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RESUMO 

 

A transferência de embriões frescos em ovinos normalmente resulta em maior taxa 
de gestação em comparação com os criopreservados, provavelmente por uma falha 
na comunicação entre o embrião criopreservado e o endométrio durante a pré-
implantação e o estabelecimento da gestação. Diante disso, este estudo avaliou o 
efeito da criopreservação de embriões ovinos (congelação lenta ou vitrificação) na 
expressão de genes relacionados à diferenciação do trofectoderma (CDX2), 
manutenção de pluripotência (NANOG), proliferação celular (TGFB1), atividade 
mitocondrial (NRF1) e qualidade (BAX e BCL2, reguladores de apoptose). Trinta e 
duas ovelhas foram superovuladas e os embriões foram coletados pela via 
transcervical. Cem embriões de qualidade boa/regular (Grau I e II) foram 
uniformemente alocados em três grupos: embriões frescos (CONT; n = 15), 
congelação lenta (CONG; n = 42) ou vitrificação (VIT; n = 43). Após o 
descongelamento/aquecimento, três pools de cinco blastocistos por grupo foram 
usados para RT-qPCR; os 55 embriões restantes foram cultivados in vitro em meio 
SOFaa à 38,5 °C e CO2 a 5% (CONG: n = 27 e VIT: n = 28). A taxa de sobrevivência 
de CONG e VIT foram, respectivamente, 29,6% (27/8) e 14,2% (28/4) às 24 h; e 
48,1% (13/27) e 32,1% (9/28) às 48 h (P> 0,05). Somente o gene CDX2 foi afetado 
(super expresso, P <0,05) em ambos os grupos em comparação ao CONT. O gene 
BAX foi super expresso na VIT, comparado ao grupo CONG. Na VIT houve aumento 
(P <0,05) na expressão de todos os genes, exceto o NANOG e NRF1, quando 
comparados ao CONT. Em conclusão, embora a sobrevivência in vitro tenha sido 
semelhante entre as técnicas, o VIT aumentou a expressão do gene pró-apoptótico 
(BAX) e as duas técnicas (CONG e VIT) aumentaram a expressão de CDX2.  
 

Palavras-chave: congelação lenta, vitrificação, expressão gênica, pré-implantação.  



 
 

ABSTRACT 

 

Transfer of fresh sheep embryos frequently results in higher pregnancy rate 
compared to cryopreserved ones, possibly to a failure in the communication between 
the cryopreserved embryo and the endometrium during pre-implantation and 
pregnancy establishment. Thus, this study assessed the effect of sheep embryo 
cryopreservation (slow freezing or vitrification) on expression of genes related to 
trophectoderm differentiation (CDX2), pluripotency maintenance (NANOG), cell 
proliferation (TGFB1), mitochondrial activity (NRF1) and quality (BAX and BCL2, 
apoptosis regulators). Superovulation (n=32 ewes) was performed, and embryos 
were transcervically collected. One hundred good/regular quality (Grade I and II) 
embryos were allocated into three groups: fresh embryos (CONT; n=15), slow 
freezing (SF; n=42) or vitrification (VT; n=43). After thawing/warming, three pools of 
five blastocysts per group were used for RT-qPCR; the remaining 55 embryos were 
cultured in vitro in SOFaa medium at 38.5 °C and 5% CO2 (SF: n=27 and VT: n=28). 
Survival rate of SF and VT were, respectively, 29.6% (8/27) and 14.2% (4/28) at 
24 h; and 48.1% (13/27) and 32.1% (9/28) at 48 h (P > 0.05). Only the CDX2 gene 
was affected (up-regulated, P < 0.05) in both groups compared to CONT. The BAX 
gene was upregulated in VT, compared to SF group. The VT increased (P < 0.05) the 
expression of all genes, except for NANOG and NRF1, when compared to the CONT. 
In conclusion, although in vitro survival was similar between techniques, the VT 
increased pro-apoptotic gene expression (BAX) and both techniques (SF and VT) 
increased CDX2 expression. 
 

Keywords: slow freezing, vitrification, gene expression, pre-implantation.  
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1 INTRODUÇÃO  

 Os pequenos ruminantes estão em constante crescimento mundial, e 

possuem um enfático papel, principalmente para as economias dos países em 

desenvolvimento, e em particular, para aqueles com condições climáticas adversas, 

ou em terras sub-férteis (VIANA, 2008). A multiplicação dos pequenos ruminantes 

em todo o mundo teve contribuição de diferentes biotecnologias da reprodução. 

Dentre elas, uma das que mais contribuiu foi a múltipla ovulação e transferência de 

embriões (MOTE). Esta técnica possibilita a produção de embriões in vivo, 

maximizando o potencial reprodutivo da fêmea (MENCHACA et al., 2009) e abre 

possibilidades para a utilização da criopreservação dos embriões excedentes, até 

mesmo para sua comercialização.  

 Os embriões criopreservados apresentam particularidades quanto à 

capacidade de desenvolvimento em relação aos embriões frescos, quando 

transferidos para receptoras (MARTÍNEZ et al., 2006; BETTENCOURT et al., 2009). 

É conhecido que a criopreservação causa traumas celulares, podendo dificultar o 

desenvolvimento do concepto e secreção de fatores fundamentais para o 

reconhecimento materno da gestação. Por isso, a criopreservação pode ser 

considerada uma das principais causas de morte embrionária, devido ao estresse 

térmico/osmótico que o embrião sofre no momento da criopreservação (ARAV; 

SARAGUSTY, 2018). Entretanto, mesmo que a taxa de gestação seja considerada a 

melhor técnica para determinar a qualidade do embrião, vários aspectos não 

relacionados diretamente ao embrião, podem afetar o estabelecimento da gestação, 

como a fisiologia da receptora, endocrinologia, além de fatores ambientais (DISKIN; 

MORRIS, 2008).  

 Análises de expressão gênica relacionadas à implantação e qualidade 

embrionária representam uma importante estratégia para entender o mecanismo 

pelo qual os diferentes métodos de criopreservação de embriões podem 

comprometer o estabelecimento da gestação. Alguns genes que controlam o 

processo de apoptose (BAX e BCL2), proliferação celular (TGFB1), atividade 

mitocondrial (NRF1), manutenção da pluripotência (NANOG) e implantação (CDX2) 

podem ser usados como preditores de competência do embrião. Diante disso 

análise destes genes tornam-se imprescindíveis para maior compreensão dos 

mecanismos de pré-implantação alterados pela criopreservação.   
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2 CAPÍTULO I – FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 PRODUÇÃO DE EMBRIÕES EM OVINOS 

 A produção de embriões em pequenos ruminantes normalmente é realizada 

de duas formas distintas. A produção in vitro de embriões é possível após coleta por 

laparoscopia de oócitos in vivo provenientes de ovelhas superestimuladas, ou 

punção folicular post-mortem de ovários de abatedouro, seguida pela maturação dos 

oócitos, fertilização e cultivo in vitro das estruturas até o estágio de blastocisto 

(HERRICK, 2019). Já a produção in vivo de embriões, conhecida como MOTE, é 

realizada após utilização de protocolos de superovulação, monta natural ou 

inseminação artificial, e coleta/recuperação dos embriões por via cirúrgica ou 

transcervical (SANTOS et al., 2018; FIGUEIRA et al., 2019). A técnica transcervical 

ou não cirúrgica tem sido mais pesquisada para implementar sua utilização por ser 

uma técnica mais ética que proporciona maior bem-estar animal (FONSECA et al., 

2018a).  

 Diferente dos bovinos, a metodologia de produção de embriões mais comum 

em pequenos ruminantes, é a in vivo. Isso pode ser confirmado com dados relatados 

pela Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (International Embryo 

Technology Society) (IETS, 2018), que revelam uma maior produção mundial de 

embriões in vivo (99,6%) do que in vitro (0,4%) para pequenos ruminantes, sendo 

discrepante dos bovinos, que possuem aproximadamente 67% de embriões 

oriundos da produção in vitro de embriões. A importância da MOTE na reprodução 

dos ovinos e caprinos é bem marcada no Brasil, já que atualmente é o país líder de 

produção de embriões in vivo de pequenos ruminantes com aproximadamente 47% 

da produção mundial (IETS, 2018). 

Dados da IETS revelam que uma pequena parcela dos embriões produzidos 

pela técnica, é criopreservada (IETS, 2018). A criopreservação é necessária quando 

existem embriões excedentes, o que pode acontecer quando existem poucas 

receptoras disponíveis no local ou quando estas não respondem à sincronização, ou 

quando apresentam corpo lúteo pouco vascularizado. Outra possibilidade é uma 

resposta exacerbada das doadoras diante dos protocolos superovulatórios, não 

tendo a quantidade de receptoras necessária para a transferência imediata dos 

embriões. Portanto, a criopreservação é uma biotecnologia de suporte importante na 

MOTE, para que não ocorra perda de valioso material biológico, e promova a 
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conservação do embrião para utilização futura em inovulações, melhoramento 

genético ou até mesmo comércio (DOBRINSKY, 2002).  

 

2.2 DESENVOLVIMENTO PRÉ IMPLANTACIONAL 

 O desenvolvimento do zigoto até o estágio de blastocisto e posterior 

alongamento para iniciar a implantação e organogênese, é chamado de período pré 

implantacional. A correta formação do blastocisto é essencial pois determina a 

eficiência da implantação. Além disso, blastocistos de alta qualidade tem maior 

criotolerância durante a criopreservação (YAO et al., 2019; GIBBONS et al., 2019). 

O período pré implantacional é caracterizado por quatro etapas principais: (a) 

clivagem inicial que leva a consecutivas divisões em células filhas de tamanho 

reduzido, (b) ativação do genoma embrionário, (c) compactação da mórula e (d) 

cavitação do blastocisto. Todas essas etapas culminam na formação de um 

blastocisto com duas camadas distintas que darão origem ao concepto e permitirão 

sua implantação. Essas camadas são o trofectoderma (TE), que forma a camada 

mais externa do embrião e promove a comunicação entre embrião e útero, e a 

camada mais interna, conhecida como massa celular interna (MCI), separada do TE 

pelo grande acúmulo de líquido da blastocele (WHITE et al., 2018).  

 O desenvolvimento embrionário inicia-se com a fusão dos pró-núcleos 

feminino e masculino (singamia), e formação do zigoto, caracterizado por ser uma 

célula com baixa razão citoplasmática-nuclear. Diante disso, as divisões celulares 

seguintes devem promover o reestabelecimento da razão citoplasmática-nuclear das 

células do embrião (blastômeros). Este é o intuito do processo de clivagem inicial 

que promove divisões celulares sem o aumento da massa celular, chegando a 

diminuir em até 40% a massa celular dos blastômeros ovinos neste período. A 

clivagem inicial sempre ocorre em uma sequência dupla, e até o momento em que o 

embrião ovino possui oito blastômeros ele é considerado uma estrutura totipotente, 

podendo dar origem a qualquer tecido e placenta (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Durante 

esta etapa há expressão de vários fatores de crescimento, assim como o 

transforming growth factor beta 1 (TGFB1) (LIMA; SOUZA, 2009), gene que continua 

sendo expresso durante todo o período de pré-implantação e implantação 

promovendo proliferação e diferenciação celular (PARIA et al., 1992).  

 Quando o embrião ovino atinge o estágio de 8-16 células ele alcança a 

completa ativação do genoma embrionário (MEMILI; FIRST, 2000). Este é um 
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fenômeno gradual caracterizado pela diminuição da atividade transcricional materna, 

e aumento na atividade sintética do embrião, direcionando o seu próprio 

desenvolvimento. Esta etapa é considerada uma das mais importantes da pré-

implantação, devido ao fato de ser um processo complexo que requer diversas 

modificações, como a mudança na estrutura da cromatina, seguida por mudanças 

citoplasmáticas e disponibilidade de fatores transcricionais que atuam juntos para o 

sucesso da ativação (LATHAM; SCHULTZ, 2001). Os genes envolvidos na função 

celular básica, transporte de íons, metabolismo dos ribonucleotídeos, biogênese do 

ribossomo, síntese de proteínas, metabolismo do RNA e transcrição estão super-

representados durante esta etapa (KANKA, 2003). 

 Entre o terceiro e o quarto dia após ovulação, o embrião no estágio de mórula 

(16-32 células), chega ao útero e continua o seu desenvolvimento. Nesta fase é 

iniciada a diferenciação celular que ocorre de acordo com a posição dos 

blastômeros dentro da mórula. As divisões continuam, e então ocorrem dois 

fenômenos, o achatamento e a polarização dos blastômeros, resultando na 

compactação da mórula (WHITE et al., 2018). Durante a compactação ocorre o 

desenvolvimento de junções intercelulares compactas, que são fundamentais para a 

formação do blastocisto e diferenciação das duas camadas celulares (externa e 

interna). Após compactação, a camada mais externa de células coberta por 

microvilosidades, e apresentando junções estreitas entre as células selam o embrião 

e formam o TE. Essa camada celular é regulada principalmente pela expressão do 

caudal type homeobox 2 (CDX2) (SAKURAI et al., 2010).  

 As microvilosidades da camada externa permitem que os íons de sódio (Na+) 

sejam ativamente transportados através de bombas transmembranares. A alta 

concentração de íons de Na+ gera um gradiente osmótico que permite o 

bombeamento de fluido para dentro do embrião, iniciando o processo de cavitação 

do blastocisto e formação da blastocele (WATSON; BARCROFT, 2001). A camada 

interna, forma a MCI, e a expansão da blastocele é extremamente importante para 

promover uma separação física da camada externa e interna do embrião. Desta 

forma, é possível que haja a diferenciação correta da MCI em duas populações 

distintas: o endoderma primitivo e o epiblasto. A formação dessas duas populações 

é gerada pela expressão do fator de transcrição GATA6 (GATA binding protein 6) e 

Nanog homeobox, respectivamente (OHNISHI et al., 2014). Diversos outros genes 

são expressos no estágio de blastocisto em ruminantes, dentre eles o nuclear 
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respiratory factor 1 (NRF1) se destaca, pois, a ausência dele causa morte 

embrionária (MAY-PANLOUP et al., 2005).  

 Após a especificação do destino celular, o arranjo espacial preciso das 

populações celulares ocorre através da migração celular, apoptose, polarização e 

adesão das células. No momento da implantação do blastocisto, o endoderma 

primitivo é um folheto mais interno e mais diferenciado que o epiblasto e o TE do 

embrião. O epiblasto apresenta células pluripotentes devido a expressão de NANOG 

(responsável pela manutenção da pluripotência) e o TE está pronto para 

desempenhar seu papel de comunicação entre o útero e o embrião (WHITE et al., 

2018). Para concluir o desenvolvimento pré implantacional e a implantação, o 

embrião deve finalmente eclodir da zona pelúcida. A eclosão é causada pela 

expansão e contração do blastocisto, junto a enzimas envolvidas com o 

enfraquecimento da zona pelúcida. A partir deste momento termina a fase pré 

implantacional e o embrião inicia a fase de alongamento e reconhecimento e 

implantação (YAO et al., 2019).  

 

2.3 GENES RELACIONADOS AO METABOLISMO, IMPLANTAÇÃO E QUALIDADE 

EMBRIONÁRIA   

2.3.1 Marcadores de qualidade embrionária 

 A competência embrionária de se implantar e estabelecer a gestação depende 

da expressão de diversos genes, que estimulam diferentes cascatas de ativação 

dentro do embrião. O que vai determinar se essa ativação é benéfica ou não, é a 

quantificação de cada gene ativo diante da situação em que ele se encontra. A 

apoptose é um processo de morte celular programado, essencial para o 

desenvolvimento embrionário e fetal (JACOBSON et al., 1997). Isso resulta de uma 

complexa cascata de eventos regulados e coordenados pela interação de pelo 

menos 100 produtos gênicos que inibem ou ativam a autodestruição celular. A 

família da proteína Bcl-2 representa os principais candidatos ao controle da 

apoptose em células embrionárias e é o ponto focal de estímulos apoptóticos na 

maioria das células (ADAMS; CORY, 2007).  

 A família B-cell lymphoma 2 (BCL2) é composta por sete proteínas anti-

apoptóticas (BCL-2, BCL-x1, BCL-w, BFL-1, MCL-1, BCL210 e BPR), seis proteínas 

pró-apoptóticas (BAX, BAK, BOK, BCL-G, BCL-rambo e BFK) e oito proteínas de 

morte BH3 (BID, BAD, BIK, BIM, BMF, Noxa, Puma e HRK) (AOUACHERIA et al., 
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2005). O equilíbrio entre os membros da família pró e anti-apoptótico determina 

parcialmente a sensibilidade da célula à apoptose. Proteínas anti-apoptóticas como 

BCL-2 interagem com proteínas BCL-2 associated X (BAX) pró-apoptóticas para 

neutralizar sua atividade. As proteínas BH3 respondem apenas a sinais de morte 

ativando membros pró-apoptóticos tipo BAX, direta ou indiretamente, e inativando 

proteínas de sobrevivência tipo BCL-2. A ativação do BAX leva a uma quebra na 

permeabilidade da membrana mitocondrial externa, à liberação do citocromo C no 

citoplasma e à ativação de caspases responsáveis pela morte celular (Figura 1) 

(YOULE; STRASSER, 2008).  

 

 

 

Figura 1. Via de sinalização intrínseca da apoptose 

 

2.3.2 Marcadores do metabolismo e implantação embrionária 

 Os genes de implantação embrionária estão relacionados com os mecanismos 

que ocorrem durante o desenvolvimento embrionário, desde a fertilização, e 

diferenciação celular até a formação do blastocisto para desempenhar a implantação 

e sinalização do reconhecimento materno da gestação. O gene CDX2 desempenha 

um papel de diferenciação do TE, e alguns estudos também sugerem que ele é um 

dos precursores do interferon-tau (IFN-τ) produzido no reconhecimento materno de 

ruminantes (IMAKAWA et al., 2006). O gene NANOG é responsável pela 
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manutenção e indução da pluripotência na MCI e células tronco embrionárias 

(CHAMBERS et al., 2013). O gene NRF1 atua nas células regulando a ação 

antioxidante e transcrição e replicação de DNA mitocondrial (CHIARATTI et al., 

2009) e o gene TGFB1 é correlacionado com diferenciação e proliferação celular 

(GUO et al., 2009).  

 O gene NRF1 codifica uma proteína que homodimeriza e funciona como fator 

de transcrição ativando a expressão de genes metabólicos importantes que regulam 

o crescimento celular e genes nucleares necessários para a respiração, e 

transcrição e replicação de DNA mitocondrial (ZHANG, 2016). Até o momento, 

evidências revelaram que o NRF1 cumpre uma função única na manutenção da 

homeostase celular e na integridade dos órgãos (ZHANG, 2016). Apesar da 

realização de vários estudos sobre esse gene, ainda não conhecemos sua total 

função, principalmente nos estágios de desenvolvimento inicial do embrião. No 

entanto, sabemos que em ruminantes a sua expressão aumenta quando o embrião 

chega ao estágio de blastocisto, indicando aumento de transcrição e replicação de 

DNA mitocondrial (MAY-PANLOUP et al., 2005; CHIARATTI et al., 2009). Além 

disso, estudos com knockout do gene revelaram que a sua ausência causa morte 

embrionária, relevando que o gene é essencial no desenvolvimento (LEUNG et al., 

2003).  

 O transforming growth factor beta 1 é uma proteína secretada que executa 

muitas funções celulares, incluindo o controle do crescimento celular, proliferação 

celular, diferenciação celular e apoptose. É um fator de crescimento essencial ao 

desenvolvimento embrionário inicial (LIMA; SOUZA, 2009) e implantação 

promovendo proliferação e diferenciação celular (PARIA et al., 1992). Em estudos 

com knockout do gene, os embriões não prosseguiram do estágio de mórula 

(INGMAN et al., 2006), indicando a sua importância em diversas vias. Durante o 

processo de implantação ele ajuda a promover a diferenciação do mesoderma ou do 

endoderma definitivo, durante o processo de gastrulação (TAM; LOEBEL, 2007).  

 O caudal type homeobox 2, regula a diferenciação de trofectoderma, sua 

função além da diferenciação do trofectoderma ainda não está bem caracterizada. 

Nos ruminantes, regula o gene interferon-tau (IFN-τ) (SAKURAI et al., 2010). 

Estudos em embriões murinos mutantes de CDX2 apresentam defeitos nos tecidos 

extraembrionários. O alantoide não se funde com o córion, ou em casos mais 

extremos ocorre a ausência do alantoide, levando a defeitos à nível do labirinto 
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vascular placentário, e letalidade embrionária por serem incapazes de estabelecer 

contato com o útero e prosseguir com a troca de nutrientes (YOUNG et al., 2009).  

 Segundo Home et al. (2009), o fator transcricional GATA3 (GATA binding 

protein 3), sintetizado exclusivamente no TE, regula a transcrição do CDX2, 

influenciando o desenvolvimento de embriões do estágio de mórula para blastocisto. 

Em camundongos, o CDX2 é expresso no TE de embriões no período de pré e pós-

implantação, e atua como um agente repressor da expressão de OCT4 (Octamer-

Binding Protein 4) e NANOG da MCI (SRITANAUDOMCHAI et al., 2009). O Nanog 

homeobox codifica um fator de transcrição homeobox de ligação ao DNA envolvido 

na proliferação, renovação e manutenção da pluripotência da MCI, impedindo a sua 

diferenciação em linhagens extraembrionárias como endoderma e TE (OHNISHI et 

al., 2014). A proteína codificada funciona como regulador de transcrição envolvido 

na proliferação e auto renovação ou bloqueio das células da MCI. O NANOG foi 

identificado em camundongos como potencial gene relacionado à pluripotência por 

ter expressão restrita aos embriões e células-tronco embrionárias (CHAMBERS et 

al., 2013). Este perfil de expressão do NANOG também foi descrito em ovinos. Além 

disso, observou-se que o fator de crescimento de fibroblasto tipo 2 reduz a 

expressão de NANOG (MORADI et al., 2015). A expressão exógena de NANOG em 

células-tronco mesenquimais de ovinos adultos rejuvenesceu estas células, 

recuperando a capacidade proliferativa e de diferenciação equivalente as células-

tronco mesenquimais de ovinos neonatos (HAN et al., 2012).  

 

 2.4 CRIOPRESERVAÇÃO 

 A criopreservação refere-se à redução drástica de todos os fenômenos 

biológicos para preservação de amostras biológicas, como proteínas, células e 

tecidos a temperaturas inferiores à -150 ºC (ARAV; SARAGUSTY, 2018). O princípio 

fundamental desta técnica é baseado na remoção máxima da água intracelular antes 

de iniciar o processo de criopreservação, para prevenir a formação de cristais de 

gelo e danos em compartimento intracelulares (VAJTA; KUWAYAMA, 2006). A 

velocidade de saída da água tem relação direta com o aumento da concentração do 

soluto extracelular, então a velocidade de congelação é quem determina a formação 

ou não de cristais de gelo e o grau de retração celular. Tendo em vista que materiais 

biológicos possuem vários solutos intra e extracelulares, seu ponto de fusão é menor 

do que o da água (0 ºC), o que diminui o intervalo de temperatura crítica para atingir 
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seu ponto de equilíbrio de congelação. Esse processo leva a alteração de 

osmolaridade intra e extracelular, então são utilizados crioprotetores para aumentar 

o equilíbrio osmótico entre solução e material biológico (DALCIN; LUCCI, 2010).  

Os crioprotetores podem auxiliar no equilíbrio dentro e fora das células, sendo 

responsáveis por minimizar o choque osmótico e a formação de cristais de gelo, e 

consequentemente diminuir os efeitos celulares nocivos como: desnaturação 

proteica, lesões nas membranas e fratura do citoesqueleto (DALCIN et al., 2013). 

Eles são divididos em duas classes: os permeáveis ou intracelulares, capazes de 

entrar nas células se ligando à água e diminuir a temperatura de congelação; e os 

impermeáveis ou extracelulares, que por apresentarem maior peso molecular, por 

efeito osmótico, desidratam as estruturas. os crioprotetores intracelulares mais 

comuns são etilenoglicol, dimetilsulfóxido e glicerol, já os extracelulares são 

sacarose e trealose (PEGG, 2002). Porém, apesar de todas as vantagens 

apresentadas para a utilização dos crioprotetores, eles podem causar toxicidade 

celular quando utilizados em altas concentrações ou por tempo elevado, então 

devem ser utilizados em baixas concentrações, ou em associação com outras 

substâncias, e com exposição de tempo limitada para diminuir os efeitos tóxicos 

(ARAV, 2014).  

 Atualmente, existem dois métodos principais para criopreservação de 

embriões: congelação lenta (CONG) ou vitrificação (VIT). Ambos possuem 

diferenças consideráveis quanto à taxa de resfriamento, concentração de 

crioprotetores utilizados e formação de cristais de gelo intracelular. Na CONG, a taxa 

de resfriamento é realizada em etapas graduais, com baixa concentração de 

crioprotetores, mas com considerável formação de cristais de gelo. Por outro lado, a 

VIT aumenta a velocidade de resfriamento, utiliza elevadas concentrações de 

Crioprotetores e anula a formação de cristais de gelo. Diante disso, é importante 

ressaltar que a criopreservação causa trauma celular, que pode dificultar o 

desenvolvimento do concepto e secreção de fatores fundamentais para o 

reconhecimento materno da gestação (ARAV; SARAGUSTY, 2018). 

 A CONG tem a vantagem de usar baixas concentrações de crioprotetores, que 

estão associadas à toxicidade química e choque osmótico. Ela pode ser realizada de 

duas formas: em apenas uma etapa (one step); ou a forma com duas etapas 

utilizando duas concentrações graduais de crioprotetores (ARAV, 2014). A CONG 

tradicional foi a primeira técnica utilizada para criopreservar embriões, e consiste na 
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formação de um equilíbrio prévio expondo o embrião com o crioprotetor para 

posterior queda de temperatura controlada em máquinas programáveis. Quando a 

máquina atinge a temperatura de cristalização, é realizado o processo de seeding 

(contato na palheta de um objeto pré-resfriado em nitrogênio líquido) para induzir a 

cristalização de gelo extracelular e esta etapa é fundamental na congelação lenta 

(VAJTA; NAGY, 2006). A descongelação deve acontecer rapidamente para impedir 

a fusão de pequenos cristais de gelo e danos celulares (recristalização), e a 

transferência para a fêmea pode ser imediata.  

 A VIT é um método rápido, que reduz a sensibilidade ao resfriamento e os 

danos à cristalização causados às células (ARAV, 2014), e pode ser realizada por 

diversas técnicas como: técnica da palheta estirada (open pulled straw; OPS) 

(VAJTA et al., 1998), técnica da ponteira (GIBBONS et al., 2011), cryotop (HOCHI et 

al., 2003), entre outras. A VIT consiste na eliminação da formação de cristais de gelo 

e não congelação da estrutura, devido à alta concentração de crioprotetores e 

aumento da viscosidade, de modo que a estrutura fique em estado vítreo (YAVIN; 

ARAV, 2007). Além disso, por ir diretamente da temperatura ambiente para o 

nitrogênio líquido, o embrião passa rapidamente pela fase crítica de cristalização, 

impedindo a formação dos cristais de gelo. O maior malefício encontrado é a 

toxicidade celular e o choque osmótico que ocorre devido à alta concentração de 

crioprotetores (VAJTA; NAGY, 2006). O aquecimento dos embriões ocorre 

rapidamente, porém na maioria dos casos não é possível a realização da 

transferência direta para receptoras. Quando isso ocorre são realizadas lavagens do 

embrião com meios apresentando concentrações decrescentes de crioprotetores.  

  As duas técnicas de criopreservação podem ser utilizadas para posterior 

inovulação de fêmeas, porém diversos estudos já foram realizados observando taxa 

de gestação após criopreservação. Alguns destes estudos demonstram maior taxa 

de gestação em embriões transferidos à fresco (MARTÍNEZ et al., 2006) e outros 

apresentam taxa de gestação similares de embriões transferidos à fresco ou após 

criopreservação (BETTENCOURT et al., 2009). Além dessas diferenças, a literatura 

indica que a avaliação de embriões in vitro tem respostas diferentes dependendo da 

técnica de criopreservação utilizada. Varago et al. (2014) revelam uma taxa de re-

expansão embrionária semelhante após VIT ou CONG, porém com maior taxa de 

morte celular em embriões vitrificados do que em congelados. Entretanto, Bhat et al. 

(2014) indicam que a taxa de re-expansão é maior em embriões vitrificados do que 
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em congelados. Outro ponto importante na criopreservação de embriões é o estágio 

de desenvolvimento embrionário indicado para aumentar a viabilidade da estrutura 

após a criopreservação (LEIBO et al., 1996). Gibbons et al. (2019) demonstraram 

que os embriões em estágio de blastocisto possuem maior criotolerância e 

sobrevivência após transferência em comparação a embriões na fase de mórula.   
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

          Avaliar o efeito das técnicas de criopreservação (vitrificação ou congelação 

lenta) na expressão dos genes relacionados a implantação e qualidade de embriões 

ovinos produzidos in vivo. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Comparar a taxa de sobrevivência in vitro (24 e 48 h) de embriões ovinos 

produzidos in vivo criopreservados pela técnica de vitrificação ou congelação 

lenta;  

• Analisar o perfil de expressão dos genes relacionados à pré-implantação: pró-

apoptótico (BAX), anti-apoptótico (BCL2), formação do trofectoderma (CDX2), 

manutenção da pluripotência (NANOG), respiração celular (NFR1) e 

diferenciação e proliferação celular (TGFB1) em blastocistos ovinos 

produzidos in vivo criopreservados pela técnica de vitrificação ou congelação 

lenta; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 Este estudo foi conduzido de acordo com as normas do Comitê de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Federal Fluminense (item 8.1 - #5956101218/ 

2019). O estudo seguiu ainda as normas adotadas pela Sociedade Brasileira de 

Ciências em Animais de Laboratório. 

 

4.1 LOCAL, PERÍODO E ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

 O experimento foi realizado nos meses de abril e maio (estação de 

acasalamento natural) de 2019 em Coronel Pacheco (21º 35’ S e 43º 15’ W), Minas 

Gerais, Brasil. Todos os animais foram previamente submetidos a exames 

ginecológicos e andrológicos e apresentavam média de peso de 37 kg ± 12 kg e 

escore de condição corporal de 3,5 ± 0.4 (escala 1-5) (SUITER, 1994). As ovelhas 

doadoras foram selecionadas em função da genealogia e histórico reprodutivo. O 

sistema de produção utilizado foi o de confinamento total com oferecimento de 

silagem de milho e concentrado de fabricação própria de acordo com as demandas 

nutricionais dos animais (NRC, 2007). Água e sal mineral (Salminas Sheep®, 

Nutriplan, Juiz de Fora, Brasil) foram ofertados ad libitum. 

 

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 Trinta e duas ovelhas superovuladas foram acasaladas e coletadas pela via 

transcervical. Cem embriões viáveis foram obtidos após a coleta e classificados de 

acordo com estágio de desenvolvimento (mórula compacta e blastocistos) e 

qualidade (somente Grau I e II foram utilizados) (item 4.3), e posteriormente foram 

distribuídos uniformemente em três grupos experimentais: CONG) embriões 

submetidos à técnica de congelação lenta (n = 42) (item 4.4.1); VIT) à vitrificação 

(n = 43) (item 4.4.2); e CONT) congelação à seco de blastocistos (n = 15).  Após a 

criopreservação, os embriões foram descongelados (CONG) ou aquecidos (VIT) e 

depois alocados em dois ensaios: 1) Expressão gênica - três pools de cinco 

blastocistos de CONG, VIT e CONT foram congelados à seco em criotubos (livres de 

RNase e DNase) a -196 °C até as análises de expressão gênica (item 4.5). Foram 

realizadas três replicatas para cada pool. O RT-qPCR foi realizado a partir dos 
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transcritos de genes relacionados à pré-implantação dos embriões (CDX2, NANOG, 

TGFB1, NRF1, BAX, BCL2); 2) Cultivo in vitro: embriões de CONG (n = 27) e VIT (n 

= 28) foram cultivados em estufa por 48 h no meio SOFaa (BIOK SOF®, Bioklone 

Reprodução Animal, Jaboticabal, SP, Brasil), à 38,5 °C e 5% de CO2. A taxa de 

sobrevivência foi avaliada de acordo com os embriões que re-expandiam durante o 

cultivo de 24 a 48 h. 

 

4.3 PRODUÇÃO IN VIVO DE EMBRIÕES E COLETA TRANSCERVICAL 

  As fêmeas permaneceram com dispositivos intravaginais contendo 0,36 g de 

progesterona de liberação lenta (Primer PR®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) por nove 

dias. Vinte e quatro horas antes da retirada dos dispositivos foram administrados 

37,5 µg de d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) pela via 

intramuscular (i.m.) e 24 h após a retirada das esponjas 50 µg de gonadorelina 

(Gestran®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) pela via i.m. O tratamento de superovulação 

consistiu na administração de 133 mg de pFSH (Folltropin-V®; Bioniche Animal 

Health, Belleville, Canada) pela via i.m. duas vezes por dia, durante três dias 

consecutivos e em doses decrescentes (25, 25, 15, 15, 10 e 10%) (FIGUEIRA et al., 

2018) com início 72 h antes da retirada dos dispositivos. 

 O estro e a monta das ovelhas assim como o protocolo de dilatação cervical e 

anestesia além da coleta dos embriões foi realizada assim como descrito por 

Fonseca et al., (2019). O estro das ovelhas foi monitorado duas vezes ao dia no 

turno da manhã (07:00 – 08:00 h) e no da noite (18:00 - 19:00 h) e submetidas ao 

acasalamento por monta dirigida, enquanto perdurou o estro. Foram utilizados oito 

machos aptos à reprodução, respeitando a proporção de 4:1, durante o período de 

acasalamento e com o respectivo sistema: a primeira fêmea apresentando estro e 

aceitando monta em um turno, era a última fêmea a ser acasalada no turno posterior 

se ainda aceitasse a monta.  

 No quinto dia após o estro foi realizada a ultrassonografia em modo B 

(M5VET®, Mindray, Shenzen, China) para avaliar a resposta das doadoras ao 

tratamento de superovulação, e direcionamento da primeira lavagem do corno 

uterino ipsilateral ao ovário com maior contagem de corpos lúteos. A coleta foi 

realizada em todas as ovelhas apresentando mais que dois corpos lúteos na 

avalição ultrassonográfica. As coletas foram realizadas entre o sexto e o sétimo dia 

do ciclo estral (dia 0 = início do estro). Não foi necessária a realização de jejum 
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hídrico e alimentar prévio das doadoras, pois a técnica utilizada foi a coleta não 

cirúrgica de embriões. As doadoras iniciaram o protocolo de relaxamento cervical 

16 h antes da coleta com aplicação de 1mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, 

Farmavet, São Paulo, Brasil) e 37,5 µg de d-cloprostenol i.m. Vinte minutos antes de 

iniciar a coleta foi aplicado 1 mg/kg de acepromazina (Aceproven®; Vencofarma, 

Londrina, Paraná, Brazil) i.m. e 50 UI de oxitocina (Ocitocina forte®, UCB, São Paulo, 

Brasil) pela via intravenosa. As ovelhas foram então colocadas em posição de 

estação contidas em um carrinho e receberam bloqueio epidural (entre S5-C1) com 

2 mL de lidocaína à 2% (Lidovet®, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil).  

 A área perineal das ovelhas foi higienizada com papel, para posterior inserção 

do espéculo de Collin (nº de 1-3) lubrificado com gel à base de água, para 

visualização do ósteo cervical. Após visualização do ósteo, ele foi imobilizado com a 

pinça Embrapa (Pinça Embrapa®, Embrapa, Brasília, Brasil), e colocado um disco de 

algodão embebido com 5 mL de lidocaína à 2%, preso a uma pinça de Allis (26 cm) 

ventralmente ao ósteo. Foram utilizadas duas pinças de Backaus nas laterais do 

ósteo cervical para tracionar lentamente a cérvix e facilitar a passagem do dilatador 

Hegar pelos anéis cervicais. Imediatamente depois foi introduzida uma sonda (nº 8) 

acoplada a um mandril metálico para passagem dos anéis cervicais, ao chegar no 

útero a sonda foi direcionada ao corno uterino ipsilateral ao ovário com maior 

resposta superovulatória. Para evitar fluxo de líquido fora da sonda, a parte posterior 

do carrinho foi elevada juntamente com a traseira das fêmeas. A sonda então foi 

conectada a um circuito, incluindo uma seringa de 60 mL e um filtro para reter os 

embriões. A seringa foi utilizada para injetar meio de lavagem aquecido nos cornos, 

feito com phosphate buffered saline (PBS) adicionado de 20% de soro fetal bovino 

(SFB). As quatro primeiras injeções de líquido em cada corno foram em frações de 

5mL, e depois em frações de 10 mL, até serem injetados 180 mL de meio para lavar 

cada corno. O processo de introdução da sonda e lavagem do corno uterino 

descritos anteriormente, foi repetido para o segundo corno. Os filtros foram lavados 

com meio de lavagem e todas as estruturas recuperadas foram enumeradas e os 

embriões foram transferidos para o meio holding (Holding Plus®, Cultilab, Campinas, 

Brasil).  

 A avaliação embrionária subsequente e a identificação dos embriões seguiram 

os mesmos princípios utilizados para bovinos na classificação de qualidade (1) e de 

estágio de desenvolvimento (2). Foram classificados (1) como Grau I (GI): excelente 
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ou bom; Grau II (GII): regular; Grau III (GIII): pobre e Grau IV (GIV): morto ou 

degenerado; (2) e mórula compacta (Mc): formada por blastômeros compactados em 

seu interior e sem blastocele; blastocisto inicial (Bi): estrutura iniciando a formação 

da blastocele após descompactação; blastocisto (Bl): formado por 50% ou mais de 

blastocele; blastocisto expandido (Bx): embrião com volume maior de blastocele e 

com a zona pelúcida fina, prestes a ser rompida; blastocisto eclodido (Be): quando o 

embrião consegue romper a zona pelúcida (STRINGFELLOW; GIVENS, 2010). No 

total foram recuperados 18 (Mc), 13 (Bi), 32 (Bl) e 37 (Bx). A avaliação morfológica 

foi realizada usando um estereomicroscópio com magnificação de 40x. 

 

4.4 CRIOPRESERVAÇÃO  

4.4.1 Congelação lenta e Descongelação  

 A congelação lenta foi baseada em métodos previamente descritos 

(FONSECA et al., 2018b; FIGUEIRA et al., 2019). Foi utilizado etilenoglicol (EG) na 

concentração de 1,5 M e solução base (SB) composta por PBS, suplementada com 

20% de SFB. A técnica foi realizada em apenas uma etapa. Um ou dois embriões 

foram colocados em placas com o EG e posteriormente foi feito o envase. Todo esse 

processo durou entre 10 e 20 min. O envase foi feito em palhetas de 0,25 mL da 

seguinte forma: 1º - coluna de SB; 2º - coluna de ar; 3º - coluna do embrião + EG; 4º 

- segunda coluna de ar; e 5º - segunda coluna de SB. O equipamento utilizado neste 

processo foi o congelador CL5000 (Cryologic®, Sidney, Austrália). A curva de 

congelação foi de 20 ºC com uma taxa de resfriamento de 3 ºC/min, até chegar em -

6 ºC. Nesta temperatura ocorreu estabilização por 15 min e seeding após 5 min. 

Posteriormente chegou em -32 ºC com uma taxa de resfriamento de -0,5 ºC/min. 

Após estabilização nesta temperatura por 10 min, procedeu-se a transferência direta 

da palheta para armazenamento em botijão contendo nitrogênio líquido. O processo 

de descongelação foi realizado primeiramente com a palheta em temperatura 

ambiente por 5 s, e depois banho maria em 36 ºC por 30 s. 

 

4.4.2 Vitrificação e Aquecimento 

 A vitrificação foi baseada no protocolo descrito por Gibbons et al. (2011), 

utilizando dois crioprotetores, o glicerol (G), e o EG; e um regulador osmótico no 

aquecimento, a sacarose (S). O protocolo foi dividido em quatro etapas com 

soluções distintas que vão de baixas concentrações de crioprotetores à elevadas 
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concentrações, e na última etapa menor tempo de exposição dos embriões aos 

crioprotetores. 1) SB, por 5 min; 2) SB + 10% G por 5 min; 3) SB + 10% G + 20% EG 

por 5 min; 4) SB + 25% G + 25% EG por 30 s. Os embriões foram aspirados e 

mantidos na ponteira com o mínimo de meio possível e imediatamente colocados 

em criotubos de 3,6 mL preenchidos com nitrogênio líquido, armazenados em 

botijão. Para o aquecimento, as ponteiras foram aquecidas entre o polegar e o dedo 

médio por 10 s. As soluções de aquecimento foram divididas também em quatro 

etapas e cada uma delas durou 5 min à 25 ºC. 1) 12.5% G + 12.5% EG + 0.5 M 

sacarose; 2) 0.5 M sacarose; 3) 0.25 M sacarose; 4) SB. 

 

4.5 EXTRAÇÃO DE RNA, TRANSCRIÇÃO REVERSA E ANÁLISE DA EXPRESSÃO 

GÊNICA POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RT-qPCR) 

 As amostras foram analisadas por reação quantitativa em cadeia da 

polimerase após transcrição reversa (RT-qPCR) (BATISTA et al., 2014). Para cada 

grupo, o RNA total foi extraído a partir de pools de cinco blastocistos em triplicatas, 

utilizando o RNeasyMicro Kit (Qiagen® Inc., Valencia, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Em resumo, cada amostra foi acrescida de tampão de lise 

RLT (75 µL) e misturadas com um volume igual de etanol a 70%. A mistura foi então 

transferida para uma coluna tipo spin RNeasyMinElute. Após tratamento com DNase 

durante 15 min à temperatura ambiente, a resina foi lavada e o RNA diluído com 

12 μL água livre de RNase. A eluição foi realizada com 14 µL de água livre de 

RNAase e a quantificação de RNA de cada pool foi realizada usando 1 µL de 

amostra em um espectrofotômetro (Nanodrop 2000, Wilmington, DE, EUA). A 

transcrição reversa foi realizada utilizando SuperScript III First-Strand Synthesis 

SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) adicionando ao RNA de: primer oligo 

(dT20) (20 μM), Superscript III RT (1 μL), dNTPs (0,5 mM), RNaseOUT (2 U/μL) 

MgCl2, tampão RT e amostra de RNA em um volume final de 20 µL. As misturas 

foram incubadas primeiro a 65 ºC por 5 min e depois a 50 ºC por 50 min. A reação 

foi encerrada a 85 ºC por 5 min e depois resfriada em gelo. Depois disso, a RNase H 

foi adicionada às amostras e incubada a 37 ºC por 20 min.  

 A quantificação relativa foi realizada em triplicata utilizando a reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems, 

Foster City, CA, EUA). As reações (volume total de 20 µL) foram preparadas usando 

uma mistura de: 2 x FastStart Universal SYBR Green PCR Master Mix (10 µL; 
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Roche®, Mannheim, Alemanha), primers (0,1 µM; Tabela 1), água livre de nuclease e 

transcritos reversos de cDNA (1 µL). Controles negativos, compreendendo a mistura 

de reação de PCR sem ácidos nucleicos, também foram executados com cada 

grupo de amostras. Os moldes de cDNA foram desnaturados a 95 ºC por 10 min, e 

todos os genes foram amplificados em 40 ciclos de uma ciclagem térmica 

programada em 95 ºC por 15 s, 55 ºC por 15 s e 60 ºC por 30 s. Os dados de 

fluorescência foram adquiridos durante as etapas de extensão. Após cada execução 

da PCR, foi realizada uma análise da curva de fusão para confirmar que um único 

produto específico foi gerado. A eficiência do primer foi calculada usando o software 

LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2013) para cada reação.  

 

Tabela 1. Primers utilizados para as análises de RT-qPCR  

Genes  Sequência dos primers 5' para 3'  
Temp. de 

anelamento 
(°C) 

Tamanho 
(bp) 

Referências 

TGFB1 
F:GGAATTCATGCCGCCCTCGGGGCTGCGG  

63 390 
Juengel et 
al. 2004 R:GGTCTAGATCAGCTGCACTTGCAGGAGCG 

NANOG 
F:TTCCCTCCTCCATGGATCTG 

53 501 
Sanna et al. 

2009 R:AGGAGTGGTTGCTCCAAGAC 

NRF1 
F:GCAGGTCCTGTGGGAATG 

61 412 
Nau et al. 

2002 R:CTGGGATAAATGCCCGAAG 

CDX2 
F:GCCACCATGTACGTGAGCTAC 

60 140 
Sakurai et 
al. 2010 R:ACATGGTATCCGCCGTAGTC 

BAX 
F:CCTGGGATCTTGAAACTCTCCTT 

60 566 
Chakravarthi 
et al. 2015 R:CTGAGCCAGGCTGAAATCAAAA 

BCL2 
F:GCCGAGTGAGCAGGAAGAC 

60 214 
Chakravarthi 
et al. 2015 R:GTTAGCCAGTGCTTGCTGAGA 

GAPDH 
F:ATGTTTGTGATGGGCGTGAA 

60 176 
O'Connor et 

al. 2012 R:ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT 

H2AFZ 
F:GTCGTGGCAAGCAAGGAG 

57 182 
O'Connor et 

al. 2012 R:GATCTCGGCCGTTAGGTACTC 

 

 

 A média de eficiência do primer foi de 1,89; 1,91; 1,93; 1,91; 1,91; 1,91; 1,93 e 

1,98 para TGFB1, NANOG, NRF1, CDX2, BAX, BCL2, GAPDH (Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) e H2AFZ (H2A histone family member Z), 
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respectivamente. A estabilidade dos genes de referência foi calculada usando a 

ferramenta BestKeeper - Excel. A quantificação relativa foi realizada pelo método 

comparativo de Ct (2-ΔΔCt) utilizando o software REST 2008 (LIVAK; SCHIMITTGEN, 

2001). A expressão de cada gene alvo foi normalizada usando a média geométrica 

dos valores de GAPDH e H2AFZ.  

 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 Dados qualitativos de taxa de sobrevivência foram avaliados pelo teste Exato 

de Fisher para a detecção das eventuais diferenças. Foi utilizado o programa 

GraphPad Prism 5.0.  
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Gene expression patterns of in vivo-derived sheep blastocysts is more affected 

by vitrification than slow freezing technique 

A expressão gênica de blastocistos ovinos produzidos in vivo foi mais afetada pela 

técnica de vitrificação do que pela congelação lenta  
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ABSTRACT 

Transfer of fresh sheep embryos frequently results in higher pregnancy rate compared 

to cryopreserved ones, possibly due to a failure in the communication between the 

cryopreserved embryo and the endometrium during pre-implantation and pregnancy 

establishment. Thus, this study assessed the effect of sheep embryo cryopreservation (slow 

freezing or vitrification) on embryo survival rate and expression of genes related to 

trophectoderm differentiation (CDX2), pluripotency maintenance (NANOG), cell proliferation 

(TGFB1), mitochondrial activity (NRF1) and apoptosis (BAX and BCL2). Superovulation 

(n=32 ewes) was performed and embryos were transcervically collected. One hundred good 

quality (Grade I and II) embryos were allocated into three groups: fresh embryos (CTL; 

n=15), slow freezing (SF; n=42) or vitrification (VT; n=43). After thawing/warming, three 

pools of five blastocysts per group were used for RT-qPCR; the remaining 55 embryos were 

cultured in vitro in SOFaa medium at 38.5 °C and 5% CO2 (SF: n=27 and VT: n=28). 

Survival rate of SF and VT were, respectively, 29.6% (8/27) and 14.2% (4/28) at 24 h; and 

48.1% (13/27) and 32.1% (9/28) at 48 h (P > 0.05). Only CDX2 was affected (up-regulated, 

P < 0.05) in both groups compared to CTL. The BAX transcript was upregulated in VT, 

compared to SF group. The VT increased (P < 0.05) the expression of all genes, except for 

NANOG and NRF1, when compared to the CTL. In conclusion, although in vitro survival was 

similar between techniques, VT led to increase in blastocysts gene expression compared to 

CTL and SF.  

Keywords: embryo cryopreservation; embryonic metabolism; apoptosis regulator; 

implantation; ovine.  

 

1. Introduction 

The successful cryopreservation of sheep embryos can improve all other reproductive 

biotechnologies, such as multiple ovulation and embryo transfer or in vitro embryo 
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production. However, lower pregnancy rates after transferring cryopreserved embryos, 

compared to fresh embryos are reported [13,18,39], regardless of the origin of embryos [either 

in vivo-derived (IVD) or in vitro produced (IVP)]. The decrease in the developmental 

competence of mammalian embryos after cryopreservation is mainly associated with the 

morphological and functional damage that the cell suffers during the process. The extent of 

the cryogenic lesion is highly variable and depends on the species, stage of development, 

embryo origin [11] and cryopreservation technique (slow freezing or vitrification). Slow 

freezing (SF) is the most widespread cryopreservation technique and its main advantage is the 

reduced cellular toxicity due to low cryoprotectant concentration; however, it does allow the 

formation of ice crystals that can lead to cell damage. The opposite can be achieved in the 

vitrification (VT): no crystallization occurs, due the production of a glassy state of high 

viscosity to behave like a solid [41], but cryoprotectant toxicity is its major problem. In cattle, 

both SF and VT resulted in similar cryosurvival and pregnancy rates for IVD embryos [34]. 

However, in sheep these data are still conflicting. 

During embryo development, morphological changes such as cleavages, compaction, 

blastulation, implantation and gastrulation [51,55] are accompanied by changes in the 

transcript levels of genes associated with differentiation. These genes are expressed in specific 

stages and cells, orchestrating the formation of different types of cells, tissues and organs. 

Transcription factors required for maintenance of pluripotency, such as POU class 5 

homeobox 1 (POU5F1 or OCT4), SRY-box transcription factor 2 (SOX2) and Nanog 

homeobox (NANOG), expressed strictly in cells of the internal cell mass (ICM), are mediated 

by the action of the caudal type homeobox 2 (CDX2) gene product expressed on 

trophectoderm cells [9,43] have been described in blastocysts.  

Mitochondria are responsible for producing the most energy that drives the embryo 

development and it plays an important role in calcium homeostasis and fatty acid oxidation 
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[33]. The embryo only begins to replicate it in the hatched blastocyst stage, so all previous 

stages depend on the pre-existing mitochondria in the oocyte [53]. Therefore, only during the 

implantation period the embryo can replicate mitochondrial DNA [54,59]. The increase in 

mitochondrial DNA transcription and replication in the blastocyst stage in ruminants is 

coordinated by the nuclear respiratory factor 1 (NRF1) gene [10,35]. Thus, the alteration in 

this gene expression may compromise mitochondrial proliferation and physiology, leading to 

impairment in cellular homeostasis. In addition, the anti-apoptotic (B-cell lymphoma protein 

2; BCL2) and proapoptotic (BCL-2 associated protein X; BAX) genes, members of the BCL-2 

family, mediate the release of cytochrome C from the intermembrane space of mitochondria, 

triggering programmed cell death [2]. The relative expression of these genes can be used as a 

predictor of embryonic competence.  

Biopsies derived from IVP blastocysts that resulted in the delivery of calves were 

enriched with transcripts necessary for implantation, carbohydrate metabolism, growth factor 

and placentation [16]. An increase in the expression of genes associated with cell survival, 

growth and proliferation was detected in blastocysts of high cryosurvival [34]. Growth 

factors, such as transforming growth factor beta 1 (TGFB1), involved in cell proliferation and 

differentiation are also used as markers of embryonic competence [40]. Indeed, the 

knowledge about the gene expression profile after cryopreservation is crucial for better 

understanding the mammal embryo development and may be useful to further refinement of 

embryo cryopreservation techniques. Thus, this study assessed the effect of cryopreservation 

techniques (SF or VT) on embryo survival rate and expression of genes related to pre-

implantation of IVD sheep blastocysts. 

 

2. Material and Methods  

2.1. Ethics, location and experimental conditions 
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This research was conducted under the principles of the Brazilian Society of 

Laboratory Animal Science with approved by the Animal Care Committee of Universidade 

Federal Fluminense (# 5956101218/2019). The experiment was conducted during April and 

May (breeding season) of 2019 in Coronel Pacheco (21º 35' S and 43º 15' W) in Minas Gerais 

state, Brazil. All animals underwent gynecological and andrological examinations and had a 

mean body weight of 57 ± 12 kg and body condition score of 3.5 ± 0.4 (scale 1-5) [58]. They 

were kept in an intensive system and fed corn silage, supplemented with concentrate provided 

on demand [36]. Mineralized salt (Salminas Sheep®, Nutriplan, Juiz de Fora, Brazil) and 

drinking water were available ad libitum. 

 

2.2. Experimental design 

Ewes (n=32) were superovulated and embryos were retrieved by non-surgical embryo 

recovery (NSER), with recovery rate of 65%. A hundred viable embryos [18 compact morulae 

(Mc), 13 initial blastocysts (Bi), 32 blastocysts (Bl) and 37 expanded blastocysts (Bx)] were 

allocated into three experimental groups: fresh embryos as SF (n = 42) or VT (n = 43), and 

blastocysts in control (CTL; n = 15). After cryopreservation, embryos were thawed (SF) or 

warmed (VT), and then allocated into two trials: 1) Gene expression – three pools of five 

blastocysts from SF (n = 15: 7 Bx, 6 Bl, 2 Bi), VT (n = 15: 6 Bx, 8 Bl, 1 Bi) and CTL (n = 15: 

6 Bx, 3 Bl, 6 Bi) were dry frozen in cryotubes (free of RNase and DNase) at - 196 °C until 

molecular analysis and  three replicates for each pool were performed. The RT-qPCR was 

made from gene transcripts related to embryo pre-implantation (CDX2, NANOG, TGFB1, 

NRF1, BAX, BCL2); 2) in vitro culture: embryos from SF (n = 27: 11 Bx, 6 Bl, 1 Bi, 9 Mc) 

and VT (n = 28: 7 Bx, 9 Bl, 3 Bi, 9 Mc) were cultured in SOFaa medium (BIOK SOF®, 

Bioklone Reprodução Animal, Jaboticabal, SP, Brazil), at 38.5 °C and 5% CO2. The survival 

rate was assessed at 24 and 48 h.  
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2.3. Embryo recovery and classification 

Ewes (n = 32) were synchronized and superovulated as reported by Figueira et al. [18]. 

Estrus was monitored twice daily, and the ewes were mated by fertile rams (4:1 ratio). 

Embryos were recovered between the sixth and seventh day of the estrous cycle (D0 = estrus 

onset), by non-surgical embryo recovery (NSER) after cervical dilation protocol, described 

previously [21]. All recovered structures were transferred to the holding medium (Holding 

Plus®, Cultilab, Campinas, Brazil) and classified according to their development/stage (Mc, 

Bi, Bl, Bx), and quality. Only GI and GII embryos were used [56].   

 

2.4. Cryopreservation of embryos  

2.4.1.  Slow freezing and thawing  

Slow freezing procedures were based on the method previously described [19,20]. 

Ethylene glycol (EG; 1.5 M) was used in one step with a base solution (BS: PBS 

supplemented with 20% fetal bovine serum). Freezing was performed by cooling from 20 ºC 

until -6 ºC at a rate of 3 ºC/min; stabilization in -6 ºC for 15 min and seeding after 5 min; 

cooling to -32 ºC at a rate of -0.5 ºC/min and then holding for 10 min at -32 ºC; and then 

plunging into LN2 for storage. Thawing was performed at room temperature for 5 s, then in a 

water bath at 36 ºC for 30 s.  

 

2.4.2. Vitrification and warming  

 Vitrification was conducted according to Gibbons et al. [23]. The method was 

separated in four steps with increasing concentrations of cryoprotectants, and last step, with 

low time exposure of cryoprotectants with the embryos. 1) BS, for 5 min; 2) BS + 

10% glycerol (G) for 5 min; 3) BS + 10% G + 20% EG for 5 min; and 4) BS + 25% G + 
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25% EG for 30 s. After these steps, the tips with embryos were introduced into 3.6 mL 

cryotubes filled with LN2. For warming, the tips were warmed between the thumb and middle 

finger for 10 s. In the media, sucrose was included for osmolarity control, and each step took 

5 min at 25 ºC: 1) 12.5% G + 12.5% EG + 0.5 M sucrose; 2) 0.5 M sucrose; 3) 0.25 M 

sucrose; 4) BS.  

 

2.5. RNA extraction, reverse transcription, and quantitative PCR amplification 

 Samples were analyzed by quantitative polymerase chain reaction (qPCR) after 

reverse transcription [5]. Total RNA was extracted from three pools of five blastocysts per 

group (CTL, SF and VT) using the RNeasyMicro Kit (Qiagen Inc., Valencia, EUA) according 

to the manufacturer’s instructions and treated with DNase for 15 min to prevent DNA 

contamination. Elution was performed with 14 µL of RNAase free water and the RNA 

quantification of each pool was performed using 1 µL of sample on a spectrophotometer 

(Nanodrop 2000, Wilmington, DE, USA). For reverse transcription, using the SuperScript III 

first-strand synthesis Supermix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), the same RNA 

concentration was used for all samples. The reverse transcription reaction was prepared by 

mixing oligo (dT)20 primers, dNTP mixture, Superscript III RT, RNase OUT, MgCl2, RT 

buffer and RNA sample in a final volume of 20 µL. The mixtures were first incubated at 65 

ºC for 5 min and then for 50 ºC for 50 min. The reaction was terminated at 85 ºC for 5 min 

and then chilled on ice. After that, RNase H was added to the samples and incubated at 37 ºC 

for 20 min.  

 Relative quantification was performed in triplicate using real-time polymerase chain 

reaction (ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems, Foster City, CA, USA). Reactions 

(20 µL total volume) were prepared using a mixture of SYBR green kit (10 µL; Power SYBR 

Green, Applied Biosystems), 0.1µM primers (Table 1), nuclease-free water and reverse 
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transcribed cDNA (1 µL). Negative controls, comprising the PCR reaction mixture without 

nucleic acids, were also run with each group of samples. Template cDNAs were denatured at 

95 ºC for 10 min, and all genes were amplified by 40 cycles of a thermal cycling programmed 

of 95 ºC for 15 s, 55 ºC for 15 s and 60 ºC for 30 s. Fluorescence data were acquired during 

the extension steps. After each PCR run, a melting curve analysis was performed to confirm 

that a single specific product was generated. Primer efficiency was calculated using 

LinRegPCR software [44] for each reaction. The primer efficiency average was 1.89; 1.91; 

1.93; 1.91; 1.91; 1.91; 1.93 and 1.98 to TGFB1, NANOG, NRF1, CDX2, BAX, BCL2, GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) and H2AFZ (H2A histone family, member Z), 

respectively. Relative quantification was performed by the comparative Ct method (2−ΔΔCt) 

using the REST 2008 software [32]. The expression of each target gene was normalized using 

geometric mean of GAPDH and H2AFZ values. The stability of the reference genes was 

calculated according to the methodology described by Pfaffl et al. [42], using the BestKeeper 

- Excel tool. The values of the Pearson correlation coefficient observed for the GAPDH (r2 = 

0.774) and H2AFZ (r2 = 0.745) genes demonstrate stability (p < 0,01) of these reference 

genes. 

 

2.6. Statistical analysis  

The embryo survival data were submitted to Fisher’s Exact Test. Construction of 

graphics was performed in GraphPad Prism 8.0.2. Differences were considered significant at 

P < 0.05. Data are given as the mean ± s.d. 
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Table 1. Oligonucleotide primers for RT-qPCR analysis 

Gene 

Symbols  
Sequence of primers 5' to 3'  

Annealing 

temperature (°C) 

Amplicon 

Size (bp) 
References 

TGFB1 
F:GGAATTCATGCCGCCCTCGGGGCTGCGG  

63 390 
Juengel et al. 

[29] R:GGTCTAGATCAGCTGCACTTGCAGGAGCG 

NANOG 
F:TTCCCTCCTCCATGGATCTG 

53 501 
Sanna et al. 

[50] R:AGGAGTGGTTGCTCCAAGAC 

NRF1 
F:GCAGGTCCTGTGGGAATG 

61 412 Nau et al. [37] 
R:CTGGGATAAATGCCCGAAG 

CDX2 
F:GCCACCATGTACGTGAGCTAC 

60 140 
Sakurai et al. 

[49] R:ACATGGTATCCGCCGTAGTC 

BAX 
F:CCTGGGATCTTGAAACTCTCCTT 

60 566 
Chakravarthi et 

al. [8] R:CTGAGCCAGGCTGAAATCAAAA 

BCL2 
F:GCCGAGTGAGCAGGAAGAC 

60 214 
Chakravarthi et 

al. [8] R:GTTAGCCAGTGCTTGCTGAGA 

GAPDH 
F:ATGTTTGTGATGGGCGTGAA 

60 176 
O'Connor et al. 

[38] R:ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT 

H2AFZ 
F:GTCGTGGCAAGCAAGGAG 

57 182 
O'Connor et al. 

[38] R:GATCTCGGCCGTTAGGTACTC 

 

 

3. Results 

3.1. Thawing, warming and in vitro culture  

The results of embryonic survival rate after cryopreservation are shown in Table 2. No 

difference (P > 0.05) was observed in survival rate at 24 and 48 h of in vitro culture when 

embryos were subjected to SF or VT. When data were pooled regardless of treatment, the 

average survival at 24 and 48 h was 21.8 and 40.0%, respectively. 
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Table 2. In vitro culture survival rate of in vivo-derived sheep embryos, cryopreserved by 

either slow freezing (SF) and vitrification (VT) methods, after thawing and warming, 

respectively.  

Group 

Embryo survival rate (%) 

24 h 48 h 

VT 4/28 (14.2)  9/28 (32.1) 

SF 8/27 (29.6) 13/27 (48.1) 

Total 12/55 (21.8)  22/55 (40.0) 

* Fisher’s Exact Test (P > 0.05) 

 

3.2. Gene expression 

Gene expression of all genes in the three groups are shown in Figure 1. Regarding SF, 

the expression of genes related to apoptosis regulators (pro-apoptotic [BAX] and anti-

apoptotic [BCL2]), pluripotency maintenance (NANOG), cell proliferation and differentiation 

(TGFB1) mitochondrial activity (NRF1) were not altered (P > 0.05) in embryos compared to 

the CTL. Except for the up-regulated CDX2 gene (trophectoderm differentiation) (P < 0.05). 

The VT group had an increased (P < 0.05) the expression of all genes (BAX, BCL2, CDX2 and 

TGFB1, except for NANOG and NRF1, when compared to CTL. In the comparison between 

both techniques (SF and VT), only the BAX gene was up-regulated (P < 0.05) in VT group.  
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Figure 1. Gene expression related to trophectoderm differentiation (CDX2), pluripotency 

maintenance (NANOG), cell proliferation (TGFB1), mitochondrial activity (NRF1) and 

apoptosis (BAX and BCL2) of fresh sheep blastocysts (Control), and immediately after 

vitrification/warming or frozen/thawing of blastocysts. Different letters show statistical 

difference (P < 0.05).  

 

4. Discussion 

The global analysis of gene expression shows that VT induces a greater change in the 

profile of gene expression than SF, when compared to fresh embryos. These data may suggest 

that IVD embryos are more sensitive to the toxic effect of the high concentration of 

cryoprotectants than to the harmful effects of ice crystals. However, in vitro analyses carried 
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out in the present study demonstrate that the embryos cryopreserved by either SF or VT 

present similar survival in vitro. This data is consistent with a previous report [60], where 

similar in vitro re-expansion rate was obtained when both techniques were compared. The VT 

technique was developed mainly to improve the survival of IVP embryos, which in general 

have low cryosurvival when subjected to SF. In comparison with IVD embryos, IVP embryos 

are characterized by a large accumulation of intracytoplasmic lipids and a high amount of 

cholesterol and unsaturated fatty acids in the membrane [1,17,45]. These aspects can 

compromise the success of cryopreservation, as they affect the diffusion and osmosis 

processes, during freezing/vitrification and thawing/warming. Thus, due to the lower amount 

of lipids, IVD perhaps have impaired developmental capacity when they are vitrified, possibly 

due to the rapid diffusion of the cryoprotectant and increased relative exposure time to the 

cryoprotectant.  

Mammalian embryos are particularly sensitive to thermal shock [47,48]. The thermal 

stress may result in homeostatic regulator production as chaperones [15], apoptosis related 

proteins [61] and expression of genes associated with development capacity as CDX2 [52]. 

The balance between pro and anti-apoptotic family members partially determines sensitivity 

of cell to apoptosis. Anti-apoptotic genes as BCL2 interact with pro-apoptotic BAX genes to 

counteract their activity. Activation of BAX proteins lead to a breakdown in outer 

mitochondrial membrane permeability, the release of cytochrome C in cytoplasm, and the 

activation of caspases responsible for cell death. In the present study, we observed higher 

expression of the BAX gene in embryos from VT, compared to CTL and SF. These data 

suggest a greater pro-apoptotic stimulus in VT embryos compared to the other groups. These 

data indicate a greater pro-apoptotic stimulus in VT embryos compared to the other groups.  

Regardless of cryopreservation technique (SF or VT), CDX2 gene expression was up-

regulated compared to fresh embryos, but this result could hypothetically be affected by the 
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slightly different developmental stages of embryos in the three groups. Studies in cattle and 

sheep have shown that IFNT expression is CDX2-dependent [49], which is expressed in 

blastocysts [6,14,27] and IFNT is important signaling the process of maternal recognition of 

pregnancy [24,26,46]. Increased expression of this gene in cryopreserved embryos (SF and 

VT) may be a strategy to boost IFN-τ production, since secretion of this protein is 

compromised in cattle cryopreserved embryos [3]. Supporting this hypothesis, we also 

observed an increase in TGFB1 expression in VT-embryos compared to the CTL. The TGF-β1 

is a polypeptide member of the TGF-β superfamily of cytokines. This protein when secreted 

stimulates cell proliferation and differentiation [4,25,30,57]. It is reasonable to assume that its 

increased expression may be a compensatory mechanism to prevent embryonic death. 

In the present study, regardless of the technique, embryo cryopreservation did not 

affect the expression of NANOG, suggesting that cellular stress during cryopreservation does 

not compromise the ability of embryonic pluripotency to be maintained [9]. Similarly, NRF1 

expression was also unaffected by cryopreservation. These data suggest the need for increased 

expression of the NRF1 gene to supply the cell energy production capacity. However, analysis 

of this gene immediately after cryopreservation demonstrates that its expression is unaffected 

by ultrastructural and cytotoxic damage, which sheep embryos suffer during cryopreservation 

[12].  

Although in vitro culture analyzes were similar between groups, the VT group had a 

significant increase in the expression of all genes, except for NANOG and NRF1. We believe 

that the increase of pro-apoptotic gene (BAX) found in VT compared to SF, occurred due to 

high concentration of cryoprotectants used in this technique, stimulating response of cellular 

stress, due to chemical toxicity or osmotic on cells, beyond to cold stress of cryopreservation 

[41]. Leoni et al. [31] evaluated genes related to the water movement (AQP3: Aquaporin 3/ 

ATP1A1: ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 1) of IVP sheep blastocyst after VT. 
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After warming, embryos were cultured for 8 h and 16 h, and the gene expression was 

evaluated on re-expanded blastocysts. The authors observed the decrease of ATP1A1 and 

increased of AQP3 from 8 h to 16 h, being so inversely proportional. In addition, Iwayama et 

al. [28] and Frank et al. [22] suggested that VT technique compromises the primary 

mechanism of water movement by ATP1A1, activating a second movement mechanism by 

AQP3. However, AQP3 is known for its non-exclusive water permeability, being also 

permeable to other small solutes and glycerol [7]. In our study, glycerol was used in the TV 

protocol, resulting in greater intracellular toxicity, response to cell stress and apoptosis than in 

SF, possibly due to the increase in cryoprotectant influx by AQP3. This corroborates with the 

up-regulation of the BAX pro-apoptotic gene founded in vitrified IVD sheep embryos. 

In conclusion, in vivo-derived embryos submitted to either SF or VT have similar 

ability to survive in vitro but VT led to increased changes in blastocyst gene expression 

compared to CTL and SF. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 A análise da expressão dos genes da proliferação celular (TGFB1), atividade 

mitocondrial (NRF1), manutenção da pluripotência (NANOG), diferenciação do 

trofectoderma (CDX2) e reguladores da apoptose (BAX e BCL2) de embriões ovinos 

produzidos in vivo vitrificados ou congelados lento revelou um maior entendimento 

sobre a interferência das duas técnicas de criopreservação na qualidade e 

implantação do embrião. Diante dos resultados deste estudo, a técnica de 

vitrificação dos embriões produzidos in vivo mostrou-se mais sensível após 

aquecimento, em comparação com a técnica de congelação lenta. Indicando que a 

utilização da congelação lenta como técnica de criopreservação pode ser a mais 

confiável para manter a qualidade de embriões ovinos produzidos in vivo.  
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A criopreservação de embriões excedentes, por vitrificação ou congelação lenta, é bastante associada à 

múltipla ovulação e transferência de embriões (MOTE) para preservação de germoplasma de ovelhas 

superiores, e comercialização. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar como as duas técnicas interferem 

nas taxas de re-expansão e no perfil de expressão de genes de qualidade embrionária. Foram (n=46) 

sincronizadas, superovuladas e submetidas a monta natural e coleta de embriões não cirúrgica. (FONSECA et 

al., 2016). Todas as estruturas recuperadas foram classificadas de acordo com a sua qualidade/estágio e 

divididas em três grupos de forma homogênea: vitrificação (VIT- 43 embriões); congelação lenta (CONG- 42 

embriões); e controle (C-15 embriões congelados a seco). Protocolos de criopreservação consagrados em 

pequenos ruminantes foram utilizados para congelação lenta (MARTINEZ et al., 2006) e vitrificação (GIBBONS 

et al., 2011). Após o descongelamento (CONG- 27 embriões) e aquecimento (VIT- 28 embriões) dos embriões, 

eles foram cultivados in vitro (CIV) em meio SOFaa, por 48h, para avaliação Da taxa de re-expansão em 24/48h, 

e três grupos de cinco embriões foram congelados a seco para biologia molecular de cada grupo. Para 

expressão gênica foi utilizado o RNeasyMicro Kit (Qiagen Inc., Valencia, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante onde foi avaliado genes associados a qualidade embrionária (BAX, BCL2). As avaliações de re-

expansão foram analisadas pelo Teste de Fisher e para a expressão gênica a eficiência do primer foi avaliada 

pelo LinRegPCR e quantificação da expressão gênica foi realizada pelo método de Ct comparativo. Não houve 

diferença estatística (p > 0,05) na taxa de re-expansão dos embriões após o CIV entre o grupo de CONG e VIT, e 

foram respectivamente: 24h 29,6% (8/27) e 14,2% (4/28), e 48h 48,1% (13/27) e 32,1% (9/28). Na expressão do 

gene BAX, que possui características pró-apoptóticas, observou-se sua maior expressão (p < 0.05) em embriões 

do grupo VIT do que no grupo CONG. O gene BCL-2, com características anti-apoptóticas, observou-se maior 

expressão em embriões do grupo VIT (p > 0,05), do que no grupo CONG. Assim, esta técnica apresenta maior 



64 
 

influência na viabilidade/’qualidade embrionária pós-aquecimento. Conclui-se que as duas técnicas se 

assemelham em relação a taxa de re-expansão in vitro, mas vitrificação apresentou maior expressão de genes 

relacionados a reguladores apoptóticos em relação a técnica de congelação lenta. 
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