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Resumo 

 
A criopreservação e transplante do tecido ovariano representa uma técnica em potencial para a 

preservação e restauração da fertilidade feminina, especialmente de mulheres jovens que se submetem a 
tratamentos gonadotóxicos como os quimioterápicos, usados contra o câncer. Embora, o transplante de tecido 
ovariano fresco ou criopreservado tenha resultado no nascimento de indivíduos em diferentes espécies, como 
camundongos, ovinos e humanos, os riscos de reintrodução de células cancerosas após o tratamento, tem 
limitado o uso clínico. Desta forma, o cultivo in vitro de folículos pré-antrais após criopreservação do tecido 
ovariano pode ser uma alternativa promissora para a preservação da fertilidade em casos extremos. A 
combinação destas técnicas é capaz de salvaguardar a fertilidade de pacientes que sofrem de câncer, como 
também permite a preservação do germoplasma de animais de alto valor comercial ou sob risco de extinção. No 
entanto, muitos desafios ainda necessitam ser superados, especialmente no que se refere à utilização de tecido 
ovariano previamente criopreservado em animais de produção. 
 

Introdução 
 

É amplamente conhecido que a quimio e radioterapia utilizadas no tratamento do câncer, prejudicam a 
sobrevivência de células saudáveis e por isso possuem efeitos negativos sobre a qualidade de vida, bem como 
sobre as gônadas, consequentemente levando à infertilidade feminina (Levine et al., 2015). O ovário é um órgão 
do sistema reprodutivo muito sensível ao tratamento com agentes citotóxicos e nestas circunstâncias, a 
criopreservação do tecido ovariano tem se tornado uma alternativa promissora para preservar a fertilidade de 
pacientes com câncer (Donnez et al., 2010). Especificamente no ovário, as disfunções reprodutivas observadas 
em pacientes jovens são atribuídas à falha ovariana prematura devido a injurias nas células do pool de reserva e a 
alterações na produção de hormônios (Donnez et al., 2000). 

De acordo com um estudo realizado por Issaoui e colaboradores, (2016) o tratamento com 
quimioterápicos compromete menos de 10% da reserva de folículos ovarianos, em meninas com idade inferior a 10 
anos, mas em adolescentes com idade entre 11 e 18 anos a redução da reserva ovariana é de aproximadamente 30%. 
Por isso, no sentido de resguardar a fertilidade feminina, a criopreservação do tecido ovariano seguida do 
transplante vem sendo apontada como uma alternativa para preservar a fertilidade dessas pacientes (Beckham et al., 
2016). Por outro lado, o transplante de tecido ovariano não pode ser aplicado em pacientes com determinados tipos 
de canceres, como aqueles do tecido sanguíneo, devido os riscos de reintrodução de células cancerosas após o 
tratamento (Dolmans et al., 2013). Neste caso, o cultivo in vitro de tecido ovariano torna-se uma excelente 
alternativa para obtenção de folículos com oócitos aptos para a fertilização e produção in vitro de embriões. 

A seguir, uma breve revisão abordará a importância e os principais aspectos da criopreservação de 
ovário associada ao transplante ou ao cultivo in vitro de folículos inclusos no tecido ovariano visando a 
preservação ou restauração da fertilidade feminina. 
 

Criopreservação de tecido ovariano 
 
De uma maneira geral, a criopreservação tem sido uma excelente estratégia para a manutenção da 

funcionalidade do ovário e recuperação da fertilidade, pois permite a preservação de oócitos presentes nos 
folículos ovarianos que seriam perdidos pelo processo natural de atresia, pelos tratamentos gonadotóxicos (por 
exemplo: radio e ou quimioterapia) ou ainda pela morte do animal (Paris et al., 2009). De uma maneira didática, 
a criopreservação, consiste na preservação de material biológico a baixas temperaturas (–196°C) ou em fase de 
vapor do nitrogênio líquido (~150°C negativos) (Jain; Paulson, 2006). Esta técnica pode ser realizada através de 
dois métodos distintos : a congelação lenta ou a vitrificação, os quais diferem entre em si, no que diz respeito à 
velocidade de redução da  temperatura, bem como à concentração de agentes crioprotetores (ACPs) utilizados 
durante ambos os processos. 

A congelação lenta é caracterizada por uma reduç ão gradual da temperatura , com o objetivo de reduzir 
o estresse térmico na fase de transição das soluç ões do estado líquido para o estado sólido (Sanches, 2009) e uso 
de baixas concentrações de ACPs. Porém, a principal desvantagem desse método é a formação de cristais de gelo 
intracelular, o que pode ser evitado no método de vitrificação. Na vitrificação os fluidos passam do estado
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líquido diretamente para um estado sólido amorfo denominado vítreo (Yamaki et al., 2002). Porém, para que esta 
transição ocorra é necessária uma alta viscosidade , a qual é obtida pela elevada concentra ção de ACPs, e uma 
rápida redução da temperatura (Wowk, 2010). Até o presente momento , o método de congela ção lenta tem sido 
amplamente aplicado para preservar folículos pré -antrais de humanos (Herraiz et al., 2014), murinos (Wang et 
al., 2009) e ruminantes (Maffei et al., 2014, Campbell et al., 2014). Em humanos, há relatos de nascimentos após 
autotransplante de córtex ovariano previamente congelado (Donnez et al., 2013), incluindo o relato do 
nascimento de duas crianças saudáveis (Ernst et al., 2010) e do nascimento de outra criança cuja paciente era 
pré-pubere no momento da criopreservação do córtex ova riano (Imbert et al., 2014). Já com a vitrificaç ão e 
posterior transplante do tecido ovariano, com auxílio da fertilizaç ão in vitro, até o momento há o relato de dois 
nascimentos em humanos (Kawamura et al., 2013; Suzuki et al., 2015). 

Dentre o material biológico a ser criopreservado com o intuito de preservar a fertilidade feminina 
podemos citar folículos inclusos em tecido ovariano, folículos isolados, oócitos e embriões. Especificamente na 
espécie humana, a grande vantagem da criopreservação do tecido ovariano é que a sua obtenção independe da 
idade e fase do ciclo estral (Shaw et al., 2000), além de envolver menos questões éticas e sociais que a 
criopreservação de oócitos e embriões, sobretudo quando esse processo é realizado na espécie humana (Zhang et 
al., 2009). Essa vantagem é extremamente importante para a reprodução assistida em mulheres que necessitam 
iniciar de imediato o tratamento contra o câncer (Zhou et al., 2010). A criopreservação de tecido ovariano 
também é uma alternativa para meninas que ainda não tenham atingido a puberdade ou mulheres que não 
possuam parceiros para a doação de gametas masculinos. 

Para a medicina veterinária, a criopreservação de tecido ovariano também tem uma grande importância, 
sobretudo para animais domésticos de alto valor genético que venham a óbito de forma inesperada (SHAW et al., 
2000), ou até mesmo para os programas de preservação de espécies ameaçadas de extinção. É importante relatar 
que os estudos realizados com espécies animais como caprinos, ovinos, bovinos e até mesmo equinos têm sido 
amplamente utilizados como modelos para aplicabilidade na espécie humana. 

Após criopreservação e descongelação ou aquecimento, o tecido ovariano tanto em humanos quanto em 
animais, pode ser utilizado em transplante (auto e/ou xenotransplante), possibilitando a retomada das funções 
endócrina e gametogê nica (LIU et. al., 2008). Esse tecido pode ainda ser destinado ao cultivo in vitro dos 
folículos no próprio tecido ovariano ou isolados (Gosden et al., 2002), pois evita a reintrodução de células 
malignas, o que é possível ocorrer após transplante (Amorim et al., 2009), sendo uma crescente preocupação na 
clínica reprodutiva após o tratamento de doenças oncológicas. 
 

Transplante 
 

De acordo com a localização, o tecido ovariano previamente criopreservado pode ser reimplantado em 
um sitio ortotópico (mesma região do ovário) ou heterotópico ou diferente da do ovário, como o antebraço ou a 
parede abdominal, o que é realizado após o tratamento e cura da doença. O transplante pode ser classificado 
ainda de acordo com o receptor do enxerto em: alotransplante, autotransplante e xenotransplante, sendo estes 
dois últimos os mais utilizados. 
 
Autotransplante 
 

O autotransplante de tecido ovariano fresco ou criopreservado é realizado no mesmo animal ou 
indivíduo, e tem o potencial benefício de restaurar a função endócrina temporária em pacientes que sobrevivem 
ao câncer e desenvolvem falha ovariana prematura (Oktay et al., 2001). Entretanto, este procedimento somente 
pode ser realizado após a constatação da ausência de células cancerosas no tecido a ser enxertado (Kenny and 
Rodriguez-Wallberg, 2012). Na literatura, o primeiro nascimento reportado após a criopreservação do ovário por 
congelação lenta seguida de transplante foi descrito por Parrot (1960) em camundongos. Em animais domésticos 
de produção, os primeiros resultados encorajadores foram obtidos por Gosden et al. (1994). Estes autores 
relataram a retomada da atividade cíclica ovariana, prenhez e nascimento após o congelamento e autotransplante 
de tecido ovariano em ovelhas. O primeiro nascimento em humanos após criopreservação de tecido ovariano 
seguida de transplante foi reportado por Donnez et al. (2004), tornado-se um marco na medicina humana 
reprodutiva. Desde então, 60 relatos de nascimentos vivos foram registrados na literatura (Donnez and Dolmans, 
2015). É importante ressaltar que, a criopreservação do tecido ovariano seguido de autotransplante deve ser 
recomendada apenas para mulheres com idade entre 35 e 38 anos, uma vez que já foi documentado que a reserva 
de folículos no ovário depende da idade (Jadoul et al., 2011). 

O tecido ovariano pode ser transplantado ortotopicamente na cavidade pélvica (Radford et al., 2001) ou 
heterotopicamente em áreas subcutâneas do antebraço ou abdomen (Oktay et al., 2001, 2004) e outros sítios 
como o músculo do reto (Kim et al., 2009) ou no tecido subperitoneal (Stern et al., 2011). Em teoria, no enxerto 
ortotópico de tecido ovariano, a paciente deve ser capaz de engravidar naturalmente e isto tem sido registrado até 
o momento na maioria dos casos. Somente em algumas mulheres, a gravidez necessita do auxílio da técnica da 
fertilização in vitro (FIV) (Schmidt et al., 2003). Diferente do transplante ortotópico, o transplante heterotópico 
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visa evitar procedimentos cirúrgicos invasivos quando um novo transplante é requerido, bem como uma fácil 
recuperação dos oócitos (Kim, 2012). Neste caso, não é possível a concepção natural e os sítios heterotópicos 
podem não proporcionar um ambiente adequado para o desenvolvimento folicular, devido a algumas diferenças 
fisiológicas como temperatura, pressão, fatores parácrinos e suprimento sanguíneo (Donnez et al., 2013).  
 
Xenotransplante 
 

O xenotransplante é realizado entre espécies diferentes. Alguns estudos têm mostrado que o 
xenotranplante do tecido ovariano humano em camundongos demonstrou ser um excelente modelo de estudo 
para as funções ovarianas e desenvolvimento de folículos ovarianos in vivo (Van Eyck et al., 2009). Esse tipo de 
transplante tem sido explorado como um método para eliminar o risco de transferência de células malignas 
residuais no tecido transplantado e, ainda como uma possível alternativa para mulheres em que o crescimento de 
tumores malignos é hormônio dependente. Desde 1960, linhagens de camundongos nude têm sido utilizadas 
como modelo in vivo para estudos relacionados a tumores malignos em humanos, pois nestes animais o timo está 
ausente e, portanto, não podem produzir linfócitos T maduros (células responsáveis pelas respostas imunológicas 
do organismo). Devido a isso, os enxertos realizados em camundongos não são rejeitados, não somente na 
condição de alotransplante, mas também durante o xenotransplante (Fransolet et al., 2015). Camundongos com a 
síndrome da deficiência combinada SCID foram os primeiros modelos e são os mais comumente utilizados no 
xenotransplante de tecido ovariano (Aubard, 2003). Estes animais são caracterizados pela presença da mutação 
scid, que produz um defeito na recombinação de genes do receptor de antígenos, levando os animais mutantes a 
não produzir linfócitos tipo T e B (Custer et al., 1985). Assim, camundongos SCID podem manter os tecidos de 
outras espécies sem produzir qualquer resposta imunológica que possa resultar na rejeição do tecido enxertado 
no hospedeiro (Bosma et al., 1983).  

Nas situações em que o transplante não é viável para a restauração da fertilidade pode-se considerar 
alternativamente a realização do cultivo in vitro de tecido ovariano, também conhecido como cultivo in situ. 
 

Cultivo in vitro de folículos pré-antrais 
 
O principal objetivo do cultivo in vitro de FOPA é evitar a atresia folicular que ocorre naturalmente in 

vivo, além de permitir o desenvolvimento folicular assegurando o crescimento e a maturação dos oócitos 
(Figueiredo et al., 2008). O cultivo de FOPA pode ser realizado de duas formas: in situ (folículos inclusos no 
tecido ovariano) ou cultivo de folículos isolados. O cultivo in situ tem sido considerado importante para o estudo 
da ativação de folículos primordiais e do crescimento de folículos primários em várias espécies (bovinos: 
McLaughlin; Telfer, 2010; ovinos: Lima et al., 2013; humanos: Ding et al., 2010; caprinos: Celestino et al., 
2009). O cultivo de folículos isolados por sua vez, apresenta como vantagens, o fato de permitir o 
acompanhamento individual dos folículos durante o cultivo, além de favorecer uma maior perfusão do meio para 
o folículo (Abir et al., 1999). 

Os principais resultados obtidos utilizando a técnica do cultivo in vitro de FOPA foi a obtenção de 
embriões em diversas espécies (camundongos: O’Brien et al., 2003; cabras: Saraiva et al., 2010; ovelhas: 
Arunakumari et al., 2010; humanos: Telfer et al., 2008, dentre outros). O resultado mais encorajador obtido até o 
momento foi o nascimento de vários camundongos saudáveis a partir de folículos primordiais crescidos, 
maturados e fecundados in vitro após cultivo de ovário (O´Brien; Pendola; Eppig, 2003).  

A criopreservação associada ao cultivo in vitro é uma excelente alternativa para a preservação da 
fertilidade feminina além de evitar a reintrodução de células malignas, um risco iminente quando se realiza o 
transplante. Em murinos, embriões foram obtidos após criopreservação seguida do cultivo in vitro de tecido 
ovariano, resultando na gestação e nascimentos de filhotes vivos (Hasegawa et al., 2006, Wang et al., 2011). Em 
pequenos ruminantes, a criopreservação de folículos pré-antrais associada ao cultivo in vitro ainda é muito 
restrita e limita-se a poucos trabalhos na espécie caprina (Carvalho et al., 2014) e ovina (Lunardi et al., 2015). 
Nessa última espécie, o resultado mais significativo foi reportado recentemente por Lunardi et al. (2015), os 
quais demonstraram que folículos secundários previamente criopreservados podem se desenvolver até o estágio 
antral quando cultivados in vitro por até 6 dias. 

Na espécie humana, Bian et al. (2013) observaram uma manutenção da viabilidade e ultraestrutura 
folicular após criopreservação seguida de cultivo in vitro de folículos isolados.  

Apesar dos relatos de nascimento após criopreservação e transplante de tecido ovariano, os resultados 
obtidos com cultivo in vitro de material criopreservado ainda são bastante escassos, pois, muito embora isso 
evite a reintrodução de células malignas, a eficiência dessa técnica ainda é muito baixa. Com isso, pode-se dizer 
que, tanto a criopreservação como o cultivo de folículos pré-antrais, ainda são considerados técnicas de 
reprodução assistida experimentais ou em desenvolvimento. 
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Considerações finais 
 

De acordo com o que tem sido observado na literatura, a criopreservação seguida de transplante ou 
cultivo in vitro de FOPA é uma excelente alternativa para a preservação da fertilidade e capacidade reprodutiva 
de mulheres submetidas a tratamentos gonadotóxicos. Tais técnicas podem garantir a gestação e evitar a 
reintrodução de células malignas após o tratamento e cura da doença. A associação destas técnicas também 
poderá ser utilizada para preservar espécies ou raças de animais ameaçados de extinção ou mesmo de animais 
geneticamente valiosos. 
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