam pela vasectomia como método anticoncecional ou que, 

não possuindo um projecto de parentalidade a curto prazo, não descartam essa 

essa possibilidade no futuro. Outra perspetiva de Social Freezing inclui indivíduos, 

cujas profissões os exponham situações de risco pelas quais possam vir, no futuro, 

a interferir na produção e contagem espermática, nomeadamente: radiação, 

químicos, calor intenso, etc. (56). 

A criopreservação terapêutica engloba a conservação do potencial reprodutivo 

anterior a terapêutica por quimio-radioterapia ou cirurgias que podem, 

colateralmente, tornar um indivíduo estéril, severamente infértil ou impotente. Em 

PMA, a criopreservação permite armazenar e posteriormente reunir ejaculações de 
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doentes oligozoospérmicos para a sua utilização conjunta evitando assim cirurgias 

específicas e armazenar esperma epidídimo, testicular e tecido testicular (14,56–

58).  

A criopreservação terapêutica permite ainda o armazenamento para situações de 

diagnóstico e viabiliza a conveniência de usar as amostras quando não é possível 

colheita a fresco no momento da punção ovárica da parceira (58). 

É possível ainda, com recurso à criopreservação de espermatozóides, diminuir a 

possibilidade de transmissão de doenças infeciosas, como é o caso da Hepatite B 

e HIV, dado ser possível lavar, criopreservar e armazenar espermatozóides, de 

pacientes seropositivos para o HIV e Hepatite B (59). 

 

 

3.3 Criopreservação 

 

A criopreservação, tem como principal objectivo a manutenção de sistemas 

biológicos a temperaturas às quais os processos metabólicos permaneçam 

suspensos (57), com o menor dano possível para o sistema. Apesar de existirem 

variadas técnicas de criopreservação, consoante o tipo celular e a complexidade 

dos sistemas biológicos (60), a criopreservação de espermatozóides é realizada 

principalmente através de duas técnicas: Slow-Freezing - a técnica clássica-  e a 

vitrificação (19). 

O sucesso de ambas as técnicas depende uma amplitude de fatores físico-químicos 

biológicos (61,62).  em especial das taxas de arrefecimento e aquecimento, da 

quantidade e estado da água intra-extracelular, dos solutos em solução 

nomeadamente provenientes de crioprotetores (61,63–65). 

 

3.3.1 Agentes Crioprotetores 

 

Os agentes crioprotetores (CPA) são substâncias químicas, desde álcoois e 

açúcares até polímeros, alginatos, amidas, entre outros compostos que interferem 

nas propriedades coligativas das moléculas de água, diminuindo a temperatura de 

fusão. Por exemplo, certos CPAs de baixo peso molecular, devido à sua polaridade, 

possuem elevada afinidade para formarem pontes de hidrogénio com as moléculas 

de água (66). 
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O crioprotetor tem a função de proteger as células durante os processos de 

arrefecimento e aquecimento. Os crioprotetores podem ser permeáveis(pCPA)  ou 

impermeáveis(npCPA), relativamente à membrana celular, sendo que, 

combinações destes pode atuar sinergicamente na sobrevivência celular (57,67). 

 

3.3.1.1 Tipos de Agentes Crioprotetores 

 

Os pCPA são moléculas com baixo peso molecular, como glicerol, etilenoglicol (EG) 

e dimetilsulfoxido (DMSO) que, atravessam a membrana celular, diminuem a 

temperatura de congelação do citoplasma e substituem água no interior das 

células (68). 

Os npCPA são compostos como a sacarose, polietilienoglicol (PEG), 

polivinilpirrolidona (PVP) e trealose que entram lentamente na célula ou mantêm-

se no ambiente extracelular. Estas moléculas reduzem a água da célula através da 

criação de um ambiente extracelular hiperosmótico, em relação ao ambiente 

intracelular controlando, quer o processo de desidratação na criopreservação quer 

o processo de reidratação aquando do aquecimento (58).  

Açúcares tais com a sacarose e a trealose, interagem não só com a água (69) mas 

também com os fosfolipídios da membrana plasmática reorganizando-a e 

aumentando a sua fluidez o que induz a depressão na temperatura de transição 

de fase.  Quando combinados os dois tipos de CPA,  os npCPA - menos tóxicos- 

reduzem a quantidades de pCPA necessário mimetizando, fora da célula, os efeitos 

crioprotetores das proteínas intracelulares (59,70). 

O mecanismo através do qual os CPA atuam tem por base aumento da viscosidade, 

resultado da conexão entre o CPA e a água do meio. Este aumento de viscosidade 

desencadeia uma série de reacções, com implicações a nível coligativo, benéficas 

ao processo de criopreservação promovendo a diminuição do ponto de congelação 

do sistema, o atraso no processo de nucleação e, consequente, redução do 

tamanho e taxa de crescimento de cristais de gelo (55). 

Cada tipo de CPA apresenta mecanismos de citotoxicidade específicos e o efeito 

da toxicidade destes depende, em grande medida, das condições de exposição: a 

temperatura, a concentração e o tempo de exposição ao crioprotetor (71). 

O efeito tóxico dos crioprotetores não é uniforme em todo o processo de 

criopreservação. Os CPA podem interagir com outros reagentes da mistura ou com 
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moléculas fundamentais ao metabolismo celular resultando em stress oxidativo, 

levando indiretamente a lesão celular e/ou outros danos (71). 

Para além da toxicidade química do CPA, quer na sua adição, quer na remoção, da 

sua ação resulta a contração e expansão do volume celular que pode originar 

choque osmótico (72) e, consequentemente, dano mecânico-estrutural à célula 

(70,73).  

Apesar da toxicidade dos crioprotetores não poder ser totalmente obliterada, esta 

pode ser minimizada recorrendo à combinação de vários CPA em solução, 

adicionando-os lentamente e, aumentando, quando possível,  a quantidade de 

npCPA em detrimento dos pCPA (68). 

 

 3.3.2 Temperaturas de Fusão e Transição Vítrea  

 

A termodinâmica (figura 3.5) descreve, para além dos pontos de transição da 

matéria, a quantidade de gelo que se forma a uma dada temperatura, o fluxo de 

água e crioprotetores dentro e fora das células e ainda, a transferência de calor 

Figura 3.5- Diagrama de fase para diferentes concentrações de crioprotetor. Imagem retirada e 
adaptada de “Vitrification Enhancement by Synthetic Ice Blocking Agents. Cryobiology. 40. 228-36. 

10.1006/cryo.2000.2243”. 



 

~ 15 ~ 
 

que ocorre durante os processos de arrefecimento e aquecimento, essenciais para 

a criopreservação de células (74). 

Quando submetidas a temperaturas abaixo do seu ponto de fusão (Tm), 

dependente da concentração de solutos dissolvidos, as moléculas de água, 

tendencialmente, caminham para o estado sólido através da transição de fase 

líquido-sólido que, levam à nucleação e crescimento de cristais de gelo (55).  

A nucleação é o processo que se dá, uma vez atingida a temperatura de nucleação 

heterogénea (Th), em que as moléculas de água iniciam a sua aglomeração que 

definirá a estrutura sólida cristalina (75).  

A técnica de Slow-Freezing faz uso dos eventos termodinâmicos que se dão 

durante o arrefecimento a temperaturas inferiores a Tm. A temperatura de 

transição vítrea (Tg), é inferior à Tm e é, por definição, a temperatura a partir da 

qual uma solução transita entre a fase líquida e a fase sólida vítrea. Nesta fase, as 

moléculas têm o mesmo nível organizacional que no estado líquido mas, o nível de 

liberdade de movimentação das moléculas diminui, devido ao  aumento repentino 

de densidade que leva à  estase molecular do líquido solidificado devido, não à 

cristalização, mas ao aumento da viscosidade do sistema (18).  

É a partir da Tg que se encontram as características termodinâmicas favoráveis à 

técnica de vitrificação com a vantagem de não existir formação de gelo (67). 

 

 

3.4 Técnicas de criopreservação de espermatozóides 

 

3.4.1 Slow-Freezing 

 

Na técnica de Slow-Freezing, uma pequena quantidade de crioprotetor, 

normalmente pCPA, é adicionada e misturada à amostra de esperma, a um ritmo 

lento (64). 

Depois de homogeneizada, a amostra é colocada no suporte de refrigeração 

(palhetas ou tubos de criopreservação) e refrigerada até próximo dos 5 °C a uma 

taxa de 0,5 a 1 °C/min, cerca de 10 minutos. A solução é depois arrefecida de 5 

°C a -80 °C à taxa de 1-10 °C/min em vapores de azoto, durante 15–20 minutos 

e, finalmente, mergulhada em azoto líquido onde arrefece até a temperatura de 

armazenamento de -196ºC (76). 
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Aquando da necessidade de utilização, as amostras são aquecidas à temperatura 

ambiente, mantidas na incubadora a 37°C  ou imersas em água por um período 

que varia entre 10 a 20 minutos e posteriormente lavadas com meio tampão, para 

remoção do CPA e reidratação das células (59,64,77). 

Esta técnica requer controlo rigoroso da temperatura de modo que a diminuição 

da mesma seja gradual e controlada. 

A técnica de Slow-Freezing possui tempos de execução prolongados, podendo 

chegar a processamentos manuais superiores a uma hora por amostra (57). 

Apesar de existir a possibilidade de executar o protocolo de modo automatizado, 

os aparelhos para este efeito são dispendiosos e possuem um maior consumo de 

azoto líquido (78). 

Em qualquer um dos modos, manual ou automatizado, a técnica é pouco eficiente, 

causando extenso dano físico e químico às células devido à produção e cristalização 

do gelo (79). 

O Slow-Freezing não é adequado a todos os tipos de amostra uma vez que, para 

além da congelação e descongelação usam-se técnicas de centrifugação e diluição 

do amostra que muitas vezes leva à perda de espermatozóides vitais 

especialmente em amostras com fraca concentração (16,80). 

 

 

3.4.2 Vitrificação 

 

O processamento para vitrificação até ao armazenamento, envolve a adição 

gradual de CPA, após a qual, a solução é colocada nos suportes e mergulhada 

diretamente em azoto líquido a uma taxa de arrefecimento de cerca de 2000 

°C/min a 10,000 °C/min (19,55,81). 

Aquando da utilização da amostra armazenada, esta é aquecida, à temperatura 

ambiente, 37°C ou superior e o crioprotetor é removido através de lavagens com 

meio tampão hipotónico, previamente aquecido (19,82). 

A taxa de aquecimento, seguida da taxa de arrefecimento é a variável de maior 

importância uma vez que é nas incursões de temperatura que há maior risco de 

formação e expansão das moléculas de gelo. Outros factores determinantes das 

taxas térmicas e consequentemente do sucesso da técnica são os volumes 

adequados de amostra e o tipo de material do suporte (83). 
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Devido ao uso de altas concentrações de CPA e elevadas taxas de arrefecimento e 

aquecimento, a vitrificação, face ao Slow-Freezing, tem como principal vantagem, 

a redução do dano causado pela formação de cristais de gelo que inviabilizam a 

estrutura celular. É uma técnica de rápida execução e fácil implementação em 

laboratórios uma vez que não requer equipamento complexo sendo por isso mais 

barato (78). 

A concentração de crioprotetores empregues no processo pode resultar em dano 

celular por efeito da citotoxicidade destes agentes (68) contudo,  as  células 

espermáticas, resistem melhor ao processo de vitrificação devido à elevada fluidez 

da membrana e ao baixo teor de água não existindo assim necessidade de 

utilização de crioprotetores em  concentrações elevadas (84). 

A nível da clínica laboratorial reprodutiva, esta técnica não é aplicada 

rotineiramente como acontece com ovócitos e embriões. Uma das principais 

limitações para a implementação da vitrificação de esperma é a ausência de 

padronização de protocolos bem como de resultados reprodutivos aceitáveis 

quando usados grandes volumes de amostra (85). 

Volumes de amostra reduzidos e suportes de criopreservação que facilitem 

transferência de calor, são necessários para o sucesso da técnica de vitrificação. 

Um volume baixo de amostra, permite não só atingir linearmente as taxas de 

transferência térmica necessárias aos processos de  arrefecimento e aquecimento 

como também facilitam a distribuição uniforme da temperatura em toda a amostra 

(86). 

Existem vários tipos de suportes de criopreservação de esperma desde sistemas 

comerciais como cryosleep, cryovial, tubos capilares, até adaptações de materiais 

da prática laboratorial como por exemplo pontas de micropipetas (figura 3.6). 

 

 

Figura 3.6- Pontas de micropipetas da marca RI® -Foto 

inédita 
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O suporte convencional é a palheta de resina ionomérica de  0,5 mL  de 

capacidade, apresentando paredes moderadamente espessas que, durante a 

transferência térmica da criopreservação atua como um isolante dentro da palheta 

e que interfere na transferência de calor, tornando difícil  atingir linearmente  as 

taxas de arrefecimento necessárias (63).  

O Cryotop® é um suporte aberto (figura 3.7), amplamente utilizado na vitrificação 

de óvulos e embriões constituído por uma pega de manuseamento rígida e uma 

fina tira de polipropileno onde é colocada a amostra (16). 

Pelas suas características é um suporte apropriado para a vitrificação de um baixo 

número de espermatozoides (16,48). 

O seu design, de acordo com o fabricante, permite o carregamento com volume 

mínimo de 0,1 µL, proporcionando taxas de arrefecimento e aquecimento de-

23.000ºC/minuto e 42.000ºC/minuto respetivamente (87).  

 

 

 

  

Figura 3.7- Cryotop® (a vermelho) e respetiva tampa-Foto inédita 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Local do estudo 

Este estudo foi realizado no Centro de Procriação Medicamente Assistida Ginemed 

em Lisboa. 

 

4.2 Tipo de estudo 

Tendo em conta o objetivo definido, que é o de maximizar a sobrevivência de 

espermatozóides após processamento, de acordo com Fortin (88) , este estudo é 

experimental, manipulando a temperatura e concentração e tipo de soluções nos 

diferentes pontos chave de processamento de criopreservação. 

 

4.3 Variáveis 

Neste estudo, a variável dependente é a mobilidade progressiva dos 

espermatozóides e as variáveis independentes são: natureza do crioprotector, 

concentração do crioprotetor, tempos de exposição ao crioprotector, suportes de 

vitrificação e temperatura de aquecimento após vitrificação. 

 

4.4 População-alvo e amostra 

As amostras de sémen incorporam uma amostragem não probabilística e racional 

(88) obtidas de 12 utentes masculinos, provenientes de colheita para diagnóstico 

na clínica Ginemed Lisboa que, após a explicação do estudo (Apêndice I) 

assentiram ao mesmo por assinatura de termo de consentimento (Apêndice II). 

 

4.5 Selecção de amostras 

Foram selecionadas as amostras com diagnósticos de normozoospermia: 

• Volume de fluido seminal: igual ou superior a 1,5 mL;  

• Número total de espermatozóides no ejaculado: igual ou superior a 39 milhões; 

• Concentração de espermatozóides: igual ou superior a 15 milhões por mL; 

•   Mobilidade total: igual ou superior a 39% e mobilidade progressiva: igual ou 

superior a 32%. 
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4.6 Critérios de exclusão 

Foram excluídas as dádivas com as seguintes caraterísticas: 

• Amostras de pacientes que relataram perdas de amostra no momento da 

colheita; 

• Amostras não normozoospérmicas; 

• Amostras de pacientes que relataram abstinência sexual inferior a 2 e superior 

a 7 dias; 

• Amostras que após capacitadas apresentavam mobilidade abaixo de 99%. 

 

4.7 Procedimentos laboratoriais 

Num protocolo de criopreservação, existem vários parâmetros que vão interagir 

entre eles para determinar o eventual sucesso da técnica: a solução de 

crioprotetores, o suporte de criopreservação, do qual dependerão o volume e a 

velocidade de arrefecimento, e finalmente, a técnica de reaquecimento.  

O nosso trabalho dividiu-se em duas vertentes: pré processamento e avaliação 

dos parâmetros do protocolo, propriamente dito. 

No pré processamento, efetuamos o tratamento da amostra para obtenção da 

fração de espermatozóides móveis (FEM) e análise qualitativa de suporte de 

vitrificação e modo de arrefecimento. 

Na avaliação dos parâmetros do protocolo determinámos qual a natureza, 

concentração e tempo de exposição ao crioprotector bem como a temperatura de 

aquecimento. 

Todos os materiais, equipamentos e meios utilizados neste estudo encontram-se 

descritos no Apêndice IV. 

 

4.7.1 Pré Processamento 

 

4.7.1.1 Avaliação de amostras 

Tendo por base o processamento de amostras, de acordo com as diretrizes de 

análise e processamento de sémen humano da OMS (7) foram avaliados os 

parâmetros de volume seminal; viscosidade da amostra e, através de microscopia, 

forma avaliados os parâmetros de motilidade (espermatozóides progressivos, não 
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progressivos e imóveis) e concentração de espermatozóides (milhões de células 

de esperma/mL) em câmara de Makler 

 

4.7.1.2 Obtenção da FEM 

 

Uma vez verificado que as amostras apresentavam parâmetros espermáticos 

dentro dos valores de referência, foi necessário obter alíquotas compostas 

exclusivamente de espermatozóides móveis, de modo a testar os efeitos dos 

diferentes aspetos da criopreservação. 

Para obtenção de amostras com elevado número de espermatozóides móveis, os 

ejaculados foram capacitados através de técnica de swim up. 

Assim, das amostras a fresco, foram retirados entre 1 e 2 mL e submetidos a 

lavagem por gradientes de 45% e 90% de densidade num ciclo de centrifugação 

de 1100 rpm durante 20 minutos.  

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de tampão 

espermático, submetido posteriormente a um ciclo de centrifugação de 1500 rpm 

durante 10 minutos. 

Descartou-se o sobrenadante e, ao pellet, juntou-se, 500 µl de tampão 

espermático e passando a amostra processada num único microtubo de 1,5 mL. 

Aferiu-se a motilidade em camara de Mackler sendo somente usadas as FEM que 

possuíam no mínimo 10x106 spz/mL e motilidade igual a 99%. 

 

4.7.1.3 Estudo do modo arrefecimento e suportes 

Com recurso ao meio de congelação de glicerol testou-se dois suportes: pontas de 

micropipetas stripper e Cryotop®. 

 

➢ Utilização de pontas stripper: 

As pontas de stripper são cilíndricas, de material plástico flexível, com um diâmetro 

interno de 290 µm e externo de 0,9 mm. 

As pontas micropipetas foram diretamente carregadas com 1 a 2 µL de suspensão 

através de pipeta stripper (figura 4.1A). Após carregadas, no interior de uma 

palheta CBS de resina de capacidade 0,5 mL, com 133 mm de comprimento e 2,5 

mm de diâmetro interno. As palhetas foram termicamente seladas com recurso a 
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seladora manual de palhetas SYMS (figura 4.1B) e mergulhadas em azoto líquido 

(figura 4.1C) por, pelo menos, trinta minutos, até ao aquecimento.  

 

 

 

A leitura do resultado foi efectuado com aquecimento recorrendo a 5 µL de solução 

tampão à temperatura ambiente, em lâmina de vidro coberta por lamela e 

efectuado o varrimento dos campos da área da lamela, em microscópio ótico. 

O processamento em pontas de stripper foi abandonado dado a impossibilidade de 

reprodutibilidade de resultados dado o facto de que a retirada da ponta da palheta 

selada bem como o expurgar da FEM vitrificada interferia no processo de 

aquecimento. 

 

Figura 4.1 A- Ponta de stripper carregada; B- Ponta carregada encerrada 
em palheta C- Mergulho em azoto líquido. -Fotos inéditas 
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➢ Utilização de Cryotop®:  

Com o Cryotop®  carregado com cerca de 1 a 2 µL de suspensão de 

espermatozoides em solução de crioprotetores, foram realizadas 3 abordagens de 

congelação: 

 

• Exposição do Cryotop® carregado com a suspensão a vapores durante 10 

minutos seguido mergulho em azoto por 30 minutos (figura 4.2). 

 

 

• Mergulho direto do Cryotop® carregado com a suspensão, com e sem tampa e 

leitura após 30 minutos de exposição ao azoto. 

Aquando do aquecimento, a haver tampa, é retirada ainda quando o Cryotop® se 

encontra mergulhado em azoto e, em ambos os casos, imersa de imediato em 5 

µL de solução tampão à temperatura ambiente e em lâmina de vidro, coberta por 

lamela e efectuado o varrimento dos campos da área da lamela, em microscópio 

ótico. 

Nestes dois testes preliminares os resultados apresentaram-se inconstantes tendo 

sido detetado que, no caso da utilização do mergulho com utilização da tampa, 

parte da amostra ficava presa dentro da tampa. Foi efectuada a adaptação do 

Figura 4.2-Cryotop exposto a vapores de azoto. Foto inédita 
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Cryotop®, cortou-se 0,5 cm da ponta, repetido o processo e os resultados após 

aquecimento apresentam-se consistentes de ensaio para ensaio. 

 

 

  

4.7.2 Avaliação dos parâmetros do protocolo 

 

4.7.2.1 Soluções crioprotetoras 

 

Como foi referido na introdução, existem diversas soluções de crioprotetores que 

podem ser adicionadas à solução de espermatozóides com o objectivo de os 

proteger durante o arrefecimento necessário para a criopreservação.  

Figura 4.3- Processamento em Cryotop® com tampa. A- Cryotop® adaptado carregado com 
1µL se suspensão B- Cryotop® carregado e fechado; C Mergulho em azoto. -Foto inédita 
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Tendo por base a bibliografia existente bem como a disponibilidade de reagentes 

e da potencial aplicabilidade clínica futura, selecionaram-se, para além da solução 

comercial de glicerol, seis soluções para teste (tabela 1): 

 

 Tabela 1- Detalhe de composição das soluções de criopreservação 

 

 

Três soluções de sacarose, correspondente às concentrações de 0,5M; 0,25 e 0,1M 

de sacarose (BioXtra, a 99.5% de pureza, Sigma-Aldrich), tendo como solvente a 

solução de tampão espermático Sperm Buffer® (SpB) da Genea-Merck. 

Três soluções de diluições de 1:2 (TS 0,5M); 1:4 (TS 0,25M) e 1:10 (TS 0,1M) de 

meio TS com Trealose, do kit de desvitrificação da Kitazato®, tendo como solvente 

a solução de tampão Sperm Buffer (SpB®).  

Soluções de vitrificação 

 TYB® Solução de Sacarose Solução de Trealose 

F
ó
r
m

u
la

 B
a
s
e

 

• Tampão TES e 

Tris 

• Gema de Ovo 

• Glicerol 

• Sulfato de 

gentamicina 

• Citrato de 

Sódio 

• Frutose 

 

 
• Tampão HEPES 

• 10 mg/ mL de albumina 

sérica 

• Solução salina 

• mg/mL de gentamicina 

 

 

 
• Tampão HEPES 

• Solução salina 

• Dimetilsulfóxido 

Etilenoglicol 

• Trealose 1M 

• Hydroxipropilcelulose 

(HPC)  

Tipo de 

CPA 

Glicerol Sacarose Trealose 

Concentração 

[] 

CPA 

 

12% (V/V) 

 

0

,

5

M 

 

0

,

2

5

M 

 

0,1M 

 

0

,

5

M 

 

0

,

2

5

M 

 

0,1M 
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Todas as soluções foram elaboradas em tubos cónicos e mantidas no frigorífico, 

entre 2°C e 4°C, em alíquotas de 100 µL em microtubos de 0,5 mL até ao momento 

de uso. 

 

 

 

4.7.2.2 Tempo de exposição às soluções 

 

Em primeiro lugar, tratou-se de discernir o efeito da exposição a estas soluções 

sobre a motilidade espermática, procurando uma solução que mantivesse um 

efeito crioprotetor, sem ser nociva para os espermatozóides, provocando-lhes 

perda de motilidade. 

Para determinação do meio favorável ao arrefecimento, foram efetuadas alíquotas 

de 50 µL de amostras da FEM e adicionado 50 µL meio de crioproteção, gota a 

gota, até à proporção de 1:1. A amostra de cada paciente foi estudada por 

duplicado para cada solução. Foi efectuada a contagem de 100 espermatozóides 

nos tempos de 5 minutos e 15 minutos após o término da adição de crioprotetor. 

 

 

4.7.2.3 Determinação de tempo mínimo de exposição 

 

Numa segunda abordagem, e para análise do tempo mínimo de exposição das 

amostras ao crioprotetor antes da congelação, foi analisado, após selecção do meio 

de criopreservação, o comportamento da FEM, minuto a minuto até 15 minutos.  

 

 

4.7.3 Aquecimento 

 

Na fase anterior, optou-se por uma técnica de aquecimento que consiste na 

exposição das amostras desde os -196ºC do azoto à solução tampão a temperatura 

ambiente.  

No entanto, esta forma não é adequada para a posterior utilização das amostras 

na prática clínica, pois o volume total recuperado está a ser utilizado para avaliação 

da sobrevivência ao microscópio. 
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Para adaptar o aquecimento para utilização no laboratório de PMA, o procedimento 

foi modificado. Desta forma, 30 minutos após a amostra se encontrar submersa 

em azoto, esta foi aquecida do seguinte modo:  

 

I) Numa caixa de 60mm de diâmetro aquecida, foi colocada uma gota de 5 µL de 

tampão SPB® previamente aquecido à temperatura de 37°C. 

 

II) Ao Cryotop® com a suspensão foi retirada a tampa, ainda imerso em azoto, e 

imediatamente mergulhado na gota de tampão e suavemente agitado para que 

a suspensão se fosse libertando. 

 

III) A gota foi coberta com aproximadamente 9 mL de óleo mineral e observada 

ao microscópio invertido tentando-se contabilizar 200 espermatozóides: 100 

no rebordo da gota e 100 espermatozóides no interior da gota (figura 4.4).  

 

 

Figura 4.4- Modo de aquecimento após vitrificação.  A- Introdução da ponta do cryotop em gota de 
tampão; B- Cobertura com óleo mineral; C- Montagem para observação microscópica. -Fotos inéditas 
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O mesmo procedimento foi efectuado para testar as condições de aquecimento 

com à temperatura ambiente no qual quer a caixa de 60 mm quer a gota de 

tampão se encontravam à temperatura ambiente. 

A avaliação da mobilidade espermática foi repetida a cada 15 durante uma hora. 

O resumo do gráfico do design experimental do protocolo de vitrificação de 

espermatozóides encontra-se projetado na figura 4.5. 

 

 

 

 

4.8 Considerações éticas e legais 

Os utentes foram informados do propósito do estudo através de documento 

escrito, assentindo ao mesmo através de assinatura em consentimento informado 

para o efeito.  

O protocolo de estudo foi aprovado pela direção da clínica da Ginemed (Apêndice 

III) Lisboa bem como pelo Conselho de Ética da Escola Superior de Tecnologia da 

Saúde, com a referência CE-ESTESL-Nº. 18-2020. 

 

Figura 4.5- Esquema de Design do Protocolo de Vitrificação de Espermatozóides 
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4.9 Análise estatística 

O método de análise dos dados recolhidos implicou a utilização de suportes 

informáticos nomeadamente o Microsoft Excel® e o QuickCalc, Graphpad. 

Os resultados de cada solução a que a amostra foi exposta, foram trabalhados em 

Microsoft Excel para cálculo da estatística descritiva e representação gráfica. O 

cálculo estatístico foi efetuado através de One-Way Anova para comparação da 

meia de espermatozoides móveis recuperados nas diferentes experiências. 

O valor de p <0,05 foi definido para demonstração da relevância estatística dos 

resultados. 

5. Resultados 

Encontrando-se escolhido, através de estudos preliminares, o suporte e o modo de 

exposição ao azoto: mergulho direto do Cryotop® fechado com tampa- passamos 

à determinação dos elementos basilares da criopreservação: soluções de 

crioproteção, tempos de exposição e modos de aquecimento. 

 

 

5.1 Tempo e exposição às soluções 

 
Em primeiro lugar, tratou-se de discernir o efeito da exposição das soluções 

crioprotetoras- glicerol, trealose e sacarose – em relação à motilidade espermática 

(tabela 2), procurando uma solução que mantivesse um efeito crioprotetor, sem 

ser nociva para os espermatozóides. 

 

Tabela 2- Resumo de resultados médios, desvio padrão, valores mínimos e máximos de mobilidade 

 

Meio 

%SPZ  

Prgs 

5Min 

%SPZ 

NPrgs 

5Min 

%SPZ  

Imv 

5Min 

%SPZ  

 Prgs 

15Min 

%SPZ  

NPrgs 

15Min 

%SPZ  

Imv 

15Min 

%SPZ  

Prgs 

VIT. 

TYB® 74,1 

±20,61 

3,6 

±3,15 

23,0 

±20,16 

74,2 

±13,81 

4,5  

±4,03 

18,5 

±10,08 

20,1 

±22,11 

Min 44 0 3 50 0 3 0 

Max 95 12 55 93 18 39 86 

TS  77,7 

±20,47 

3,2 

±2,99 

19,3 

±19,81 

60,8 

±23,83 

7,3 

±6,06 

31,8 

±23,42 

38,2 

±15,51 
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O meio de congelação de glicerol apresentou uma redução da mobilidade em cerca 

de 25% nos primeiros 5 minutos e, o possível efeito de toxicidade da solução sobre 

a mobilidade manteve-se estável, até aos 15 minutos, sem variação significativa 

(figura 5.1) 

 

0,1M 

Min 30 0 0 19 1 4 12 

Max 99 12 67 94 25 75 68 

TS 

0,25 

60,3 

±17,52 

19,4 

±17,76 

20,2  

±17,24 

21,1 

±24,26 

13,9 

±17,51 

65,1 

±29,58 

19,9 

±18,33 

Min 33 1 1 0 0 10 0 

Max 87 56 58 68 67 100 59 

TS 

0,5M 

3,9 

±5,83 

13,1 

±14,51 

83 

±17,75 

1,0 

±1,75 

3,35 

±7,67 

96,1 

±8,21 

0,8  

±0,99 

Min 0 0 52 0 0 67 0 

Max 24 43 100 7 32 100 3 

SAC 

0,1M 

93,0 

±5,44 

2,2 

±2,29 

4,7 

±4,55 

82,8 

±11,33 

5,6 

±5,41 

11,4 

±8,55 

43,1 

±16,13 

Min 80 0 0 56 0 1 7 

Max 99 10 17 98 19 25 65 

SAC 

0,25M 

83,6 

±15,66 

4,0 

±6,68 

11,8 

±13,26 

75,7 

±16,83 

7,3 

±8,86 

16,9 

±14,18 

42,6 

±10,58 

Min 56 0 0 45 0 0 21 

Max 99 31 40 100 33 51 60 

SAC 

0,5M 

35,5 

±26,66 

12,0 

±10,82 

51,9 

±30,37 

20,6 

±18,99 

12,2 

±10,90 

67,0 

±24,12 

9,4 

±12,35 

Min 6 0 1 0 0 25 0 

Max 89 25 86 56 40 100 57 

5 minutos (5Min); 15 minutos (15Min); após vitrificação e aquecimento (VIT); Espermatozoides progressivos 
(%SPZ Prgs), Espermatozoides não progressivos (%SPZ NPrgs); Espermatozoides Imóveis (%SPZ Imv). 
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As diluições de trealose, exibiram desde o início uma diminuta afinidade para a 

sobrevivência de células espermática (figura 5.2).  

Os ensaios realizados com a TS de diluição 1:2, revelaram, uma maior taxa de 

imobilidade. Após os primeiros cinco minutos a solução apresentou um decaimento 

de mobilidade na ordem dos 97% e, aos 15 minutos, a tendência aproximava-se 

de 99% de imobilidade. 
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Figura 5.2 Gráfico comparativo da resposta à exposição a trealose após 5minutos (5MIN EXP) e 
15 minutos de exposição (15MIN EXP) e após o aquecimento (Vit-Aqc) 
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Figura 5.1- Gráfico da mobilidade espermática após exposição a glicerol: Mobilidade após 5 (5MIN 
EXP) e 15 minutos de exposição a Glicerol (15MIN EXP) e após vitrificação (Vit-Aqc) 



 

~ 32 ~ 
 

 

As soluções de menor concentração 0,25M e 0,1M, apresentaram, respetivamente 

aos 5 minutos, uma mobilidade na ordem dos 60% e 77%, e 21% e 60% aos 15 

minutos a presentando um melhor resultado face à solução de 0,5M que, após os 

5 minutos de exposição apresentava um decaimento de mobilidade na ordem dos 

96%. Após o aquecimento em lâmina, as taxas de mobilidade globais da trealose 

não ascendem os 38,20%, correspondente à solução de 0,1M. 

O resultado apresenta significância estatística p<0,001; reforçando que entre as 

três concentrações a solução com efeito menos tóxico é a solução de 0,1M de 

trealose. (Motilidade 38% TS0,1M vs. 19.85% TS0,25M; p=0,003; Motilidade 38% 

TS0,1M vs Motilidade 19.85% TS0,5M; p≤0,001; Motilidade 19,85% TS 0,25 vs 

Motilidade 0,85% T0,5M; p= 0,001) 

Após os 5 minutos, as soluções de sacarose de 0,1M e 0,25M apresentavam, 

respetivamente, 93,9% e 83,6% de mobilidade. 

Depois do aquecimento os mesmos meios registavam cerca de 40% de motilidade 

(figura 5.3) enquanto o meio de concentração de 0,5M de sacarose apresentou 

uma motilidade de 9,5%. Este apresentou as mais reduzidas taxas de 

sobrevivência aos 5 minutos e, estra taxa caiu de 32,16% para 17,06% aos 15 

minutos. 

 

 

 

Figura 5.3- Gráfico comparativo da resposta à exposição a sacarose após 5minutos (5MIN EXP) e 

15 minutos de exposição (15MIN EXP) e após vitrificação e aquecimento (Vit-Aqc) 
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A concentração dos meios de sacarose impactou na motilidade espermática 

revelando significância estatística. A análise comparativa dos meios sugere que 

Motilidade 43,10% Sac 0,1M vs Motilidade 42,60% Sac 0,25M; p=0,218 não 

existindo entre os meios uma diferença estatística significativa; Motilidade 43,10% 

Sac 0,1M vs Motilidade 42.60% Sac 0,5M; p≤0,001; Motilidade 42,60%  Sac 0,25M 

vs Motilidade 43,10% Sac 0,5M; p≤0,001). 

Os crioprotetores a que se obtiveram melhor resposta relativamente à motilidade 

e após vitrificação e aquecimento são: Sacarose 0,1M; Sacarose 0,25M e Trealose 

0,1M (figura 5.4). 

 

 

 

 

Figura 5.4- Gráfico comparativo dos três meios que apresentam melhor motilidade aos 5 minutos e 

após vitrificação e aquecimento: sacarose 0,1M; sacarose 0,25M e trealose 

 

 

 

5.2 Determinação de tempo mínimo de exposição 
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Numa segunda abordagem, e para análise do tempo mínimo de exposição das 

amostras ao crioprotetor antes da congelação, foi analisado, após selecção do meio 

de criopreservação, sacarose 0,1M, o comportamento da FEM, minuto a minuto até 

15 minutos.  

Ao fazer esta análise temporal verificamos que o ponto de equilíbrio entre a 

permeabilização do crioprotector e o efeito tóxico se situa em torno dos 5 minutos 

(figura 5.5). 

 

Figura 5.5- Gráfico de exposição dos espermatozoides a sacarose 0,1M ao minuto 

 

 

 

5.3 Aquecimento 

 

Quer o aquecimento à temperatura ambiente quer o aquecimento a 37ºC resultou 

na sobrevivência de células espermáticas, baseada na motilidade. 

Contrariamente a todo o processo, em que se contabilizaram 100 espermatozóides 

para cada determinação, nesta fase não foi possível contabilizar as células 

espermáticas em cada gota dado que zonas distintas da gota possuíam 

características também distintas (figura 5.6) ao mesmo tempo que, o movimento 

dos espermatozóides era demasiado rápido para se haver possibilidade de 

contabilizar em tempo real. 
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Por esta razão gravaram-se campos distintos ao microscópio a cada 15 minutos 

durante 60 minutos, contudo, após apresentação da gravação manteve-se a 

impossibilidade de efetuar uma análise quantitativa final. 

De qualquer um dos modos de aquecimento após vitrificação, resultaram na 

presença de espermatozoides móveis em concentração mais do que suficiente para  

utilização em técnicas de microinjeção espermática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 5.6- Na figura mostram-se espermatozoides suspensos numa gota de solução tampão coberta de óleo 

mineral- Aquecimento em gota a 37ºC em dois campos (A e B) e tempos distintos (A1 /A2 e B1/B2) com 
Ampliação 400X. Foto inédita. 
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6. Discussão 

Os resultados deste estudo demostram que é possível a elaboração de um 

protocolo laboratorial (apêndice V), com recurso à técnica de vitrificação, com 

reduzidos tempos de processamento e utilização de soluções produzidas 

internamente ao laboratório que resulte em espermatozóides viáveis para a 

utilização direta nas técnicas de PMA em particular na técnica de ICSI. 

A 50 µL  da amostra capacitada por gradientes,  é adicionada parte igual da solução 

de sacarose 0,1M, gota a gota e com ligeira agitação. 

Após 5 minutos de exposição ao crioprotetor, 1µL de amostra é colocado em 

Cryotop, fechado com a respetiva tampa e o sistema é submerso em azoto para 

vitrificação. 

Após esta, trabalhando em câmara de fluxo laminar de superfície aquecida, o 

aquecimento é efectuado em caixa de ICSI, com 5 µL de gota de tampão 

espermático a 37°C e de imediato coberta com 9 mL de óleo mineral pré aquecido. 

No design do protocolo optou-se por utilizar pequenos volumes de amostra por 

forma a atingir maiores taxas de aquecimento e arrefecimento (18,67,84)  para, 

posteriormente, definir o suporte necessário para atingir tais taxas. O estudo de 

suportes foi efectuado com recurso a um volume de 1 µL de amostra capacitada e 

utilizando o Cryotop®, específico para vitrificação de embriões, óvulos e pontas 

de micropipeta stripper. 

O teste aos suportes foi feito como objectivo de trabalhar o que oferecesse maior 

eficiência ao processo quer a nível de manuseio que a nível de recuperação. 

As pontas de stripper apresentam a possibilidade de uma vitrificação totalmente 

asséptica (53) uma vez seladas no interior de uma palheta de congelação de 

esperma contudo, no nosso trabalho revelaram-se contraproducentes no manuseio 

sendo este suporte abandonado para execução do protocolo. 
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A utilização de Cryotop® demonstrou ser um elemento adjuvante ao protocolo, 

apresentando, como num estudo anterior  (16) boas taxa de recuperação após 

vitrificação e aquecimento. 

Dos 3 métodos de arrefecimento testados, obtiveram-se melhores resultados 

utilizando o suporte Cryotop® com a tampa colocada antes de ser exposto ao 

azoto líquido. 

A submersão do suporte Cryotop® sem tampa resulta em maiores taxas de 

transferência térmica, pelo qual era expectável um maior desempenho desta 

técnica de arrefecimento, no entanto isto não foi verificado. 

Com base nas referências estudadas, é possível que exista um efeito de interação 

entre o arrefecimento e o aquecimento: as maiores taxas de arrefecimento 

requerem de taxas de aquecimento iguais ou superiores, como está a ser 

explorado nos trabalhos mais recentes da biofísica da criopreservação (89,90). O 

sistema de reaquecimento projetado não produz taxas tão elevadas, pois o volume 

de solução onde é feito é muito limitado (5 uL). Poder-se-ia maximizar as taxas 

utilizando volumes mais elevados de solução tampão que, adversamente resultaria 

numa diluição dos espermatozoides recuperados obrigando a posterior 

tratamento, por concentração da amostra.  

Nos resultados do presente estudo, o arrefecimento por exposição aos vapores de 

azoto revelou um efeito deletério com uma taxa de recuperação, após vitrificação 

e aquecimento, próxima de zero. A explicação destes resultados divergentes a 

estudos anteriores (82,91) podendo ter origem na dificuldade em optimizar a 

distancia entre azoto e suporte de vitrificação que resulte nas taxas de 

transferência térmica desejadas, um processo manual e muito dependente do 

operador. 

Por este motivos e pelos resultados obtidos, recorreu-se ao mergulho de Cryotop®  

com tampa em azoto, o qual tem a vantagem do material biológico se encontrar 

num sistema parcialmente fechado o que, aquando do arrefecimento, configura 

uma maior zona de contenção, reduzindo o possível risco de contaminação(92–

94). Relativamente as soluções de criopreservação, o nosso estudo indica que a 

sacarose 0,1M apresenta uma maior percentagem de mobilidade de 

espermatozóides (43,10%) após vitrificação e aquecimento estando assim em 

linha com estudos desenvolvidos no que diz respeito a testes de criopreservação 

com recurso a sacarose (16,65,95,96). 
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Em geral, a exposição das amostras às soluções de CPAs resulta na diminuição 

progressiva da motilidade espermática ao longo do tempo.  

O meio comercial TYB®, meio de glicerol, é o que demonstra uma maior 

estabilidade no que confere a motilidade entre 5 e 15 minutos apresentando, após 

vitrificação e aquecimento resultados pobres, que podem ser explicados pelo facto 

de que este meio comercial é designado para o protocolo específico de Slow-

Freezing, com uma coordenação específica de tempos e temperaturas de 

exposição e aquecimento (97,98), algo a que o nosso design experimental não 

obedecia.  

Encontra-se documentada a superioridade da trealose em relação à sacarose, no 

processo criopreservação, nomeadamente na criopreservação de gâmetas 

masculinos (99) contudo no nosso estudo tais benefícios não são detetados. A 

redução da motilidade a fresco e consequentemente a redução da motilidade após 

vitrificação é elevada, evidenciado o efeito da citotoxicidade da solução de trealose 

e não o seu efeito crioprotector.  

Este dado é suportado pelo fato de, após exposição à solução crioprotectora, quer 

aos 5 minutos quer aos 15, a taxa de motilidade decair abruptamente e essa queda 

é tanto maior quanto mais concentrada é a solução crioprotetora, atingindo-se 

melhores resultados na concentração de 0,1M tal como no estudo de Shultz (99) 

que, aquando do aquecimento obteve 68.9% dos espermatozóides móveis 

progressivos enquanto que no nosso estudo o máximo atingido foi de 38,20% de 

mobilidade. 

O método de aquecimento necessário ao protocolo desenhado, é um que permite 

a posterior utilização da amostra para ICSI. Para tal, a amostra é aquecida utilizado 

um pequeno volume tampão, não sendo possível discernir variações concretas de 

motilidade espermática entre o aquecimento a 37°C e a temperatura ambiente. 

A temperatura ideal de trabalho em laboratório de PMA da cultura e manuseio de 

gâmetas e embriões não se encontra estabelecida de forma inequívoca, sendo 

fundamental que exista uma gama de temperaturas aceitável estreita seja 

estritamente respeitada, a fim de reduzir a variabilidade (100). 

Por uma questão de reprodutibilidade protocolar define este trabalho que a 

temperatura de aquecimento a 37 °C sendo possível com esta conjugação de 

factores efetuar a utilização direta da amostra na técnica de ICSI uma vez que a 

amostra final está apenas exposta a sacarose, e não a agentes a que as células 
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são permeáveis, não sendo por isso necessário procedimentos de lavagem extra 

no processamento. 

 

Limitações do estudo 

A motilidade espermática viu-se reduzida, após exposição às soluções de trealose 

nas suas diferentes concentrações, acima do expectável com base aos resultados 

de outros grupos que utilizaram este crioprotetor(99).No nosso estudo foi utilizada 

uma solução base de trealose 1M comercial (Thawing Solution, Kitazato), diluída  

com meio tamponado até as concentrações testadas. Para futuros estudos, pode 

ser preferível a adição de trealose, à solução base, e a testagem de diferentes 

concentrações do crioprotetor. 

Este estudo apresentou a adaptação de um suporte comumente existente para a 

criopreservação de óvulos e embriões o qual é mais caro que as habituais palhetas. 

Apesar da possibilidade de adaptação do cryotop ao protocolo, é importante referir 

que o mesmo é sistema semifechado - a amostra não se encontra selada como no 

caso das palhetas mas sim somente fechada e em contacto com o azoto 

circundante- não sendo por isso um protocolo asséptico, a utilização do mesmo 

traz um risco, ainda que mínimo (92,94), de contaminação cruzada quer do azoto, 

no qual o submergimos e mantemos a amostra preservada, da própria amostra e 

das amostras inseridas nos contentores de armazenamento. 

Os volumes reduzidos a 1 µL de amostra, dificilmente se obtém, através deste 

protocolo, a concentração para utilização na técnica de IUI e FIV  as quais  

requerem um mínimo de 10X106/mL de espermatozoides móveis (101). 

 

Perspetivas futuras 

À conclusão deste estudo e após análise da bibliografia existente, salienta-se a 

necessidade de investigação contínua e multidisciplinar. Não são somente 

necessários mais e melhores meios técnicos, como  suportes de vitrificação de 

maior eficiência termodinâmica, económicos e com maior segurança como também 

que estes sejam cada vez mais sustentáveis quer a nível ambiental quer a nível 

de espaço de armazenamento. 

O estudo mais dedicado da termodinâmica do processo de vitrificação é essencial. 

Por já ter sido reportado a possibilidade de criopreservar espermatozoides sem 

recurso a crioprotectores (102), abre-se assim a possibilidade de retirar do 

processamento o passo da adição de crioprotetor e consequentemente os seus 
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efeitos nocivos, contudo, até aos dias de hoje, a utilização de crioprotectores é 

indispensável e detém duas faces. Se por um lado são essenciais à manutenção e 

preservação da integridade celular quer no processo de arrefecimento quer no 

processo de aquecimento, por outro, são fonte de toxicidade pelo que, estudos 

futuros devem incidir sobre melhor compreensão dos elementos que compõem os 

CPA e da sua interação com as amostras espermáticas com vista a formulações de 

menor citotoxicidade. 

O aproveitamento de tecnologias de sequenciação, da informática e as ciências 

“omicas”  são uma oportunidade para procurar respostas do foro molecular: não 

só para desenvolver biomarcadores para avaliação da qualidade espermática como 

também para caraterizar as interações das dinâmicas celulares e para aprofundar 

o conhecimento não só dos mecanismos que levam ao dano celular e citotoxicidade 

nos diferentes cenários de criopreservação como também a compreender como 

manter a integridade do ADN do espermatozoide e a sua funcionalidade. 

Este conhecimento beneficiará transversalmente a criopreservação do potencial 

masculino dentro de outras linhagens como sendo a preservação de amostras de 

tecido testicular e células estaminais espermáticas. 
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7. Considerações finais 

A criopreservação de sémen humano é utilizada por todo o mundo de forma a 

manter o potencial de fertilidade masculino para utilização em técnicas de 

reprodução medicamente assistida. 

Os protocolos de criopreservação envolvem a adição de crioprotector aos 

espermatozóides, arrefecimento e manutenção a temperaturas abaixo de zero. 

Apesar da técnica de Slow-Freezing ser o gold standard da criopreservação de 

esperma, nos últimos anos a atenção virou-se para a vitrificação, a qual tem sido 

utilidade amplamente na criopreservação de óvulos e embriões, tendo apresentado 

não só resultados promissores como amplas vantagens face à técnica clássica. 

Apesar de atualmente já se encontrar descrito pelo menos um resultado clínico 

positivo no que toca a fecundação e gravidez com recurso a espermatozoides 

humanos vitrificados reportados a vitrificação de espermatozoides mantém-se 

uma técnica experimental. 

Apesar do Cryotop® ser um suporte mais dispendioso que as habituais palhetas 

de criopreservação de sémen, a sua aplicação para amostras, por exemplo, 

oligozoospermicas severas, é justificado dado que as palhetas e técnicas 

convencionais de preservação do esperma podem resultar na perda do material 

biológico devido à adesão ao esperma do recipiente, à centrifugação e 

procedimentos de lavagem. 

Com este trabalho foram atingidos os marcos base para a aplicação da técnica de 

vitrificação no campo da manutenção do potencial masculino, resultando em taxas 

de recuperação significativas e com a vantagem de não necessitar de lavagens 

adicionais, para utilização direta na técnica de ICSI e, apesar de não ser objeto 

deste estudo a variância sub-óptima de amostras espermáticas, ao atingir o seu 

objectivo, que era o de desenvolver um protocolo de criopreservação de amostras 
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normozoospermicas, torna-se a base para a aplicação em amostras que 

correspondentes ao factor masculino nomeadamente para pacientes 

oligozoospérmicos e azoospermicos obstrutivos até porque os volumes a estudo e 

o suporte testado permitem utilizar o protocolo efetuando o ajuste a essas mesmas 

amostras.   

 

Desenhar um protocolo de vitrificação que abrace amplamente o espectro de 

variabilidade dos grupos, respeitantes também ao factor masculino e  variabilidade 

individual,  traz uma miríade de opções de design experimental que tornam o 

nosso estudo numa base sobre a qual poderão ser exploradas  novas  adaptações, 

contribuindo assim o aperfeiçoamento das tecnologias de criopreservação e 

consequentemente a manutenção do potencial de fertilidade masculino visando 

aumentar a qualidade dos espermatozoides recuperados após aquecimento e obter 

melhores taxas de fecundação e gravidez. 
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Tabela 3- Materiais, equipamento e meios 

Equipamentos Marca Modelo/Produto 

Camara de biossegurança KSystems L124 IVF Workstation 

Microscópio Olympus CX43  

Microscópio Invertido Olympus IX 

Placa de aquecimento Labotect Hot Plate 062 

Estufa Selecta Prebatem-TFT 

Centrifuga Eppendorf Centrifuge- 5702 

Seladora SYMS 016399-SYMS sealer 

Balança AND  EJ-12 Precision 

Materiais  Marca Modelo/Produto 

Pontas de micropipeta Eppendorf Ep T.I.P.S.  

Microtubos(1,5 mL/0,5mL) Eppendorf Tubes® 3810X 

Micropipeta Eppendorf Research® plus 

Pipetas de Pasteur Estéreis Deltalab 3mL graduada 

Tubos de Centrifuga Oosafe 15 mL Centrifuge Tube 

Suporte de congelação Kitazato Cryotop® ® 

Laminas  Deltalab Laminas de bordos esmerilados 

Lamelas Deltalab Lamelas 24X24 mm 

Cuba de Vitrificação Kitazato  

Pontas Stripper  EZ-Tips 7-72-2135/1 

Caixas de 60mm Oosafe OOPW-ST03 

Micropipeta Stripper Cooper  MXL3-STR 

Reagentes Marca Modelo/Produto 

Trealose Kitazato Thawing Solution (TS) 4.0mL 

Sacarose Sigma Aldrich Sucrose 250 gr.BioXtra,99.5% (GC) 

Tampão espermático Merck Gems Sperm Buffer 

Azoto  Airliquid Azoto Líquido 

Óleo Mineral Sage ART-4008 

Meio de Congelação Irvine TYB® with Glicerol e Gentamicina 
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Protocolo de vitrificação e aquecimento de espermatozoides 

 

PRINCÍPIO 

A vitrificação é um procedimento técnico de preservação do potencial 

reprodutivo masculino para utilização direta na técnica de ICSI. 
 
Contextualização 

De um modo geral a vitrificação envolve a adição gradual de crioprotetores 

numa suspensão de espermatozoides, posteriormente carregada num suporte 

de vitrificação, mergulhada diretamente em azoto líquido e armazenada. 

Aquando da utilização da amostra armazenada, esta é aquecida a 37°C em 

solução tampão. 

A taxa de aquecimento, seguida da taxa de arrefecimento é a variável de 

maior importância uma vez que é nas incursões de temperatura que há maior 

risco de formação e expansão das moléculas de gelo. Outros factores 

determinantes das taxas térmicas e consequentemente do sucesso da técnica 

são os volumes adequados de amostra e o tipo de material do suporte. 

Volumes de amostra reduzidos e suportes de criopreservação que facilitem 

transferência de calor, são necessários para o sucesso da técnica de 

vitrificação. Um volume baixo de amostra, permite não só atingir linearmente 

as taxas de transferência térmica necessárias aos processos de arrefecimento 

e aquecimento como também facilitam a distribuição uniforme da temperatura 

em toda a amostra. 

 

AMOSTRA 

Este procedimento é direcionado apenas para amostras 
normozoospérmicas.  
Após a colheita, aguardar durante 10 a 30 minutos até a liquefação do 

ejaculado. 

 

MATERIAL  

Reagentes 

• Sacarose - Sigma Aldrich (Sucrose 250 gr.BioXtra,99.5% (GC))  
• Solução tampão - Genea Biomedx (Sperm Buffer)  
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PROCEDIMENTO 
 
 

 

A- Preparação de solução crioprotetora 
 

1. Numa balança de precisão e com recurso a copo graduado de 25mL, pesar 

1,7115g de sacarose;  

2. Adicionar 20 mL de Sperm Buffer agitando bem até à completa dissolução da 

sacarose;  

3. Transferir a solução para um balão volumétrico de 50mL;  

4. Aferir com tampão até à marca dos 50 mL.  

5. Rotular o balão e armazenar  

 
B- Identificação dos suportes de criopreservação 

 

Preparar, imprimir e colar no cryotop as etiquetas identificativas com os 

seguintes dados:  

1. Iniciais do paciente;  

2. Número de processo;  

3. Número de laboratório;  

4. Data de vitrificação.  

 

 
      C- Separação da fracção de espermatozoides móveis  

 
1. Homogeneizar a amostra com pipeta Pasteur;  

2. Colocar 1 ml da amostra num tubo cónico estéril de 15 ml e, sobre esta, 

colocar delicadamente 1,2 mL de tampão;  

3. Inclinar o tubo em um ângulo de cerca de 45 °, para aumentar a área de 

superfície de interface de tampão espermático e incubar por 1 hora a 37°C.  

4. Retornar suavemente o tubo para a posição vertical e remover 1,0 ml 

superior de meio. Esta fração conterá células de esperma altamente móveis;  

5. Diluir com 1,5–2,0 ml de meio tampão;  

6. Centrifugar a 300–500g por 5 minutos e descartar o sobrenadante;  

7. Ressuspender o pellet de esperma em 0,5 ml de meio tampão e proceder à 

avaliação de: concentração, motilidade total e motilidade progressiva dos 

espermatozoides.  
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D- Vitrificação 

 
1. Adicionar à suspensão, gota a gota, 0,5mL da solução de sacarose com ligeira 

agitação;  

2. Com uma micropipeta carregar os cryotop com 0,1 μL, cobrir com a tampa, e 

mergulhar em azoto líquido.  

 
Nota: Ter em atenção para que o tempo decorrido entre o início da adição do 

crioprotetor e o mergulho em azoto não ascenda os 5 minutos.  
Armazenar a amostra e registar a localização na folha de laboratório e no sistema 

informático.  
 

 
E- Aquecimento 

 

1. Numa caixa de 6️0mm de diâmetro aquecida colocar uma gota de 5 μL de 

tampão previamente aquecido à temperatura de 37°C.  

2. Ainda em azoto, retirar a tampa do Cryotop;  

3. Rapidamente, retirar o Cryotop do azoto e mergulhar a zona onde se encontra 

a amostra na gota tampão e suavemente agitar para que a suspensão seja liberta 

do suporte;  

4. Cobrir a gota com aproximadamente 9 mL de óleo mineral;  

5. Observar ao microscópio invertido;  

6. Os espermatozoides móveis recuperados podem ser utilizados para ICSI.  
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