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Resumo 
 
 
 A criopreservação de embriões é fundamental na área de procriação 

medicamente assistida e recentemente destaca-se um aumento do número de ciclos 

freeze-all. O método de vitrificação não só tornou mais eficiente a criopreservação, como 

também o descongelamento de embriões e de oócitos com a diminuição dos danos 

provocados pela formação de cristais de gelo. 

 Inicialmente na vitrificação foi desenvolvido o método do sistema fechado no qual 

os embriões não entram em contato direto com o azoto líquido, pois as palhetas são 

seladas hermeticamente antes de entrarem em contato com o azoto e depois 

armazenadas em crio contentores. Posteriormente surgiu o método do sistema aberto, 

no qual os embriões são expostos diretamente ao azoto líquido. Ambos os métodos 

apresentam vantagens e desvantagens, mas a vitrificação pelo sistema aberto é mais 

utilizada nos laboratórios de fertilização in vitro. 

 Esta dissertação teve como objetivo analisar a eficácia da vitrificação de 

embriões pelos sistemas fechado e aberto através da comparação de taxas de 

nascimentos provenientes de transferências embrionárias após a descongelação da 

clínica CEMEARE - Centro Médico de Assistência à Reprodução. Quanto aos resultados 

obtidos verificou-se que não existem diferenças estatisticamente significativas entre 

ambos os sistemas, o que sugere que ambos são eficazes na vitrificação dos embriões. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: embriões, vitrificação, congelação lenta, sistema aberto, sistema 
fechado 
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Abstract 
 
 
 Embryo cryopreservation is fundamental in the field of medically assisted 

procreation. Recently there has been an increase in the number of freeze-all cycles. The 

vitrification method has not only made cryopreservation feasible, but also the warming 

of embryos and oocytes, with reduce of damage from the formation of ice crystals. 

 Initially, in vitrification, the closed system method was developed, where the 

embryos do not come into direct contact with the liquid nitrogen, as the straws are sealed 

hermetically before rapid submission into nitrogen and then stored in cryo-containers. 

Later, the open system method emerged, in which the embryos are exposed directly to 

the liquid nitrogen. Both methods have advantages and disadvantages, but vitrification 

using the open system is more commonly used in in vitro fertilization laboratories. 

 The aim of this dissertation was to analyze the effectiveness of closed and open 

systems for embryo vitrification by comparing birth rates from embryo transfers after 

warming at the CEMEARE clinic. The results showed that there were no statistically 

significant differences between the two systems, which suggests that both are effective 

in vitrifying embryos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: embryos, vitrification, slow cooling, open system, closed system  
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1.1. Fundamentos da Criopreservação 
 
 

 A criopreservação é um procedimento que permite preservar células, tecidos 

celulares e outros materiais biológicos através do arrefecimento das amostras a baixas 

temperaturas (Jang et al., 2017). 

 Esta é uma técnica bem conhecida, utilizada em reprodução assistida para 

preservar material genético durante vários anos. É  empregue em pacientes que 

realizam tratamentos de quimioterapia ou radioterapia ou que possuem doenças 

autoimunes. Também é aplicada a pacientes com oligozoospermia severa, em casos de 

distúrbios ejaculatórios e em situações de doação de gâmetas (Ozimic et al., 2023). No 

caso de homens que queiram proceder a um tratamento de mudança de género é 

aconselhável que se preserve o seu material genético e por consequente a sua 

fertilidade antes de começar a sua terapia hormonal (Estudillo et al., 2021). 

 Por outro lado, no caso dos gâmetas femininos, a criopreservação de oócitos 

veio resolver as eventuais dificuldades reprodutivas das mulheres que pretendem adiar 

o seu desejo de serem mães. A criopreservação de oócitos para conservação da 

fertilidade pode ser designada por criopreservação por motivos sociais, precisamente 

para distinguir a criopreservação devido a outras razões médicas como no caso de 

pacientes oncológicos que irão ser submetidos a tratamentos de radioterapia e/ou 

quimioterapia (Raposo, 2020). 

 A doação de gâmetas ou embriões aumenta a probabiliade de ter uma criança 

quando um ou ambos os parceiros se encontram impossibilitados de utilizar os seus 

gâmetas, e/ou criar os seus próprios embriões. Os casais escolhem gâmetas e/ou 

embriões doados devido a problemas médicos como por exemplo ausência de gâmetas, 

má qualidade oocitária ou espermática. Em algumas situações para não correr o risco 

de transmitirem doenças genéticas, os casais optam pela doação. Podem recorrer à 

doação também por motivos sociais como mulheres solteiras ou por casais de mulheres 

(American Society for Reproductive Medicine, 2014). 

 A criopreservação de embriões tem vindo a ser uma estratégia terapêutica bem-

sucedida em procriação medicamente assistida (PMA) porque permite preservar 

embriões supra-numerários e alcançar várias gravidezes a partir de um único ciclo de 

estimulação ovárica. Também permite a transferência de um só embrião, minimizando 

o risco de gravidez múltipla (Cobo et al., 2012). 
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Nos últimos anos, foi adotada uma estratégia de freeze-all como alternativa a 

transferências a fresco de embriões durante os ciclos de fertilização in vitro (FIV). Nesta 

estratégia todos os embriões criados num ciclo são criopreservados, dependendo da 

sua qualidade observada e posteriormente o embrião com melhor qualidade é 

transferido num ciclo futuro (Roque et al., 2017). 

Para o desenvolvimento e maturação dos folículos e consequentemente dos 

oócitos, é necessária uma estimulação ovárica, contudo existem algumas preocupações 

sobre os efeitos adversos desta estimulação. A principal complicação que se observa 

durante a estimulação ovárica é o risco de Síndrome de Hiperestimulação Ovárica 

(SHO). (Roque et al., 2017). Devido aos avanços na área a SHO é uma complicação 

cada vez mais atípica, mas ainda abrange cerca de 2,5% a 2,9% das mulheres sujeitas 

a técnicas de reprodução (Melo, 2022, p. 7). 

De modo a diminuir o desenvolvimento de SHO, evita-se a transferência de 

embriões a fresco e promove-se a opção de freeze-all de embriões após o tratamento 

de fertilização in vitro e posteriormente a sua transferência apenas num ciclo seguinte 

(Zaat et al., 2021). 

A tecnologia atual não permite testes genéticos em oócitos, no entanto, existe a 

possibilidade de testar geneticamente os embriões, como por exemplo, para 

aneuploidias através de um processo designado Preimplantation Genetic Testing for 

Aneuploidies (PGT-A), que consegue especificar se um determinado embrião tem o 

número apropriado de cromossomas. Este teste vem facilitar a escolha do embrião a 

transferir no sentido de originar uma gravidez com sucesso (Casciani et al., 2023). 

A criopreservação torna-se fundamental no decorrer deste teste genético, uma 

vez que os resultados demoram a serem obtidos. Desta forma é essencial criopreservar 

o embrião, dando tempo para sua identificação para que este seja considerado apto ou 

não para a transferência (Bosch et al., 2020). 
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 Embora a criopreservação de gâmetas e embriões traga várias vantagens para 

a reprodução assistida, esta compreende múltiplos efeitos fisiológicos que devemos ter 

em conta quando submetemos as células a temperaturas abaixo de 0ºC. 

 Expor as células a temperaturas negativas sem o uso de agentes crioprotetores 

(ACPs) não é viável, tornando-se letal. Os crioprotetores são compostos moleculares 

utilizados para minimizar o stress produzido pelo congelamento/descongelamento, 

nomeadamente o stress induzido pela formação de gelo (Ozimic et al., 2023). De uma 

perspetiva molecular, os crioprotetores atuam ao quebrar as ligações de hidrogénio das 

moléculas da água (Gosden, 2011). 

Com a formação de gelo, a água do meio extracelular diminui aumentando a 

concentração de solutos. Por osmose, a água presente a nível intracelular atravessa a 

membrana celular provocando a desidratação da célula e consequentemente a 

concentração de solutos aumenta no interior da mesma. Este processo pode provocar 

danos pois o aumento de solutos intracelular leva ao stress osmótico e o gelo formado 

no meio extracelular pode provocar danos no tecido membranar. Se o processo de 

arrefecimento ocorrer de forma muito rápido e a saída de água for brusca, também pode 

ocorrer a formação de gelo no interior das células provocando maiores danos do que a 

formação de cristais de gelo extracelular porque existe uma maior capacidade de 

danificar estruturas celulares internas fundamentais para a sobrevivência celular como 

por exemplo os lisossomas (Bojic et al., 2021). 

Como a água constitui cerca de 80% do volume celular, intra e extracelular, o 

congelamento da mesma influencia alterações estruturais e bioquímicas podendo 

resultar em danos celulares como demonstrado na (Figura 1) (Whaley et al., 2021). 

Ao nível bioquímico, a utilização de ACPs na criopreservação de oócitos, induz 

alterações na síntese de proteínas, aumenta a concentração de cálcio intracelular, 

provoca o endurecimento da zona pelúcida e o aumento de espécies reativas de 

oxigénio (EROs) (Moussa et al., 2014). Ambos os métodos de criopreservação, 

congelação lenta e vitrificação, causam uma diminuição dos grânulos corticais, estes 

provenientes do complexo de Golgi e que segregam várias enzimas importantes para o 

bloqueio à polispermia, induzem também alterações na morfologia das mitocôndrias. 

Uma vez que o material genético é sensível a procedimentos de criopreservação, há o 

risco  de ocorrem danos dos cromossomas e no fuso mitótico ou meiótico. (Estudillo et 

al., 2021). 

Quanto à criopreservação de espermatozoides, o stress oxidativo afeta a 

composição de lípidos, a síntese de proteínas e o DNA o que conduz a uma redução da 

viabilidade, mobilidade e do potencial de fertilização devido a danos no citoesqueleto e 

na membrana celular. Por fim, quanto aos efeitos moleculares nos embriões, existe uma 
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maior concentração de EROs no estadio de mórula. (Estudillo et al., 2021). 

Relativamente à integridade do DNA, ambos os métodos de criopreservação geram 

alterações no mesmo, contudo a vitrificação resulta numa menor quantidade de células 

sinalizadas para a via apoptótica como consequência dos danos inflingidos no DNA do 

que a congelação lenta, o que sugere que a integridade do DNA é vulnerável aos 

diferentes métodos de criopreservação (Estudillo et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Efeitos da criopreservação em embriões e nos gâmetas. (Adaptado de Estudillo et al., 
2021). 

 
 

Para uma criopreservação com sucesso, é preciso equilibrar três componentes: 

concentração dos agentes crioprotetores (viscosidade), temperaturas de 

arrefecimento/descongelamento e o volume do meio, em que as células estão 

suspensas durante a vitrificação para prevenir a cristalização da água no interior da 

célula. A criopreservação não só depende do equilíbrio dos três componentes descritos, 

mas também depende da qualidade dos gâmetas e dos embriões que são preservados 

(Antonouli et al., 2023). 

 Evidentemente, o uso de crioprotetores é essencial em todos os protocolos de 

criopreservação. No entanto, há que ter em conta que em elevadas concentrações, os 

ACPs podem ser tóxicos para as células (Estudillo et al., 2021). 

Dependendo da sua capacidade de penetrar a membrana celular, existem dois 

tipos de agentes crioprotetores: permeáveis e não permeáveis. Relativamente aos 

crioprotetores permeáveis, pode-se ter como exemplo Dimethylsulfoxido (DMSO), 

Glycerol (GI), Ethylene Glycol (EG), Propanediol (PROH). Comparativamente, em 
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relação aos crioprotetores não permeáveis existe a Sacarose e a Trealose, entre outros 

(Robles et al., 2019).  

Os crioprotetores permeáveis são moléculas de baixa densidade e ao 

atravessarem a membrana celular para o seu interior, provocam o deslocamento da 

água para o exterior da mesma através de um gradiente osmótico ocupando o lugar da 

água. Por aumentarem a osmolaridade extracelular geram um gradiente osmótico que 

contribui para o contínuo da desidratação celular (Jeseta et al., 2016, p. 5). 

 Enquanto os crioprotetores não permeáveis, ao permanecerem no meio 

extracelular, aumentam a osmolaridade extracelular gerando um gradiente osmótico 

pela membrana, contribuindo assim, para a desidratação da célula. Ao mesmo tempo 

previnem a entrada rápida de água para a célula durante o processo de 

descongelamento/rehidratação (Konc et al., 2014). 

Nos últimos trinta anos, as técnicas de criopreservação em reprodução assistida 

têm vindo a ser desenvolvidas a partir de dois mecanismos: a congelação lenta e a 

vitrificação, sendo que esta última combina um tempo de arrefecimento ultrarrápido com 

a utilização de uma alta concentração de ACPs (Zhang et al., 2015). 

 
 
 
 

1.2. Técnicas de Criopreservação 
 

1.2.1.  Congelação Lenta 
 
 

A congelação lenta envolve o equilíbrio dos embriões/oócitos em baixas 

concentrações de um ou mais crioprotetores durante alguns minutos para que o 

processo de desidratação ocorra antes de serem introduzidos em palhetas 

hermeticamente seladas. Em seguida, as palhetas são colocadas num equipamento 

programável que permite executar gradualmente este arrefecimento (~ 0.3ºC/min) até 

aproximadamente -30ºC. Durante o processo de arrefecimento é induzida manualmente 

a formação extracelular de cristais de gelo (seeding) entre -5ºC e -8ºC em pontos mais 

distantes aos embriões/oócitos, impedindo uma congelação rápida de toda a água, 

dando tempo para que continue a desidratação enquanto a concentração extracelular 

de soluto aumenta. Posteriormente, quando as palhetas atingem os -30ºC, são 

submersas e agitadas vigorosamente em azoto líquido, no qual, a temperatura é 

rapidamente reduzida até aos -196ºC e armazenadas em azoto líquido (Figura 2) (Edgar 

& Gook, 2012). 
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Figura 2- Diagrama representativo do processo da congelação lenta. (Adaptado de 
Teng, 2020, p.11). 

 
 

A principal vantagem da congelação lenta é o baixo risco de contaminação 

durante o procedimento sem ser preciso profissionais altamente qualificados. No 

entanto, esta técnica apresenta algumas desvantagens, tais como, o custo financeiro, 

processamento longo e necessidade de um equipamento específico (S. Aljaser, 2022, 

p. 4). 

Um dos fatores que contribui para o reduzido sucesso desta técnica é a formação 

descontrolada de cristais de gelo, intra e extracelular, que deriva de uma desidratação 

inapropriada que, por sua vez aumenta o risco de danos celulares durante o processo 

de descongelamento (Vanderzwalmen et al., 2020).  

Assim, apesar de ter sido utilizada por mais de trinta anos em laboratórios de 

PMA, as concentrações de crioprotetores utilizadas para evitar a formação de cristais 

de gelo foram consideradas baixas e por isso foi desenvolvida outra técnica de 

criopreservação, a vitrificação (Waterstone et al., 2018, p.13). 
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1.2.2.  Vitrificação 
 
 
 A vitrificação é um método de congelação, mais recente, alternativo à 

congelação lenta para criopreservar embriões e oócitos e tem vindo a ser descrita como 

uma técnica revolucionária nos laboratórios de fertilização in vitro (Konc et al., 2014). O 

princípio da vitrificação é a solidificação de uma solução no estado líquido para um 

estado sólido amorfo (vítreo) sem organização cristalina após o contato com azoto 

líquido (Figura 3) (Wong et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Criopreservação de duas soluções após contato com azoto líquido a -196ºC. 
Solução cristalizada (à esquerda) sem a utilização de crioprotetores e solução vitrificada (à 
direita) com utilização de agentes crioprotetores permeáveis e não permeáveis. (Adaptado de 
Irvine Scientific, 2012). 

 
 
Durante a vitrificação, os oócitos e embriões iniciam o processo de desidratação 

antes do arrefecimento ultrarrápido através da sua exposição a altas concentrações de 

crioprotetores, tornando a solução viscosa, no qual é necessário para a solidificação dos 

meios intra e extracelular num estado vítreo, que ocorre posteriormente através do 

aumento da velocidade da temperatura de congelação (Liebermann et al., 2002). 

Um risco associado à vitrificação é a exposição dos oócitos e embriões a altas 

concentrações de crioprotetores que podem ser tóxicos, podendo provocar um choque 

osmótico afetando a viabilidade do embrião (Loutradi et al., 2008). Porém é possível 

limitar a toxicidade dos crioprotetores ao utilizar diferentes crioprotetores (permeáveis e 
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um sólido 
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não permeáveis) diminuindo a concentração de cada um deles e reduzindo o tempo de 

exposição das células à solução de crioprotetores (Konc et al., 2014). 

Durante o processo de vitrificação, a uma temperatura ambiente, os embriões 

são inicialmente expostos a concentrações elevadas de crioprotetores permeáveis 

(DMSO, EG ou PROH) e não permeáveis (Sacarose ou Trehalose) por um curto 

período, iniciando a substituição da água presente nos embriões pelos crioprotetores. 

Posteriormente, os embriões são retirados juntamente com parte da solução e 

colocados em palhetas de vitrificação em pequenos volumes (0.1 – 2 μL) para facilitar o 

arrefecimento rápido. De seguida, a rápida redução da temperatura (aproximadamente 

superior a 10 000ºC/min) é alcançada pela exposição imediata ao azoto líquido (Figura 

4) (Edgar & Gook, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Diagrama esquemático da técnica de vitrificação. (Adaptado de Teng, 2020, p.11). 

 
 

Durante o processo de warming (processo inverso à vitrificação), os embriões e 

os oócitos voltam ao estado que se encontravam inicialmente no qual, passam de -

196ºC para 37ºC.  Este processo tem de se realizar o mais rápido possível de modo a 

evitar a formação de cristais de gelo e consequentemente, ocorrer a danificação das 

células (Seki & Mazur, 2012). Seguidamente atravessam um período de reidratação 

gradual, onde ocorre a substituição dos crioprotetores permeáveis por água, levando 

assim a uma diminuição da concentração dos mesmos (Edgar & Gook, 2012). 
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O sólido amorfo resultante da vitrificação é extremamente frágil e pode ser 

convertido novamente para o estado líquido durante o processo de descongelamento, 

ao qual pode ocorrer a formação de gelo. Esta é devido ao descongelamento das 

moléculas de água que, por sua vez, podem reagrupar-se para formar cristais de gelo, 

podendo causar danos significativos nos organelos celulares (Sharma & Sharma, 2022). 

Os riscos de danos celulares durante o processo de warming são os mesmos 

associados à vitrificação (Bhattacharya et al., 2023). 

Deste modo, muitos protocolos de warming utilizam altas taxas de 

descongelamento de maneira que não se verifique a formação de cristais de gelo 

durante a transição do estado sólido vítreo para líquido (Sharma & Sharma, 2022).

 Os principais benefícios da criopreservação pela vitrificação é a não formação 

de cristais de gelo (intra e extracelular), conseguida pelo aumento rápido da temperatura 

resultando numa diminuição de danos. Sendo um processo de curta duração, o período 

em que os embriões permanecem fora da incubadora é reduzido e pode ser realizado a 

qualquer altura do dia consoante a necessidade. Contudo, como não é preciso um 

equipamento programável, uma potencial desvantagem da vitrificação é que na prática 

é mais desafiante e requer um embriologista mais experiente (Balaban et al., 2008). 

 
 
 
 

1.2.3. Diferenças entre Congelação lenta e 
Vitrificação 

 
 
 Comparando com o método de congelação lenta, a vitrificação não requer 

nenhum equipamento específico e é um processo de menor duração (Waterstone et al., 

2018). Por outro lado, esta técnica necessita de uma alta concentração de 

crioprotetores, consequentemente aumentando o risco de toxicidade e danos 

osmóticos. Também precisa de ferramentas específicas que permitem uma alta taxa de 

arrefecimento, reduzindo o volume das soluções que contêm os embriões (Youssry et 

al., 2008). 

Ambos os métodos de criopreservação utilizam ACPs semelhantes, mas 

diferenciam-se na concentração dos mesmos, assim como também nas taxas de 

arrefecimentos e de descongelamento. A congelação lenta como já mencionado, recorre 

a concentrações baixas de ACPs, baixas taxas de arrefecimentos e altas taxas de 

descongelamento. No entanto, o método de vitrificação utiliza altas concentrações de 

ACPs e altas taxas de arrefecimento e de descongelamento (Wong et al., 2014). Uma 
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outra diferença importante é que a vitrificação visa a evitar a formação de cristais de 

gelo nos meios intra e extracelular ao contrário da congelação lenta (Konc et al., 2014). 

Algumas diferenças e semelhanças entre os métodos podem ser observados na 

Tabela 1. 

 
 

Características Congelação Lenta Vitrificação 

Concentração de CPs Baixo Alto 

Risco de toxicidade dos CPs Baixo Alto 

Sobrevivência celular Baixo Alto 

Dano celular devido aos cristais de gelo Sim Não 

Duração do procedimento >3h <10min 

Rapidez do arrefecimento ~0.3ºC/min ~23.000ºC/min 

Riscos principais Cristais de gelo extracelular Toxicidade 

Habilidades operacionais necessárias Baixo Alto 

 
Tabela 1- Diferenças e similaridades entre os métodos de congelação lenta e vitrificação. 
(Adaptado de Jaiswal & Vagga, 2022; Rodrigo, 2023; Bojic et al., 2021). 

 
 

A congelação lenta, por utilizar baixas concentrações de ACPs, apresenta um 

baixo risco de toxicidade. Por outro lado, revela ter sérios riscos em relação aos danos 

associados com o congelamento devido à acumulação de gelo no exterior das células. 

Porém o método de vitrificação envolve a exposição da célula suspendida num meio 

aquoso ao azoto líquido, provocando a transição para a “fase de vidro” (Chen et al., 

2022). 

O principal benefício da vitrificação é reduzir substancialmente a probabilidade 

de ocorrer danos ao nível celular derivados da formação de gelo mantendo uma elevada 

taxa de sobrevivência celular (Jaiswal & Vagga, 2022).  

Em comparação à congelação lenta, ao longo do processo de vitrificação, a 

solução total (a ser criopreservada) permanece inalterada e a água existente nas células 

não precipita, não havendo formação de cristais de gelo (Liebermann et al., 2002). 

Vários estudos sugerem que a vitrificação resulta numa maior taxa de 

sobrevivência e taxa de desenvolvimento do que a congelação lenta e por isso a maioria 

das clínicas atualmente utilizam o método da vitrificação de forma a substituir o método 

da congelação lenta (Nel-Themaat et al., 2019). 
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1.3. Vitrificação de embriões 
 

1.3.1. Em que estadio criopreservamos embriões? 
 
 
 Em relação aos gâmetas (oócitos e espermatozoides), os embriões são diplóides 

e apresentam uma maior resistência a fatores de stress. Porém, como apresentam 

células em constante divisão, o material genético encontra-se mais vulnerável a certos 

fatores promotores de stress em comparação aos cromossomas inativos e compactos 

do espermatozoide (Kopeika et al., 2015). 

 Os embriões podem ser criopreservados em diferentes fases do seu 

desenvolvimento, no estadio inicial de zigoto (dia 1), no estadio de clivagem (dia 2 - 3), 

no estadio de mórula (dia 4) e no estadio de blastocisto (dia 5 - 6) como ilustrado na 

(Figura 5).  

 

 

 

 

 

 
 
A criopreservação de embriões no estadio de zigoto é realizada por motivos 

logísticos do laboratório e/ou por opção do paciente, como por exemplo, questões 

éticas. A criopreservação em estadio de clivagem é indicada quando há poucos oócitos 

fertilizados (entre um e quatro) ou quando se prevê um fraco desenvolvimento 

embrionário (tendo por base ciclos anteriores). Esta criopreservação dá oportunidade 

aos pacientes de terem embriões armazenados para futuras transferências 

embrionárias, mas como não usufrui de uma cultura prolongada, perde-se a vantagem 

de seleção, pois não se sabe qual embrião terá a capacidade de atingir o estadio de 

blastocisto (Nagy et al., 2020). 

No entanto, foi demonstrado que embriões de dia 1 conseguem sobreviver ao 

processo de vitrificação e ao processo de warming, devido ao endurecimento da zona 

pelúcida após o processo de fertilização, conferindo à membrana plasmática mais 

 

Blastocisto   Mórula     Zigoto Clivagem 
Dia 2 

Clivagem 
Dia 3 

Dia 5 

Figura 5- Ilustração dos estadios de um embrião. (Adaptado de Santé, 2023) 
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estabilidade e capacidade de suportar alterações osmóticas durante ambos os 

processos (Elnahas et al., 2010). 

Relativamente ao estadio de clivagem, a criopreservação de embriões nesta fase 

beneficia da seleção que a cultura prolongada providencia, possibilitando uma melhor 

triagem de qual embrião aparenta ter melhor qualidade, porém antecipar o seu 

desenvolvimento continua a ser difícil. Deste modo, preservar embriões em estadios 

precoces sustenta a incerteza da viabilidade dos embriões (Tao et al., 2004).  

Por outro lado, a criopreservação nos estadios de mórula e blastocistos (estadios 

embrionários mais avançados) possibilitam uma melhor seleção da qualidade 

embrionária o que aumenta a probabilidade de alcançar uma gravidez. Sendo o estadio 

de blastocisto o último antes da implantação uterina, este permite uma melhor seleção 

por apresentar a massa celular interna mais definida (Tao et al., 2004). 

A vitrificação pode ser classificada em dois métodos: vitrificação pelo método 

fechado e vitrificação pelo método aberto (Vajta et al., 2015). 

 
 
 
 

 1.3.2. Vitrificação pelo Sistema Aberto 
 
 
 A vitrificação pelo sistema aberto utiliza palhetas que suportam pequenos 

volumes de solução a ser vitrificado, isto permite atingir taxas de arrefecimento mais 

elevadas (20.000-30.000ºC/min) passando de uma solução aquosa para um sólido 

amorfo. Este sistema envolve o contato direto entre os embriões/oócitos e o azoto 

líquido (Criado Scholz, 2012; Carvalho et al., 2016). O sistema aberto possibilita também 

no processo de warming alcançar elevadas taxas de sobrevivência após 

descongelamento (Hajek et al., 2021). 

 As palhetas utilizadas consistem num suporte físico, nos quais os embriões são 

colocados juntamente com a solução de vitrificação para serem criopreservados e 

armazenados em crio contentores, sendo apenas retirados dos mesmos no momento 

da sua utilização (M. G. Molina, 2018; Nagy et al., 2009). 

 Estas, não só permitem alcançar altas taxas de arrefecimento como também 

permitem a diminuição da citoxicidade, pois o volume de solução a vitrificar juntamente 

com o embrião colocado nas palhetas é reduzido a um volume ~1 µL (Molina et al., 

2016). 

 Este sistema opera com certas palhetas nomeadamente: as Cryotop, as 

Cryolock, as Cryoloop, entre outras (Kuwayama et al., 2005).                                                   
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 Sendo que o azoto permite a criopreservação a temperaturas ultrabaixas (-

196ºC), diversos microrganismos conseguem sobreviver a estas temperaturas 

conduzindo à sua contaminação e a uma possível contaminação cruzada (uma amostra 

criopreservada infeta outra amostra armazenada no mesmo crio contentor), esta 

promove o risco de os embriões/oócitos serem transportadores de doenças (Pomeroy 

et al., 2010; Cavalcante et al., 2020), visto que uma das preocupações em PMA é a 

transmissão de doenças sexualmente transmissíveis (Joaquim et al., 2017). 

 Uma desvantagem da vitrificação pelo sistema aberto pode ser o fato de no 

processo de vitrificação o contato direto entre o azoto líquido e a solução a vitrificar 

contendo os embriões, promove o risco de transmissão de agentes patogénicos e 

durante o armazenamento das amostras biológicas o risco de contaminação cruzada 

(Figura 6) (Hajek et al., 2021), se as amostras não estiverem devidamente seladas. 

Estando o azoto líquido contaminado, existe também o risco de contaminação das 

amostras criopreservadas. Assim o azoto líquido pode ser considerado uma potencial 

fonte de contaminação durante o processo de vitrificação e no armazenamento a longa 

duração (M. G. Molina, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Ilustração do método de vitrificação pelo sistema aberto. a) - Palheta de 
vitrificação com embrião/oócito b) - Submersão da palheta diretamente no azoto contaminado c) 
- Armazenamento da palheta já contaminada no crio contentor. (Adaptado de Joaquim et al., 
2017). 

 
 
Apesar de ainda não ter sido mencionado nenhuma contaminação cruzada 

durante o armazenamento de embriões/oócitos (Nagy et al., 2020), existe ainda a 

preocupação de manter o azoto líquido e os crio contentores esterilizados. O método 
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mais utilizado para prevenir a contaminação nos crio contentores é a esterilização por 

meio de luz ultravioleta (UV), que em volumes pequenos de azoto líquido apresenta ser 

eficaz contra bactérias, vírus e fungos rápido (Parmegiani et al., 2010). Existe também 

a opção de esterilização por meio de filtros (Joaquim et al., 2017).   
Atualmente a vitrificação pelo método de sistema aberto é a prática mais utilizada 

globalmente nos laboratórios de procriação medicamente assistida. (Vajta et al., 2015). 

 
 
 
 

 1.3.3. Vitrificação pelo Sistema Fechado 
 
 
 Devido ao risco de contaminação pelo azoto do sistema aberto desenvolveu-se 

um mecanismo de vitrificação no qual os embriões/oócitos não entram em contato 

direto com o azoto. Esta metodologia designa-se sistema fechado (Paffoni et al., 2011; 

Criado Scholz, 2012). 

 A prevenção da contaminação pelo contato direto ao azoto e a contaminação 

cruzada durante o compartilhamento nos crio contentores, o sistema fechado, uma vez 

que, trabalha com palhetas hermeticamente seladas (Cavalcante et al., 2020), permite 

aos embriões/oócitos juntamente com a solução a vitrificar não contactar diretamente 

com o azoto, o que provoca uma redução nas taxas de arrefecimento. Devido a esta 

redução, muitos protocolos de vitrificação por sistema utilizam altas concentrações de 

agentes crioprotetores de modo a evitar a formação de cristais de gelo, 

consequentemente, estes protocolos tornam-se mais “perigosos” /arriscados devido ao 

seu aumento de citotoxidade por parte das concentrações dos crioprotetores 

(Panagiotidis et al., 2013). 

 Neste sistema são utilizadas palhetas como: as CryoTip, as Cryopette, as 

Rapid-i, as High-Security Vitrification Straw (HSV), entre outras (Panagiotidis et al., 

2013). 

 Apesar de este método reduzir o risco de contaminação durante a vitrificação e 

o armazenamento (Figura 7), existe uma preocupação em vitrificar pelo sistema 

fechado devido à possibilidade da redução das taxas de arrefecimento que pode ser 

causada pelo isolamento térmico e pelo aumento do risco da formação de cristais de 

gelo. 

 De modo a ultrapassar esta preocupação, foi proposto o aumento de exposição 

aos crioprotetores para aumentar a sua concentração intracelular com o intuito de 

manter o estado vítreo da solução de vitrificação contendo os embriões/oócitos (A 
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review of best practices of rapid-cooling vitrification for oocytes and embryos: a 

committee opinion, 2021; Panagiotidis et al., 2013). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 
 
Figura 7- Ilustração do método de vitrificação pelo sistema fechado. a) – Palheta de vitrificação 
com embrião/oócito a vitrificar b) – Utilização de selador de palhetas c) – Palheta selada é 
submersa em azoto líquido contaminado d) – Armazenamento da palheta já contaminada no crio 
contentor. (Adaptado de Joaquim et al., 2017). 

 
 
 
 

1.4 Objetivos 
 
 
 A criopreservação embrionária tornou-se um processo fundamental em 

procriação medicamente assistida, e nos últimos anos tem havido um aumento 

crescente de ciclos freeze-all. O método de vitrificação tornou possível a 

criopreservação e o descongelamento de embriões e de oócitos diminuindo os danos 

provocados pela formação de cristais de gelo, no qual, estes são significativamente mais 

altos na congelação lenta, permitindo a realização de ciclos freeze-all não 

comprometendo a qualidade embrionária. 
 No entanto, existe alguma preocupação em relação à vitrificação pelo sistema 

aberto, em que o embrião entra em contato direto com o azoto líquido, o que gera 

alguma insegurança em relação à contaminação. Por outro lado, a vitrificação pelo 
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sistema fechado diminui o risco de contaminação, mas limita as taxas de arrefecimento 

e aquecimento. 
 A presente dissertação tem como objetivo analisar a eficácia da vitrificação de 

embriões pelos sistemas fechado e aberto através da comparação de nados-vivos 

provenientes de transferências embrionárias após a descongelação. 
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2.1. Materiais 

 
 Para a realização prática deste estudo foram utilizados dados de transferências 

embrionárias de embriões congelados (TECs), da clínica CEMEARE - Centro Médico 

de Assistência à Reprodução, que por considerações éticas e de proteção de dados 

foram anonimizadas e apenas tive acesso aos números. Os dados utilizados foram 

referentes às TECs realizadas com o método de criopreservação pelo sistema fechado 

cujos dados estão compreendidos entre 01 de Janeiro de 2018 e 31 de Dezembro de 

2019 e com utilização do método de criopreservação pelo sistema aberto entre 01 de 

Janeiro de 2021 e 31 de Dezembro de 2022.  
 Foram ainda excluídos destes períodos todas as TECs cujo método de 

criopreservação de embriões usado não fosse por vitrificação e/ou TECs de embriões 

doados. 

 
 
 

2.2. Métodos 

 
 Os embriões criopreservados de ambos os sistemas (fechado e aberto) foram 

vitrificados e descongelados segundo os protocolos de vitrificação e descongelação 

utilizados na clínica CEMEARE.  

 Para vitrificar os embriões recorreu-se ao Vit kit-freeze (Fujifilm Irvine Scientific), 

ilustrado na (Figura 8) o protocolo do mesmo. Inicialmente, à temperatura ambiente, 

foram colocados em gotas individuais de 50 µl de uma Equilibration Solution (ES), para 

se iniciar o processo de desidratação durante 6-10 minutos. Após a observação de uma 

redução de tamanho e de uma expansão gradual ao tamanho original (indício de que o 

processo de equilíbrio está completo) foram transferidos para gotas de 50µl de uma 

Vitrification Solution (VS) durante 30 segundos. Em seguida, os embriões referentes ao 

sistema fechado (2018-2019) foram transferidos com o mínimo de volume de solução 

de vitrificação para palhetas de HSV (Cryo Bio System CBS), que depois de carregadas 

foram seladas hermeticamente e submersas em azoto líquido. Os embriões relativos ao 

sistema aberto (2021-2022) foram transferidos para palhetas de sistema aberto. Na 

CEMEARE são utilizadas as Cryolock (Fujifilm Irvine Scientific), que após carregadas 

foram submersas em azoto líquido, e a seguir ao contato direto com o mesmo, foram 

fechadas com uma tampa protetora. No final do processo para ambos os sistemas de 

criopreservação os embriões foram armazenados em crio contentores a -196ºC. 
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Figura 8- Ilustração esquemática do protocolo de vitrificação Vit Kit-freeze para o sistema 
fechado e aberto. a) – Vitrificação pelo sistema fechado: Colocação do tubo protetor na palheta, 
em seguida utilização do selador de palhetas para selar a mesma hermeticamente, seguido de 
uma agitação vigorosamente no azoto líquido b) – Vitrificação pelo sistema aberto: Carregamento 
da palheta com o embrião, seguido de uma agitação vigorosa no azoto líquido. (Adaptado de 
Crio Bio System e Fujifilm Irvine Scientific). 

 
 
 Para o processo de descongelamento dos embriões de os ambos sistemas foi 

utilizado o protocolo de Vit Kit- Warm (Fujifilm Irvine Scientific), como ilustrado na (Figura 

9). 

 Quanto aos embriões referentes ao sistema fechado, primeiramente cortou-se o 

tubo protetor para remover a palheta do seu interior, sem que esta entrasse em contato 

com o azoto liquido. Por outro lado, em relação aos embriões vitrificados pelo sistema 

aberto foi-lhes retirada a tampa de proteção da palheta. De seguida, em ambos os 

sistemas, submergiu-se a palheta em 1ml de Thawing Solution (TS), esta previamente 

aquecida a 37ºC e equilibrada a uma atmosfera de 6% de CO2 na estufa, numa caixa 

de poço central durante 1 minuto. De seguida, os embriões foram transferidos para uma 

gota com 50µl de Dilution Solution (DS) durante 4 minutos para se dar o processo de 

rehidratação, onde os agentes crioprotetores são substituídos por água. Seguidamente 

foram pipetados para 2 gotas de 50µl de Washing Solution (WS), para remover a 

presença dos crioprotetores do meio durante 4 minutos cada uma. No final do processo 

de descongelamento os embriões foram transferidos para um meio de cultura próprio 

até ao momento da transferência. 

 

 
 50µl 

 
30 segundos 

6-10 min  
 

a) 

b) 
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Figura 9- Ilustração esquemática do protocolo de Vit KIT-Warm para o sistema fechado e aberto.  
a) – Descongelamento da palheta por sistema fechado: corte do tubo protetor para se remover a 
palheta do seu interior b) – Descongelamento da palheta por sistema aberto: remoção da tampa 
protetora expondo a palheta ao azoto líquido (Adaptado de Fujifilm Irvine Scientific). 

 
 
 
 

2.3. Análise Estatística 
 
 Para analisar a eficácia da vitrificação de embriões pelo sistema aberto e sistema 

fechado fez-se uma análise estatística entre ambos os métodos de vitrificação e os 

desfechos da transferência, especificamente aborto, nado-vivo e não gravidez. Os 

dados recolhidos foram organizados numa tabela de contingência para permitir a análise 

de frequências e associações entre as mesmas. Para testar a hipótese nula (H0) de que 

não há associação entre o tipo de sistema de vitrificação e o desfecho da gravidez. Foi 

realizado o teste G, mais conhecido como likelihood-ratio test no qual este é utilizado 

para avaliar a concordância entre duas ou mais variáveis e pode ser calculado com a 

seguinte fórmula: 𝐺 = 2 𝑓 ln 𝑙𝑛 (
𝑓

𝑓
)  , onde (ƒ) é o número de frequências observadas 

e (𝑓) é o número de frequências teóricas. 

 No entanto, não foi necessário a correção do valor de G porque esta é aplicada 

quando a amostra é pequena e as frequências esperadas forem inferiores a 5. 

 Para determinar a existência de uma associação significativa entre os dois 

sistemas, calculou-se os graus de liberdade (𝜈)  através da fórmula 𝜈 = (𝑎 − 1)(𝑏 − 1), 

sendo (a) o número de linhas e (b) o número de colunas e para uma probabilidade de 
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significância P  = 0.05 (definida por convenção como limite razoável para rejeitar a H0), 

recorreu-se à tabela de distribuição do qui-quadrado (χ2) onde se retirou o valor crítico 

associado aos 𝜈 e à probabilidade de significância referida. Seguidamente, realizou-se 

uma análise comparativa entre o valor G calculado e o valor de χ2 obtido da tabela de 

distribuição para avaliar a associação entre as variáveis em questão. 
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 Foram realizadas um total de 929 TECs, sendo que 334 foram relativas ao 

sistema fechado e 595 relativas ao sistema aberto. Entre as 334 TECs do sistema 

fechado compreendeu-se 28 casos de aborto, 67 casos de nado-vivo e 239 casos de 

não gravidez. Para as TECs do sistema aberto destaca-se 36 abortos, 130 nados-

vivos e 429 não gravidezes entre o total de 595 TECs. 

 Estes dados foram organizados numa tabela de contingência (Tabela 2) onde 

para cada frequência observada calculou-se a respetiva frequência teórica 

(
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 (ƒ) 𝑝𝑜𝑟 𝑙𝑖𝑛ℎ𝑎 𝑥 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 (ƒ) 𝑝𝑜𝑟 𝑐𝑜𝑙𝑢𝑛𝑎

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎çõ𝑒𝑠
). 

 Ao observar a tabela de contingência constatou-se que os valores calculados 

das frequências teóricas são aproximados às respetivas frequências observadas. 

 
 

Tabela 2 – Tabela de contingência onde está representado as frequências observadas (ƒ) para 

cada variável e as respetivas frequências teóricas (𝑓̂). As somas das frequências observadas 

para cada linha (totais das linhas) e para cada coluna (totais das colunas) de ambos os sistemas 
também estão incluídos, permitindo uma visão geral da distribuição dos dados. Para o sistema 
fechado observa-se um total de (ƒ = 334) e para o sistema aberto um total de (ƒ = 595). Para 
cada variável, aborto, nado-vivo e não gravidez constata-se um total de 64, 197 e 668 
respetivamente. 

 
 
 Através da aplicação da fórmula obteve-se um valor de G (𝐺 = 1,97) do 

likelihood-ratio test para este estudo.  

 O valor de G calculado foi comparado com o valor crítico da distribuição qui-

quadrado com 2 graus de liberdade, pois sendo uma tabela de contingência de 3 linhas 

por 2 colunas foi possível identificar os graus de liberdade da mesma. 

 O valor crítico de qui-quadrado (χ 2) para um nível de significância de 0,05 e para 

2 graus de liberdade é de 5,99. 

 

 
 

 
 

 Sistema fechado 2018/2019 Sistema aberto 2021/2022  

 

Frequência 
Observada (ƒ) 

Frequência 
Teórica (𝑓) 

Frequência 
Observada (ƒ) 

Frequência 
Teórica (𝑓)  

Aborto 28 23,00968784 36 40,99031216 64 
Nado-vivo 67 70,82669537 130 126,1733046 197 

Não gravidez 239 240,1636168 429 427,8363832 668 
 334  595  N = 929 
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 O presente estudo foi concebido para comparar a eficácia de vitrificação de 

embriões pelo sistema aberto e sistema fechado, recorrendo à utilização dos protocolos 

de vitrificação pela empresa Fujifilm Irvine Scientific para ambos os sistemas. Num total 

de 929 transferências, sendo 334 provenientes de vitrificação pelo sistema fechado e 

595 resultantes de vitrificação pelo sistema aberto, categorizou-se as transferências em 

três desfechos possíveis (aborto, nado-vivo e não gravidez). 

 Através da análise estatística verificou-se uma aproximação dos valores das 

frequências teóricas calculadas com os valores das frequências observadas nas três 

categorias o que podemos concluir que não existe uma associação entre a eficácia de 

vitrificação por sistema aberto e sistema fechado nos desfechos da transferência. Isto 

sugere que ambos os sistemas são igualmente eficazes e viáveis na criopreservação 

de embriões e podendo estar associado às modificações/melhorias associadas às 

palhetas anteriormente utilizadas. No entanto, segundo Vajta e sua equipa (2015) estas 

modificações nem sempre aumentam a sua eficácia e segurança.  

  Em estudos anteriores relativos à vitrificação de embriões verificou-se uma 

ausência de diferença significativa entre a vitrificação por sistema aberto e sistema 

fechado no que diz respeito às taxas de nascimentos vivos (Kuwayama et al., 2005., Cai 

et al., 2018). Contudo, em outro estudo, Youm e os seus colegas (2017) identificaram 

uma diminuição em relação às taxas de nascimentos vivos pelo sistema fechado, 

embora esta tenha sido considerada estatisticamente insignificante. 

 Vários fatores como as taxas de arrefecimento e de descongelamento, a 

concentração dos crioprotetores e o volume de solução a vitrificar deve-se ter em conta 

nos efeitos da criopreservação nos embriões (Cai et al., 2018). 

 Pelo fato de a criopreservação de embriões ser um procedimento rigoroso na 

maximização da eficácia de um ciclo de fertilização in vitro para os pacientes, o sucesso 

desta varia de laboratório para laboratório e pode depender de diversos fatores, como, 

a idade do paciente, a qualidade e o estadio em que os embriões são criopreservados 

(Kuwayama et al., 2005).  

  Além de que, o estabelecimento dos protocolos de vitrificação a utilizar por cada 

centro de reprodução medicamente assistida são estipulados consoante as rotinas de 

cada laboratório e os próprios profissionais podem influenciar os resultados, tornando 

difícil determinar qual protocolo mais benéfico que o outro (Sciorio et al., 2024). 

 A vitrificação pelo sistema aberto, apesar de estar sujeita a um maior risco de 

contaminação e por ser um método no qual os embriões entram em contato diretamente 

com o azoto líquido, parece ser o método mais adotado a nível mundial, pois este 
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apresenta diversos benefícios não só em termos logísticos, como também o seu 

protocolo ser simples e rápido de executar (Vajta & Kuwayama, 2006, Vajta et al., 2015). 

A vitrificação permite um aumento das taxas de arrefecimento e de aquecimento 

(Gonzalez-Plaza et al., 2022) e utiliza concentrações mais elevadas de crioprotetores, 

num periodo de tempo muito reduzido, quando comparados com a congelação lenta, o 

que diminui o risco de toxicidade para os embriões (Cai et al., 2018). 

 Estes resultados permitem à clínica CEMEARE continuar a utilizar o protocolo 

de vitrificação de embriões pelo sistema aberto da empresa Fujifilm Irvine Scientific com 

confiança tendo em conta a comprovada eficácia e segurança. Este método não só 

permite uma criopreservação excelente dos embriões, como também minimiza os danos 

causados pela vitrificação e pelo processo de descongelamento, o que resulta em taxas 

de sobrevivência superiores. A contínua utilização deste protocolo não só mantém a alta 

taxa de sucesso da clínica, mas também assegura a confiança e a satisfação dos 

pacientes que procuram ajuda nesta área. 

 No futuro seria interessante aplicar este mesmo estudo, mas em relação à 

vitrificação de oócitos de modo a perceber se existe diferença significativa na eficácia 

de vitrificação pelo sistema aberto e sistema fechado na clínica CEMEARE. Os oócitos 

por serem constituídos por uma única célula apresentam uma maior sensibilidade à 

criopreservação, o que pode influenciar substancialmente os resultados. Analisar a 

eficácia dos dois sistemas de vitrificação neste contexto pode proporcionar informações 

importantes para otimizar protocolos e melhorar as taxas de sobrevivência dos oócitos 

após o seu descongelamento, garantindo assim a segurança e eficácia dos 

procedimentos realizados na clínica CEMEARE. 
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