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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi testar a viabilidade de embrides
ovinos produzidos in vivo criopreservados pelo método de vitrificacdo em OPS
(Open Pulled Straw) ou congelacao tradicional, comparando dois métodos
(direto e indireto) de transferéncia dos embrides pds-aquecimento. Ao mesmo
tempo, foi avaliado o efeito da criopreservacdo em diferentes estadios de
desenvolvimento embrionario. Um grupo de 137 embrides com qualidades boa
ou excelente foram obtidos de ovelhas lle de France superovuladas. Mérulas e
blastocistos foram distribuidos em trés grupos: embrides frescos (n=50),
embrides congelados (n=44) e embrides vitrificados (n=43). Os embrides
destinados ao congelamento foram primeiramente equilibrados em solucao de
etilenoglicol em trés passos (0,5M, 1,0M e 1,5M) por 5 minutos em cada
passo, e criopreservados em equipamento automatico de congelacdo. Os
embrides vitrificados foram equilibrados em solugédo de 10% EG e 10% DMSO
poe 1 minuto e 45 segundos e depois transferidos a solucao de vitrificacdo
com 20% EG e 20% DMSO por 30 segundos. Os embrides foram inovulados
em receptoras sincronicas, sendo utilizado dois métodos de transferéncia para
0s embrides criopreservados: direto e indireto. A viabilidade dos embrides foi
determinada pela taxa de prenhez aos 30 dias através de ultra-sonografia em
tempo real. A taxa de prenhez em receptoras inovuladas com embrides a
fresco foi de 50%, sendo similar as taxas encontradas para embrides
congelados (38,6%) e vitrificados (55,8%). No entanto, embrides vitrificados e
inovulados pela técnica direta (57,1%) resultaram em maior taxa de gestacao
que os embrides congelados (34,8%) (P=0,07). Adicionalmente, embrides
vitrificados mostraram maior viabilidade em estadio de mérula em relagdo aos
embrides congelados no mesmo estadio (64,0% versus 38,9%) (P=0,07).
Conclui-se que a vitrificacdo de embrides ovinos produzidos in vivo é uma
biotécnica eficaz e viavel em programas de transferéncia de embrides. Da
mesma forma, a inovulacdo direta de embrides vitrificados e congelados
mostraram ser efetivas quanto a taxa de gestacdo, sendo uma técnica
facilmente aplicada em programas de TE a campo.

Palavras-chave: Criopreservacao, vitrificacao, embriées e ovinos.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the viability of sheep embryos
cryopreserved using vitrification in OPS or traditional freezing after direct and
indirect transfer. The effect of cryopreservation was evaluated on different
embryos stage. A total of 137 in vivo produced sheep embryos, which were
classified as good or excellent by morphological criteria, were obtained from
adult lle de France ewes. Morulae and blastocysts were distributed into three
groups. In the first group, non-cryopreserved embryos were transfer to
recipients as counterpart (n=50). In group 2, embryos were cryopreserved by
slow freezing method (n=44). In the third group, embryos were vitrified using
OPS (n=43). In a first set of experiments, embryos at morulae and blastocysts
stage were frozen in an automatic freezer using three steps of equilibrium in
ethylene glycol (0.5M, 1.0M and 1.5M) for 5 minutes in each step. A second
group of embryos were loaded into open pulled straw (OPS) and plunged into
liquid nitrogen after exposure at room temperature (20°C) in 10% EG + 10%
dimethyl sulphoxide (DMSQO) for 1 minute and 45 seconds, then in 20% EG +
20% DMSO + 0.5 M sucrose for 30 seconds. The cryopreserved embryos were
transferred directly and indirectly into synchronized recipients. Pregnancy rates
were recorded 30 days after transfer. No significant difference was observed
among fresh, frozen or vitrified embryos on pregnancy rate (50.0%, 38.6% and
55.8%). However, the pregnancy rate after direct transfer of OPS vitrified
embryos was significantly higher than direct transfer of frozen embryos (57.1%
versus 34.8%) (P=0.07).In the same way, early cleavage stage embryos
vitrified (morulae) had higher viability than that frozen embryos (64.0% versus
38.9%) (P=0.07). In conclusion, our results indicate that the OPS vitrification
technique in association with direct transfer improves the viability of sheep
embryos with potential applications to field conditions.

Keywords: Cryopreservation; Vitrification; Embryo; Sheep



1. Introducao

A ovinocultura vem crescendo exponencialmente nas ultimas décadas
no Brasil, sendo considerada uma atividade com alto potencial produtivo e
econOmico, e que atualmente sofre mudancas significativas, sobretudo quanto
aos aspectos de eficiéncia produtiva. Neste contexto, a exploragédo ovina deve
enfatizar a organizacao e a gestdo da atividade a luz do agronegécio, tendo o
foco nas inovacbes tecnoldgicas produtivas e reprodutivas visando o
incremento da rentabilidade dos rebanhos.

A Transferéncia de Embrides (TE) em ovinos vem sendo realizada a
mais de 50 anos (WARWICK et al., 1934). Pesquisas sobre biotecnologias
reprodutivas demonstram a crescente vantagem no uso destas técnicas para o
aumento na producdo (THIBIER & GUERIN, 2000). Sua grande importancia
para a producao animal consiste na possibilidade de uma fémea produzir um
namero de descendentes muito superiores ao que seria possivel obter
fisiologicamente durante a sua vida reprodutiva (BARI et al., 2003),
favorecendo o teste de progénie com consequente resultado no melhoramento
genético de racgas.

Associado a este crescimento da atividade ovina e transferéncia de
embrides esta a importacdo e exportacdo de material genético, bem como a
preservacao de ragas nativas brasileiras. Dessa forma, a criopreservagéo de
germoplasma torna-se essencial para o desenvolvimento desta atividade
econ6mica. Os protocolos de congelamento tradicional, que sdo os mais
utilizados para criopreservacdo de embrides, requerem alto custo com
equipamentos e despendem um maior tempo a serem realizados. O uso de
técnicas de criopreservacao ultra-rapidas, como a vitrificacdo, pode ajudar a
diminuir os custos, pois nao requer equipamentos especiais e pode ser
adaptada facilmente a rotina de campo (BARIL et al., 2001). Como resultado, a
vitrificagdo pode ser uma alternativa competitiva ao congelamento tradicional.

No Brasil escassos trabalhos de vitrificacdo de embrides ovinos foram
publicados, sendo constatados resultados modestos. Em contrapartida, na
literatura internacional podemos encontrar um numero maior de trabalhos
publicados, porém poucos utilizando a inovulacdo direta de embrides

congelados e vitrificados. A inovulacdo direta de embrides criopreservados



pode nos trazer uma maior praticidade e simplicidade da técnica, possuindo

vantagens ao trabalho a campo e no ambito comercial.



2. Revisao de Literatura
2.1 Criopreservacgao de Embrides Ovinos

A criopreservagdo de embrides € amplamente utilizada em empresas de
biotecnologia de animais domésticos permitindo o armazenamento de
materiais bioldgicos por tempo indeterminado sem que estes percam a sua
atividade funcional e sem que ocorra alteracao genética (WHITTINGHAM,
1980).

A implementacéao da criopreservacado de embrides favorece a importacéo e
exportacao de germoplasma, dispensando o transporte de animais e
periodos de quarentena, o que significa redu¢do nos custos do processo de
aquisicdo de animais. Concomitantemente, a criopreservacao fornece
outras vantagens, como: a transferéncia de embrides para fémeas em estro
natural, sem a necessidade de sincronizacao artificial do estro e da
ovulacao da receptora; a preservacao de embrides colhidos excedentes ao
namero de receptoras sincronicas; a adequacao da época de partos,
independentemente da data da colheita dos embrides; a formacao de
bancos de germoplasma, objetivando a preservagao de espécies ou ragas
ameacadas de extingdo ou de descaracterizacao; a comercializagao, o
transporte e a disseminacao de material genético entre produtores, regides
e paises, com o0 minimo de risco de introducao e/ou disseminacao de
doencas, visto que os procedimentos laboratoriais e a propria
criopreservacao dos embrides promove a remog¢ao e inativacao de certos
patdgenos (SINGH, 1987; SHISONG & WRATHALL, 1989).

Desde 1976, quando o primeiro cordeiro nasceu através da
transferéncia de embrides criopreservados, diversos estudos vém
demonstrando grande sucesso nha criopreservacdo de embrides ovinos
(SONGSASEN et al., 1995; PAPADOPOULOS et al., 2002; DATENNA, et al.,
2004; GARCIA-GARCIA, et al., 2006). No Brasil os primeiros trabalhos sobre
manipulagéo e criopreservacdo de embrides em ovinos foram executados na
raga Corriedale por SELAIVE VILLARROEL et al. (1977) e por SELAIVE
VILLARRROEL & MIES FILHO (1979), abrindo-se novas perspectivas para a

difusdo desta biotecnologia da reproducao ovina no pais.



Embora embrides ovinos tenham sido extensivamente usados como um
modelo para o estudo da criopreservagdao de embrides em diversos paises, 0S
resultados ainda s&o limitados. As taxas de sucesso, baseadas no numero de
cordeiros nascidos por embrides congelados transferidos, sao bastante
variaveis (13%, TERVIT & GOOLD, 1984; 75%, DATENNA et al., 2000; 72%,
BARIL et al., 2001). O sucesso na criopreservacdo de embrides esta
associado a diversos fatores, dentre eles a presengca, combinacdes e
quantidades de crioprotetores permeaveis, como glicerol, DMSO, etilenoglicol
e propilenoglicol, além de crioprotetores ndo permeaveis como 0s agucares
(SONGSASEN et al., 1995).

Os dois métodos de criopreservacdao mais amplamente utilizados séo a
congelacao tradicional e a vitrificacdo. Ambos diferem pela concentracdo dos
crioprotetores e pela velocidade de resfriamento. O congelamento tradicional
mostra resultados aceitaveis quanto a taxa de gestacdo e de paricdo em
ovinos (VAJTA, 2000). Entretanto, durante os ultimos anos, a vitrificacdo de
embrides vem sendo estudada com o objetivo de aprimorar os resultados
obtidos no congelamento tradicional, além das vantagens de ser uma técnica
simples, rapida e menos onerosa (BERTHELOT et al, 2003; VAJTA &
KUWAYAMA, 2006).

Adicionalmente, podemos sugerir que a vitrificacdo pode ser
considerada uma técnica mais eficiente, pois esta evita a formacao de cristais
de gelo intracelulares e extracelulares que sao os responsaveis pelos danos
nas membranas e organelas celulares. Esse processo é determinado pelo uso
de crioprotetores de alta concentracdo e rapidas taxas de resfriamento e
aquecimento (RALL, 1987; KASAI, 1996; MASSIP, 2001). Entretanto, as altas
concentracdes dos crioprotetores podem causar danos as células através do
estresse osmotico e devido a toxicidade quimica (PAPADOPQOULQOS et al.,
2002). Para minimizar estes riscos, rapidas taxas de resfriamento séo
utilizadas para reduzir a toxicidade dos crioprotetores e diminuir o tempo de
exposicao da célula a temperaturas criticas (ARAV et al., 1993).



2. 2 Principios Criobiol6gicos

A criopreservacao tem como objetivo manter o metabolismo celular em
estado de quiescéncia, através do armazenamento em baixas temperaturas,
induzindo a parada da atividade enzimatica intracelular, do metabolismo e
respiracao celular, tornando possivel a conservacao de células e tecidos por
tempo indeterminado (SEIDEL, 1986).

No processo de criopreservacao, o principio fundamental baseia-se na
necessidade de remog¢dao maxima de agua das células antes de proceder a sua
congelacdo. Se esta desidratacdo nao ocorrer, grandes cristais de gelo se
formarao resultando em diversos danos intracelulares (SEIDEL, 1986). Dessa
forma, a congelacdo provoca um aumento da pressdo osmotica na célula,
devido a formacao de cristais de gelo a partir da 4gua pura, deixando a agua
entre os cristais com uma alta concentragéo de substancias dissolvidas (NaCl
e crioprotetor). Este liquido hiperosmético atrai a dgua para fora das células
embrionarias, tornando a 4gua nao congelada cada vez mais hiperosmética
(SEIDEL, 1996). Este processo de congelacdo provoca um aumento de
pressao osmoética no embriao, uma vez que a concentracio total de solutos
dentro e fora devem estar sempre em equilibrio. Em resposta a esse estresse,
a agua sai da célula e o soluto entra. O processo cessa quando a
concentracdo de soluto se torna grande o bastante para prevenir futuras
transformacdes de agua em gelo (STOREY & STOREY, 1990).

Segundo Mazur (1977), ao adicionar crioprotetor ao meio contendo
embrides, o ponto de solidificacdo é abaixado, sendo que a formacao de gelo
extracelular se inicia entre -5 °C e -15°C, porém as células continuam
descongeladas e super resfriadas. Como mencionado anteriormente, a
formagdo de gelo extracelular determina um aumento da concentragdo de
solutos fora do embrido, provocando a saida de agua de dentro da célula. Se a
célula for resfriada rapidamente, a agua intracelular podera nao sair em
quantidade suficiente, formando uma maior quantidade de cristais de gelo
intracelular que leva a lise das membranas. Por outro lado, se a congelagao for
muito lenta, a célula perde agua com rapidez adequada para manter em
equilibrio seu potencial quimico, porém a desidratacao progressiva provoca
uma elevacao da concentracdo de eletrélitos no meio celular, modificando



suas propriedades fisico-quimicas (efeito solugao), determinando a perda de
viabilidade celular (BARIL et al., 1995).

Devido ao fato do ponto de congelamento de um meio com crioprotetor
ser abaixo do ponto de congelacédo da agua, estas solugées podem sofrer um
super-resfriamento a temperaturas abaixo de -20°C sem a formacgéao de gelo.
Nestas condicdes a desidratacdo celular ndo ocorre adequadamente, e
quando finalmente ocorre o congelamento, grandes cristais de gelo se formam
dentro e fora do embrido. Este fenbmeno pode ser evitado através da “indugéo
da cristalizacao” ou “seeding”, isto €, a formacao de gelo pré-congelamento, ao
redor de -6°C, que pode ser induzida pela adicdo de um pequeno cristal na
amostra, ou provocando um contato entre a parte de fora do recipiente com um
metal resfriado com nitrogénio liquido, ou pelo uso de ar frio sobre a superficie
da amostra, ou ainda pelo uso de aparelhos que induzem a cristalizacdo do
gelo automaticamente (SEIDEL, 1996).

2.3 Crioprotetores

O fator fundamental para sobrevivéncia embrionaria ao congelamento
sdo os crioprotetores, pois estes tém a funcdo de abaixar o ponto de
congelacdao do meio, conferindo um maior tempo para remocao de agua
intracelular durante o resfriamento prévio a congelacdo da agua. Além disso,
0s crioprotetores possuem a capacidade de protecdo das estruturas celulares
(PALASZ & MAPLETOFT, 1996).

Todos os métodos de criopreservacdao celular necessitam de
crioprotetores que tem como funcao proteger as células e tecidos durante a
criopreservacdo e descongelacdo. Os crioprotetores sdo divididos em duas
categorias: (1) intracelulares, que sao solutos organicos permeaveis
responsaveis por proteger as organelas das células durante o resfriamento e o
reaquecimento. Os mais comumente utilizados sdao o etilenoglicol,
dimetilsulfoxido (DMSQO), glicerol, metanol, etanol, etc. (2) extracelulares, que
sdo as macromoléculas e agucares nao permeaveis cuja funcdo € reduzir a
formacao de gelo, facilitar a desidratacao das células e proteger a membrana

celular. Os mais utilizados sao a lactose, glicose, sacarose, polivinilpirrolidona



(PVP), manitol, trealose, galactose entre outros (NIEMANN, 1991; MASSIP,
2001).

Segundo Schneider & Mazur (1984), o embrido quando exposto a um
crioprotetor intracelular contrai devido a perda de &gua causada pela
hiperosmolaridade inicial do meio extracelular, e também porque o embrido é
mais permeavel a saida de agua do que a entrada do crioprotetor. O indice de
entrada do crioprotetor depende do coeficiente de permeabilidade deste e da
temperatura da solucédo. O equilibrio é atingido quando o embrido retorna ao
seu volume anterior em meio isoténico.

Os crioprotetores mais comumente usados até o inicio da década de 90
foram o glicerol, DMSO e o propilenoglicol. O etilenoglicol foi utilizado pela
primeira vez em 1977 por Miyamoto e Ishibashi, mostrando-se um crioprotetor
mais permeavel a célula embrionaria devido a seu menor peso molecular,
podendo desta forma, evitar a diluicdo em etapas com ou sem a sacarose
(MASSIP, 2001). A baixa toxicidade do etilenoglicol foi demonstrada por
Sommerfeld e Niemamm (1999) testando concentracdes de 1,8 a 8,9 Molar.

As caracteristicas fundamentais para um agente crioprotetor eficiente é
0 baixo peso molecular, a sua alta capacidade de atravessar a membrana
celular e uma baixa toxicidade (KASAI et al., 1996). Songsasen et al. (1995)
compararam a permeabilidade entre os crioprotetores e demonstraram que o
etilenoglicol é mais permeavel a célula embrionaria do que o propilenoglicol, e
estes por sua vez, sdo mais permeaveis que o DMSO e o glicerol. Além disso,
demonstraram uma melhor taxa de desenvolvimento embrionario in vitro de
embrides ovinos criopreservados com etilenoglicol, demonstrando uma maior
efetividade deste crioprotetor para o congelamento de embrides ovinos.
Corroboram posteriormente estes resultados Martinez & Matkovic (1998).
Martinez et al. (2006) mostraram melhores taxas de eclosdo em embrides PIV
congelados com etilenoglicol (40%) em relacao ao glicerol (20%), devido a sua
maior permeabilidade celular. Resultados similares foram encontrados por
Cocero et al. (2002) em embriées produzidos in vivo.

As macromoléculas como sacarose e Ficoll (crioprotetores nao
permedveis) conferem um efeito protetor adicional a célula criopreservada.
Eles tém a funcdo de desidratar a célula, reduzindo a formacédo de gelo
intracelular (RALL, 1987; KASAI, 1996; MARTINEZ et al., 2006). Durante o



aquecimento dos embrides, os aglcares nao permeaveis evitam que um
excesso de agua entre na célula, reduzindo os danos causados na membrana,
além do efeito de preservacao estrutural e funcional da integridade das
membranas (GUIGNOT et al., 2006). Adicionalmente, os -crioprotetores
extracelulares permitem a reducdo da concentragdo dos crioprotetores
intracelulares, diminuindo a toxicidade celular. Diferentes estratégias sao
utilizadas para minimizar os danos osméticos e toxicos, através da aplicacao
de crioprotetores menos toxicos, bem como a combinagdo de dois ou trés
crioprotetores (KASAI, 1996).

2.4 Congelacao Tradicional de Embriées Ovinos

Entre as metodologias utilizadas para criopreservacdo de embrides,
predomina o processo lento conhecido como método de congelamento
tradicional, no qual sdo necessarias, de uma a duas horas para que o embrido
gradativamente passe da temperatura ambiente a de estocagem (-196°C),
passando por um processo de equilibrio (VAJTA, 2000). A congelagao lenta é
um processo fisico no qual as células embrionarias sdo desidratadas
progressivamente através da acao de solugdes crioprotetoras, provocando um
decréscimo no ponto de congelacao, limitando assim a formacgao de cristais de
gelo intracelular (BARIL et al., 1995).

A maioria dos embribes mamiferos sao criopreservados através do
método de congelamento e equilibrio tradicional, usando -crioprotetores
permedveis, com baixas taxas de resfriamento e altas taxas de aquecimento.
O congelamento tradicional segue o0s seguintes passos: 1) exposicdo dos
embrides aos crioprotetores de baixo peso molecular, como etilenoglicol,
glicerol, DMSO ou propilenoglicol até atingir o equilibrio entre a solugcéo e o
embrido; 2) inducdo da cristalizacdo a temperatura de -5° a -7°C; 3)
resfriamento lento controlado (0,2 a 2,0°C/min) até -30 a -70°C; 4) Imers&o dos
embrides no nitrogénio liquido (-196°C); 5) aquecimento controlado a uma
velocidade de 250°C/min em banho maria; 6) remogdo do crioprotetor a
temperatura ambiente para posterior inovulacdo ou cultivo (PALASZ &
MAPLETOFT, 1996).
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Objetivando a sobrevivéncia a criopreservacao, as células dos embrides
devem permanecer ilesas e fisiologicamente funcionais durante todo o
processo. Dessa forma, cada etapa do procedimento € considerada critica e
deve ser realizada cuidadosamente (PALASZ & MAPLETOFT, 1996).

Martinez & Matkovic (1998) obtiveram maior taxa de gestacéo utilizando
etilenoglicol comparativamente ao glicerol, em protocolo tradicional de
congelacao de mérulas (59,4 vs 29,7%), mas nao observaram diferencas para
blastocistos ovinos (40,2 vs 51,3%). Igualmente, Sakul et al. (1993) obtiveram
uma taxa de sobrevivéncia embrionéria de 47,6% através da transferéncia de
embrides congelados e descongelados.

Cocero et al. (1996) obtiveram 62,2% de taxa de gestacao e 45,5% de
sobrevivéncia embrionaria em ovelhas inovuladas com embrides congelados
com etilenoglicol, semelhantes ao resultado obtido com embrides inovulados a
fresco (73,9 e 56,5%, respectivamente). Altas taxas de sobrevivéncia
embrionaria (73%) foram observadas através do processo de congelagéao
utilizando um passo de diluicdo com etilenoglicol a 1,5M seguido de
aqguecimento com a remocao do crioprotetor em solucdo Unica de 1M de
sacarose (McGINNIS et al., 1993). Similarmente, Garcia-Garcia et al. (2006)
demonstraram taxas de desenvolvimento embrionarios in vitro semelhantes
entre blastocistos obtidos a fresco (92,5%) e blastocistos congelados com
etilenoglicol (83,7%).

Apesar dos resultados satisfatérios, a congelagdao tem como inconveniente
a necessidade de um instrumental caro e um longo tempo para a realizacao
do processo (BARIL et al., 2001).

2.5 Vitrificagdo de Embriées Ovinos

O principio da vitrificagdo consiste em submeter os embrides a altas
concentragbes de crioprotetores com a finalidade de aumentar a viscosidade
dos meios intra e extracelulares. Sendo assim, torna-se possivel resfriar os
embrides, passando-os do estado liquido ao estado vitrio (gel amorfo) sem a
formacgéao de cristais de gelo intra e extracelular (KASAI, 1996). Este fenémeno

pode ser considerado como um aumento extremo de viscosidade combinado a



11

uma rapida taxa de resfriamento, baseado na desidratacdo do embrido através
de sua breve exposicao a solucbes com altas concentracdes de crioprotetores,
seguida de imersao direta em nitrogénio liquido (VAJTA, 2000).

As altas concentracbes de crioprotetores podem causar danos as
células devido a sua toxicidade quimica. Porém, os efeitos da toxicidade
podem ser minimizados através da exposicdo breve aos crioprotetores e
através de rapidas taxas de resfriamento (VAJTA et al., 1998). Estas podem
diminuir as injurias celulares através da passagem direta pela zona perigosa
de resfriamento entre +15°C e —5°C (MARTINO et al., 1996). Além disso, os
efeitos toxicos podem ser controlados através da escolha do crioprotetor mais
adequado, como etilenoglicol, glicerol ou DMSO, ou através da associacao de
dois ou mais crioprotetores (KASAI, 1996).

Embrides ovinos vém sendo vitrificados com sucesso. Isachenko et al.
(2003) obtiveram 70 % de prenhez em ovelhas inovuladas com embrides
vitrificados em OPS, similar a embrides congelados pelo método tradicional.
Porém, Papadopoulos et al. (2002) obtiveram taxas de gestacdo menores
(50%) com embrides vitrificados quando comparados a embrides inovulados a
fresco (90%). Mermillod et al. (1999) mostraram taxas de paricao similares
entre embrides ovinos vitrificados e a fresco transferidos pelo método indireto
(50% e 60%, respectivamente). Em estudo realizado no Brasil em ovinos da
ragca Santa Inés nao foi observada diferenca significativa entre a viabilidade
dos embrides congelados e Vvitrificados, porém os resultados foram
considerados baixos, sendo a taxa de fertilidade aos 60 dias de 18,2% com
embrides congelados e 6,7% com embrides vitrificados (CORDEIRO, 2001).
No entanto, Martinez et al. (2006) na Argentina obtiveram resultados
animadores e estatisticamente semelhantes quanto a taxa de gestacéo aos 30
dias de embrides vitrificados (41,1%) e congelados (46,4%).

Durante os ultimos anos diversas técnicas de vitrificacdo vem sendo
desenvolvidas com o objetivo de evitar as crioinjurias, aumentando as taxas de
resfriamento e aquecimento. Concomitante a isto, inUmeros agentes
crioprotetores vém sendo utilizados em diferentes concentragbes e
combinacdes, sendo estes adicionados a solugdes em um Unico passo ou
paulatinamente e mergulhados diretamente em nitrogénio liquido a partir da
temperatura ambiente (DATTENA et al, 2004). A utilizacdo de volumes
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pequenos de solucao de vitrificagcdo permite um resfriamento mais rapido e a
reducdo de fraturas celulares (ARAV et al., 2002).

Para atingirmos um maior sucesso no processo de vitrificacdo devemos
observar trés fatores principais: a viscosidade da solugao, o volume e as taxas
de resfriamento e aquecimento. A combinacédo de altas taxas de resfriamento
com a reducao do volume da solucdo a ser vitrificada pode diminuir os danos
de membrana, melhorando a taxa de sobrevivéncia embrionaria (YAVIN &
ARAV, 2007).

A técnica de vitrificagdo mais conhecida € a convencional em palhetas
de 0,25 mL (NAITANA et al, 1997). Nessa, a taxa de resfriamento é de
aproximadamente 2500°C/min (PALASZ & MAPLETOFT, 1996). Resultados
animadores na vitrificagdo de embrides ovinos com a utilizagdo desta técnica
tém sido relatados por alguns autores. DATTENA et al. (2000) obtiveram
83,8% de re-expansao da blastocele apds cultivo por 24 horas e 75% de taxa
de nascimento de embrides vitrificados em palhetas de 0,25 mL, sendo
resultados similares aos obtidos com embrides a fresco. Da mesma forma,
Baril et al. (2001), relataram taxa de prenhez e de sobrevivéncia embrionéaria
de 72 e 50% ap0s inovulacao de embrides vitrificados em palhetas de 0,25 mL.

Outra técnica que esta se tornando mais usual é a técnica denominada
Open Pulled Straw (OPS) que foi desenvolvida originalmente para embrides
bovinos por Vajta et al. (1997). As palhetas de OPS foram desenvolvidas
através das palhetas francesas de 0,25mL, sendo esticadas até que o
didmetro interno e a espessura da parede tivessem aproximadamente metade
do tamanho original. Aproximadamente 1 a 2uL do meio de Vvitrificacdo
contendo o embrido é introduzido na extremidade afilada da palheta através do
efeito capilar simples. A extremidade contendo o embriao é imediatamente
imersa no nitrogénio liquido, solidificando a coluna liquida sem que haja
dispersao da solucdo (VAJTA et al., 1998).

A taxa de resfriamento € aumentada em oito vezes quando comparada
as palhetas francesas de 0,25mL, sendo acima de 20000°C/min (VAJTA et al.,
1998). Esta taxa de resfriamento € alcancada devido a reducao do volume das
solucdes e a diminuicdo da espessura da parede da palheta (0,07mm). Dessa

forma, os altos padrdoes de resfriamento e aquecimento resultam em
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diminuicdo das crioinjurias, como fraturas da zona pellcida e danos ao
embrido (VAJTA et al., 1998).

Segundo Lopez-Béjar & Lépez-Gatius (2002), as taxas de sobrevivéncia
embrionaria, imediatamente ap6s o reaquecimento dos embrides sdo melhores
com a utilizacdo de OPS comparada as palhetas convencionais. Entretanto,
Datenna et al. (2004) ndo encontraram diferenca significativa na taxa de
gestacao (70,0% vs 70,3%) e na taxa de paricao de cordeiros apds inovulagéao
de embrides vitrificados em OPS (60,0% vs 62,9%) quando compararam
embrides ovinos vitrificados em palhetas de 0,25 mL.

Apesar dos beneficios observados, na vitrificaggdo em OPS ocorre o
contato direto das células em meio crioprotetor com o nitrogénio liquido, o qual
pode ter risco de contaminacao por agentes bacterianos e virais (FOUNTAIN
et al., 1997). Estes perigos podem ser eliminados utilizando nitrogénio liquido
esterilizado, além do armazenamento em containeres hermeticamente
fechados (VAJTA et al., 1998). No entanto, segundo Dattena et al. (2004) nao
foi observado nenhum problema de contaminacdo de embrides vitrificados
através da técnica de OPS em nitrogénio liquido néao esterilizado.

Na tentativa de aprimorar a técnica de vitrificacdo, foi desenvolvido um
novo equipamento, o qual reduz a temperatura do nitrogénio liquido para -
210°C através da utilizacao de pressao negativa (Vit-Master®; Minittib,
Tiefenbach, Germany). Esse procedimento aumenta em até quatro vezes as
taxas de resfriamento (24000 — 130000°C/min) obtidas pelo método OPS
(ARAV et al., 2002).

A combinacéao da vitrificagdo com a transferéncia direta pode contribuir
para simplificar os procedimentos num programa de transferéncia de embrides
a campo (OKADA et al., 2002). Baril et al. (2001) ndo observaram diferencas
significativas entre o método de inovulagéo tradicional e a transferéncia direta
dos embrides quanto a taxa de prenhez (74,0% versus 75,0%), taxa de pari¢ao
(67,0% versus 75,0%) e na taxa de sobrevivéncia embrionaria (49,0% versus
53,0%). Da mesma forma, Okada et al. (2002) obtiveram taxas de prenhez
apos a inovulagao direta de 81% e de 74% no método indireto com diluicdo em
placa, porem em ambos o0s casos, a taxa de paricao foi de 58%.
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2.6 Aquecimento dos embrides

O procedimento de retirada do crioprotetor é necessario para que ocorra
a rehidratacdo dos embribes e diminua os danos causados pela sua
toxicidade. A taxa de aquecimento pode influenciar a sobrevivéncia celular da
mesma forma que a taxa de resfriamento (WOODS et al., 2004). De acordo
com Schneider & Mazur (1984), a diluicao do crioprotetor tem como funcgéo
evitar a entrada muito rapida de agua na célula, pois uma reducao drastica na
osmolaridade levaria a lise celular. Este fenbmeno pode ser assegurado pela
adicdo de altas concentracbes de compostos extracelulares, como a sacarose
e trealose ao meio de diluicdo.

A sacarose atuaria como um tampao osmotico, mantendo constante a
concentragao do meio extracelular, regulando a velocidade de entrada e saida
do crioprotetor no embrido, evitando o choque osmatico (LEIBO, 1984).

As palhetas francesas de 0,25mL sdo descongeladas através da
imersao em banho Maria a 37°C. O conteludo da palheta é depositado em
solucoes de descongelamento em um, dois ou trés passos, com diferentes
concentracbes de sacarose. Martinez & Matkovic (1998) nédo observaram
diferengas significativas quanto as taxas de prenhez e cordeiros desmamados
na remocao de etilenoglicol de embrides congelados, realizando 1 passo ou 3
passos com utilizacdo de sacarose.

Em embrides vitrificados, somente com o emprego da sacarose no
preparo das palhetas foi possivel a transferéncia direta. Esta técnica reduziu o
tempo requerido para preparar os embrides a serem transferidos e eliminou a
necessidade de equipamentos (BARIL et al., 2001; DATENNA et al., 2004). O
aquecimento das palhetas de OPS é realizado pela colocacao da ponta mais
fina diretamente na placa contendo meio com sacarose a 37°C. O meio
vitrificado volta ao estado liquido dentro de 1 a 2 segundos, sendo que
imediatamente apo6s, o embrido flutua no meio de diluicdo (VAJTA et al., 1998).
Os meios de aquecimento contém sacarose em diferentes concentragdes,
sendo a diluicdo realizada em um, dois ou trés passos. Datenna et al. (2004)
nao observaram diferencas estatisticas no aquecimento de embrides

vitrificados em uma ou trés etapas quanto a taxa de gestacao (75,0% e 70,0%,
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respectivamente) e quanto a taxa de paricado (57,1% e 60,0%,

respectivamente).

2.7 Fatores que afetam a eficiéncia da criopreservagcao de embrides

O sucesso de um programa de transferéncia de embrides encontra-se
na dependéncia de varios fatores como a qualidade embrionéria, o nimero de
embrides a serem transferidos, o local de deposicéo, o tempo transcorrido
entre a colheita ou a descongelacéo e a transferéncia do embrido, a
sincronizacao do estadio fisiolégico entre a doadora/receptora e a resposta
ovulatéria da receptora (BARIL et al., 1995). Os resultados da criopreservacao
estao relacionados previamente a dois fatores, a origem dos embrides e o

estagio de desenvolvimento embrionario.

2.7.1 Origem dos embribes

Resultados ligeiramente menores aos obtidos com embrides a fresco
sao alcancados através da utilizacao de embrides criopreservados produzidos
in vivo (PIV). Porém, resultados desanimadores sdo obtidos através da
criopreservacao de embrides produzidos in vitro, devido provavelmente ao fato
destes embrides serem mais sensiveis ao resfriamento e congelamento por
possuirem maiores taxas de lipideos (LEIBO & LOSKUTOFF, 1993). As
condicoes in vitro ao qual os ovécitos e embrides se submetem podem afetar
sua susceptibilidade ao congelamento, através do aumento de lipideos
intracelular ou ainda pela menor massa celular interna (MASSIP, 2001).

Datenna et al. (2004) mostraram diferengas marcantes de resultados
entre embrides produzido in vivo e embrides PIV, porém acreditam que a
melhora nas taxas de sobrevivéncia dos embrides PIV estdo relacionados
muito mais as condicées de cultivo e a qualidade dos embribes do que

mudancgas na tecnologia de criopreservagao.

2.7.2 Estagio de desenvolvimento embrionario
O estagio de desenvolvimento embriondrio € considerado um fator

critico para a viabilidade do embrido apds a criopreservagao (LEIBO et al.,



16

1996). Diversos estudos sobre o efeito do estagio de desenvolvimento
embrionario na taxa de sobrevivéncia dos embrides foi conduzido
comparando-se morula e blastocisto devido a complexidade da colheita de
embrides em estagios iniciais in vivo (MASSIP, 2001).

Recentemente, Garcia-Garcia et al. (2006) demonstraram a habilidade
dos embribes em sobreviverem aos processos de congelagdo e
descongelacdo em diversos estagios de desenvolvimento. Estes autores
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia embrionaria variando de 17,1% a 31,4%
em embrides congelados em estagios iniciais de desenvolvimento (2 a 12
células), em contrapartida, obtiveram uma maior sobrevivéncia dos embrides
em estagio de moérula inicial, moérula e blastocisto (40,5%, 46,3% e 83,7%,
respectivamente). Este estudo indica que embrides em estagios iniciais sdo
mais sensiveis ao processo de congelacdo e que a taxa de sobrevivéncia
embrionaria a criopreservacdo aumenta com o crescimento progressivo do
embrido, com uma diferenca substancial entre moérula e blastocisto. Este
trabalho corrobora com os trabalhos prévios mostrando que em ovinos o
estagio de blastocisto € o mais resistente ao processo de congelacéo. Este
aumento da criotolerAncia em estagios mais avancados parece estar
relacionado a um maior numero de células e a um menor tamanho celular, o
qual melhora a tolerancia ao resfriamento quando comparado aos estagios
iniciais embrionarios com poucas e grandes células, onde as juncdes entre os
blastbmeros sdo fracas. Além disso, a permeabilidade ao crioprotetor talvez
seja menor em embrides em estagios mais recentes (GARCIA-GARCIA et al.,
2006). Igualmente, Cocero et al. (1996) demonstraram um melhor
desenvolvimento embriondrio in vitro no estadio de blastocisto (70,5%)
comparado ao estadio de mérula (57,9%) em embrides congelados.

N&ao obstante, a vitrificagdo pode ser usada como uma alternativa para
aumentar a criotolerdncia destes embribes no estagio inicial de
desenvolvimento (VAJTA, 2000). Porém, Baril et al. (2001) ndo observaram
diferencgas significativas na taxa de desenvolvimento embrionario em embrides
vitrificados no estagio de moérula (50,0%) e blastocisto (55,0%). Contudo, estes
autores observaram diferencas na taxa de sobrevivéncia embrionaria em
receptoras nuliparas quando inovuladas com embrides em estagios iniciais

(33,0%) e com estagios mais avancados (52,0%). Similarmente, Vajta et al.
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(1996) demonstraram que a viabilidade de embrides ovinos e bovinos
vitrificados no estadio de blastocisto expandido € maior do que no estadio de
mérula devido a sua maior tolerdncia ao resfriamento depois da formacao do

blastocele.
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3. Objtivos

Devido a necessidade de aprimorar as técnicas de biotecnologia
atualmente empregadas na reproducao de ovinos e com o intuito de melhorar
a relacao custo-beneficio da aplicacdo das mesmas, o presente estudo teve

por objetivo:

a) avaliar a viabilidade embrionaria através da taxa de prenhez de
embrides ovinos criopreservados pelos métodos de congelacéo ou vitrificacao
em OPS.

b) comparar a viabilidade embrionaria quanto a taxa de prenhez entre
duas técnicas de inovulacdo de embrides congelados ou vitrificados:

inovulacao direta ou indireta;

c) comparar a viabilidade embrionaria quanto a taxa de prenhez entre
diferentes estadios de desenvolvimento de embribes congelados ou

vitrificados.
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4. Material e métodos

O experimento foi realizado na central de biotecnologias ovina “Aries
Reproducdo e Melhoramento Genético Ovino Ltda” situada na “Fazenda
Campo Verde”, regido Oeste do Estado de Sao Paulo, latitude de 22°S, no
periodo de Novembro de 2006 a Maio de 2007.

4.1 Producédo de embribes

Quarenta e uma ovelhas adultas, com idade de 2 a 6 anos, da raga lle
de France, com excelente performance reprodutiva, foram utilizadas como
doadoras. Os ciclos estrais das doadoras foram controlados com a insercéao de
dispositivos intravaginais impregnados com 0,33 g de progesterona (Eazi-
breed CIDR®- Pfizer) no Dia 0, sendo substituido por um novo dispositivo no
Dia 7, este mantido até o Dia 14. As ovelhas receberam uma dose Unica de
125 pg i.m. de cloprostenol (Ciosin®-Coopers), no inicio do tratamento com
FSH no Dia 12. A superestimulagao foi realizada com o horménio foliculo
estimulante — pFSH (Folltropin-V®-Bioniche) na dose total de 200mg (10,0mL),
divididas em oito aplicacées decrescentes (40 e 40; 30 e 30;20e 20; 10 e 10
mg, respectivamente) com intervalos de 12 horas. Juntamente a retirada dos
dispositivos intravaginais no décimo quarto dia, foi aplicado 200 Ul de
gonadotrofina coriénica eqiiina - eCG (Novormon®-Symtex). As inseminacées
intrauterinas foram realizadas por meio de laparoscopia (IALP) com sémen
fresco obtidos de carneiros comprovadamente férteis na dose de 1,0x10%/mL,
trinta e seis e quarenta e trés horas apés a remocao dos dispositivos
intravaginais e aplicagdo do eCG no dia 14. Os embrides foram coletados 6

dias apos a inseminagéo artificial.

4.2 Colheita de Embriées

As colheitas foram realizadas no 6°dia apds a inseminacao artificial,
visando obter embrides em estadio de mérula até blastocisto expandido. Os
animais foram submetidos a jejum alimentar de 24 horas e hidrico de 12 horas
antes da colheita e anestesiados mediante o emprego de 0,2 mg/Kg de
cloridrato de xilasina (Rompun®-Bayer) associado a 7,5mg/Kg de cloridrato de

quetamina (Francotar®-Virbac) por via intramuscular. Os animais anestesiados
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foram mantidos em decubito dorsal com os membros estendidos, em mesa
cirurgica de pequenos ruminantes e em seguida foram procedidas a tricotomia,
lavagem e assepsia da regido abdominal.

As colheitas foram realizadas por laparotomia, na qual os cornos
uterinos foram expostos por leve tracao através de uma incisdo de 7cm sobre
a linha média cranialmente ao Ubere. Foi introduzida em cada corno uterino
préximo a bifurcagdo uma sonda Foley nimero 10 (Solidor®) e na extremidade
da tuba uterina, foi realizada a colocagdo de uma sonda fabricada a partir de
uma agulha 40x12, na qual foi injetada a solucao de lavagem. Cada corno foi
lavado uma Unica vez, individualmente com 50 mL de PBS (Dulbecco’s
phosphate buffered saline) pré-aquecido e suplementado com 1% de soro fetal
bovino (SFB), sendo o liquido coletado em tubos graduados Falcon de 50 ml.

Apoés a colheita, o utero foi irrigado com solucao fisiolégica heparinizada
a temperatura de 37°C, com o objetivo de evitar aderéncia. O peritbnio e o
tecido muscular foram suturados com fio cat gut cromado nimero 2 em pontos
tipo cerzidura e a pele com fio de nylon numero 0 em pontos separados
simples. Ao término do procedimento, cada ovelha também recebeu
1.500.000UI de Penicilina Benzatina (PentabiéticoVeterinario Reforgado®—Fort

Dodge) e 125 ug i.m. de cloprostenol (Ciosin®-Coopers).

4.3 Classificacdo dos Embribes

Inicialmente o liquido colhido em tubos graduados tipo Falcon de 50 mL
foi transferido para Placas de Petri de 100 mm de didmetro com fundo
quadriculado para procura dos embrides sob estereomicroscopio binocular
(Aumento de 150x). As estruturas encontradas foram entdo, transferidas com o
auxilio de pipeta automatica para Placas de Petri com 60 mm de diametro
contendo meio de manutencdo (TQC Holding Plus®—Nutricell). Os embrides
foram avaliados quanto ao estadio de desenvolvimento e classificados
qualitativamente (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998), sendo selecionados os
embrides no estadio de moérula a blastocisto expandido com qualidade
excelente (Grau 1) e boa (Grau 2). Posteriormente, os embrides foram lavados
em dez passagens de solucbes, sendo 4 banhos com PBS + 0,4% BSA, 1
banho de tripsina (Nutricelll em PBS (1:250) e 5 banhos de PBS + 2% SFB,
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seguindo os procedimentos recomendados pela Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS), e em seguida foram destinados a

inovulacao a fresco ou a criopreservacao.

4.4 Criopreservagdo dos Embriées

4.4.1 Congelacao tradicional

Os embrides foram congelados utilizando congelador automatico de
embrides (TK 2000 — Nutricell) segundo metodologia descrita por Martinez &
Matkovic (1998), modificado. Antes da congelacdo os embrides passaram por
trés solucbes com concentragdes crescentes de crioprotetor (etilenoglicol — EG
a 0,5; 1,0 e 1,5M), contendo PBS e SFB a 20%, permanecendo em cada uma
destas solugdes por 5 minutos. Os embrides foram envasados em palhetas
adequadamente identificadas de 0,25mL tomando-se o cuidado de colocar o
embrido em uma coluna de 25uL no meio da palheta. A coluna contendo o
embrido e a solucao crioprotetora foi separada de duas colunas com solugéo
de manutengéo, por duas bolhas de ar de 1,0 cm. As palhetas foram seladas e
colocadas no congelador inicialmente programado a uma velocidade de
resfriamento de -3,0°C/min até -6°C, a partir da temperatura ambiente (20°C).
Alcancada a temperatura de -6°C, o processo de resfriamento foi interrompido
por cinco minutos, para a indugao da cristalizacdo (seeding) esperando-se 10
minutos para reiniciar a curva, de modo que, o congelador de embrides seja
re-programado para uma velocidade de congelagdo de -0,5°C/minuto até -
32°C. Apb6s 5 minutos de estabilizacdo a temperatura final de congelacao, as
palhetas contendo os embrides foram imediatamente imersas em nitrogénio

liquido a -196°C e acondicionadas em botijoes criobioldgicos (Figura 1).
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a) Placa de 4 pogos
(o=
o=

e Poco 1: Solugao PBS + 20%SFB (5 min)

e Poc¢o 2:0,5M EG (5 min)
e Poco 3:1,0M EG (5 min)

e Pocgo 4:1,5MEG (5 min)

°) | .s + SFB ® .s + SFB -)

Sol. 1,5M EG
+
Embrido

FIGURA 1 — a) Esquema simplificado das passagens dos embrides pelos
meios de congelagao.

b) Esquema simplificado da preparagdo da palheta para a técnica de
congelacao de embrides.
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4.4.2 Vitrificagdo em OPS (Open Pulled Straw)

Os embrides destinados a vitrificacdo foram submetidos ao protocolo
descrito por DATTENA et al. (2004), modificado. Todas as solugdes para a
vitrificacdo foram preparadas usando a solucdo base com H-TCM 199
suplementado com 20% de SFB (Solucao holding) a 20°C. Os embrides foram
expostos primeiramente a solugdo holding por 5 minutos e em seguida
expostos as solucdes de vitrificacdo. Imediatamente apés a passagem pela
solugédo holding, os embrides foram transferidos a solugdo de 10% de EG e
10% de dimetilsulféxido (DMSQO) por 1 minuto e 45 segundos € em seguida
expostos a 20uL de solucao de 20% de EG, 20% de DMSO e 0,5M sacarose
por 30 segundos no maximo (Figura 2). Em seguida, os embrides foram
aspirados em 1uL da ultima solucao envasados por capilaridade em OPS
devidamente identificadas com numero da fémea e tipo de embrido.
Imediatamente as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido a -196°C e
acondicionadas em racks individuais para cada fémea e armazenadas em

botijées criobioldgicos.
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Placa de 4 pocos OPS

ﬂ/o%

e Poco 1: Solucao holding (5 min)

e Poco 2: 10% EG + 10% DMSO (1 min e 45 seq)

e Poco 3:20% EG + 20% DMSO + 0,5M sacarose(30 seQ)
e (Gota 20uL: solucao 3

e (Gota 1uL: solugao 3 + embrido

FIGURA 2 — Representacdo esquematica da técnica de vitrificacdo de

embridoes em OPS.

4.5 Aquecimento dos embribes
4.5.1 Descongelacdo de embribes congelados e rehidratagdo em placa
(técnica indireta)

Os embribes foram descongelados expondo-se as palhetas a
temperatura ambiente por 10 segundos e sua posterior imersdo em banho-
maria a 37°C por 20 segundos. O conteudo das palhetas foi esvaziado em
Placa de quatro pocos (Nunc®) sendo o crioprotetor removido em 2 passos
(two step) colocando-se os embrides em solucao de 0,5M de sacarose em
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PBS suplementado com 20% de SFB e em solugdo de manutengédo (PBS +
20% SFB) por 5 minutos cada passo. Depois de rehidratados, os embrides
foram aspirados em unopette (20uL- Minitube®-19025/0020) acoplado a
seringa de 1ml para serem imediatamente transferidos as receptoras conforme

descri¢ao no item 4.6.

4.5.2 Descongelacao de embribes congelados e transferéncia direta (técnica
direta)

As palhetas foram aquecidas primeiramente por 10 segundos no ar e
depois mergulhados em banho Maria a 37°C por 20 segundos e agitadas para
que ocorra a mistura das colunas das palhetas. Os embrides foram
transferidos diretamente das palhetas para as receptoras conforme descricao

no item 4.6.

4.5.3 Aquecimento dos embriées vitrificados e rehidratacdo em placa (técnica
indireta)

Para a descongelacdo dos embrides vitrificados, as palhetas foram
aquecidas por 3 segundos no ar e posteriormente, a extremidade final da OPS
foi colocada diretamente na solucao 0,25M de sacarose em H-TCM 199
suplementado com 20% de SFB. Apbés 5 minutos, os embrides foram
transferidos para solucdo de 0,125M de sacarose e em solucdo de
manutencao (H-TCM 199 + 20% SFB), por 5 minutos cada etapa. Os embrides
foram aspirados em unopette (20uL- Minitube®-19025/0020) acoplado a
seringa de 1ml para serem imediatamente transferidos as receptoras conforme

descrigao no item 4.6.

4.5.4 Aquecimento dos embrides vitrificados e transferéncia direta (técnica
direta)

As palhetas foram aquecidas por 3 segundos no ar e imediatamente
introduzidas com a extremidade mais fina dentro da palheta de 0,25mL na
posicao vertical, preparada com uma solugéo 0,5M de sacarose. O preparo da
palheta de 0,25mL foi realizado colocando-se uma coluna de 2cm de solucao
0,5M de sacarose, 2cm de coluna de ar e completada com solugao 0,5M
sacarose, de modo que na extremidade distal da palheta teremos uma coluna
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de 0,5 cm vazia. A extremidade fina da OPS era introduzida na palheta de
0,25mL ja preparada por aproximadamente 3 segundos e retirada
vagarosamente. Apos 30 ou 40 segundos mantendo a palheta na vertical o

embrido era transferido a fémea receptora conforme descrigdo no item 4.6.

OPS
a) B b) B c)

=) 0,5M Sacarose

AR (= \/

=) 0,5M Sacarose

Palheta 0,25 mL

FIGURA 3 - Representacdo esquematica da técnica de aquecimento de
embrides vitrificados em OPS para inovulagao direta.
a) Introducdo da OPS na palheta de 0,25 mL imediatamente ap6s sua
retirada do nitrogénio liquido.
b) Retirada vagarosa da OPS apdés eliminacao do embrido (3 seg).
c) Palheta de 0,25 mL preparada para inovulagao nas receptoras (30 a
40 seq).
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4.6 Inovulacao dos Embriées e diagndstico de gestacao

Cento e trinta e sete receptoras adultas sem raga definida (SRD)
clinicamente higidas, foram submetidas ao protocolo de indugéo do estro e da
ovulacdo mediante ao uso de esponjas intravaginais com 60mg de acetato de
medroxiprogesterona (Progespon®-Syntex) por um periodo de 14 dias. No
décimo quarto dia foi aplicado 500 Ul de eCG concomitante a retirada das
esponjas . Vinte e quatro horas apdés a remocdo das esponjas, foram
introduzidos machos rufides para promover a deteccéo do estro.

Nas fémeas em que o estro caracteristico foi detectado, as inovulacdes
foram realizadas por laparoscopia no dia 8 apds a retirada do dispositivo
intravaginal. As receptoras foram previamente submetidas a jejum hidrico-
alimentar de no minimo 12 horas, realizadas a tricotomia e assepsia do
abdémen, seguidas de sedacdo com 0,05mg/Kg de acepromazina (Acepran®-
Univet). Inicialmente foi avaliada a resposta ovariana quanto a presenca de um
ou mais corpos luteos funcionais face ao protocolo de inducdo do estro.
Posteriormente com uma pinca de manipulacao, foi realizada a tragdo do corno
uterino ipsis lateral ao ovario com corpo luteo, expondo-o através da incisao
feita para a passagem do instrumental. Para inovulacdo, a parede do corno
uterino foi perfurada com agulha 40x12, sempre se certificando que a luz
uterina fora atingida. Posteriormente era inserida a palheta de 0,25mL ou o
unopette (20uL- Minitube®-19025/0020) acoplado a seringa de 1mL contendo
os embrides. Foi inovulado somente um embrido por receptora.

O diagndstico de prenhez foi realizado 30 dias apds a inovulagdao com
equipamento de ultra-sonografia Aloka® — Modelo SSD 500, e transdutor linear

de 5Mhz, por via retal.
4.7 Delineamento experimental

Um total de 137 embrides ovinos produzidos in vivo com qualidade
excelente e boa foram utilizados neste experimento. Mérulas e blastocistos
foram divididos em trés grupos. No primeiro grupo, controle, os embridées nao

foram criopreservados sendo transferidos frescos; no segundo grupo os
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embrides foram criopreservados através do método de congelacdo e no
terceiro grupo pelo método de vitrificacdo em OPS. Os embrides
criopreservados foram ainda subdivididos em duas técnicas de transferéncia,
direta, onde ndo ha avaliagdo morfoldgica dos embrides, e a indireta, sendo os
embrides avaliados em estereomicroscopio quanto sua qualidade e viabilidade
(Tabela 1).

TABELA 1 — Distribuicao dos embrides inovulados segundo
0s tratamentos.

. Técnica de Numero de
Embrioes .
Transferéncia Embrioes

Fresco - 50
Indireta 21

Congelado Direta 23
Indireta 22

Vitrificado Direta o1

Os tratamentos foram avaliados quanto aos parametros quanti-
qualitativos a seguir:

e Distribuicdo qualitativa dos embrides segundo seu estadio de
desenvolvimento (mérula e blastocisto) e viabilidade embrionaria poés-
criopreservacao (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998);

e Taxa de prenhez aos 30 dias: numero de ovelhas prenhez pelo niumero de

ovelhas inovuladas.

4.8 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foram utilizados os testes nao
paramétricos de Wilcoxon para a técnica de inovulacdo e estadios
embrionarios e Kruskall Wallis para o método de criopreservacdo. Os dados

foram processados utilizando-se o programa estatistico SAEG (2000).
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5. Resultados

De um total de 243 embrides colhidos de 41 doadoras, 147 embrides
foram selecionados, de excelente e boa qualidade, e distribuidos
equitativamente nos trés tratamentos, para evitar uma variagao entre dias de
colheita e doadoras. A viabilidade embrionaria foi avaliada pela determinagéao
da taxa de gestacdo e analise embrionaria pos-descongelacdo. Todos os
embrides vitrificados ou congelados que foram avaliados pdés-aguecimento
estavam com qualidade adequada a inovulacdo. Somente trés embrides,
sendo um vitrificado e dois congelados tiveram a zona pellcida rompida
durante o processo de criopreservacao, porém foram inovulados e uma
receptora foi diagnosticada prenhe.

A taxa de gestacdo com embrides a fresco foi de 50%, semelhante
aquela obtida em receptoras inovuladas com embriées congelados (38,6%) ou
vitrificados (55,8%) (Tabela 2). Da mesma forma, n&o foi encontrada diferenga
significativa entre as taxas de gestacdo em receptoras inovuladas pelos
métodos direto e indireto, tanto para embrides congelados como para
vitrificados (Tabela 3). No entanto, embriées vitrificados inovulados
diretamente resultaram em maior taxa de gestacdo que os embrides

congelados e inovulados pela mesma técnica (P=0,07).

TABELA 2 — Taxas de gestacdo (%) apds inovulagcdo de embrides ovinos
congelados, vitrificados ou a fresco.

x Embrides Taxa de gestacao
Embrioes Receptoras (n) transferidos (n) (%)
Frescos 50 50 50,0
Congelados 44 44 38,6
Vitrificados 43 43 55,8

Nao ha diferenca estatistica entre os grupos (P= 0,15).

TABELA 3 — Taxas de gestacao (%) apds inovulacdo direta e indireta de
embrides ovinos produzidos in vivo congelados ou vitrificados.

Embrides Inovulagéo Embrides transferidos Taxa deogestagao
(n) (%)
Congelados Direta 23 34,8°
9 Indireta 21 42,9
. a
Vitrificados Direta 21 57,1
Indireta 22 54,5

Médias seqguidas de letras minUsculas diferentes nas colunas diferem entre si (a vs. b: P= 0,07).
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Para se verificar o efeito do estadio de desenvolvimento embrionario na
taxa de gestacao, os embrides jovens foram considerados de mérula a mérula
compacta e os embrides em estadio mais avancados de blastocisto inicial a
blastocisto expandido para os grupos de embrides congelados e vitrificados.
Embrides vitrificados mostraram maior viabilidade em estadio de mérula em
relacdo aos embrides congelados no mesmo estadio (P=0,07). Em
contrapartida, resultados similares foram obtidos entre blastocistos
criopreservados para ambos os métodos (Tabela 4).

TABELA 4 — Taxa de gestacao (%) apés inovulacdo de embrides ovinos congelados
e vitrificados de acordo com o estadio de desenvolvimento embrionario.

Metodo de Estadio Embrides Taxa de Gestacao
Criopreservacao Embrionario Transferidos (%)
. b
Congelacao tradicional Morul'a 18 38,9
Blastocisto 25 36,0
T Morula 25 64,0°

Vitrificagao )

Blastocisto 18 44 .4

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (a vs. b, P=0,07).
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6. Discussao

As biotecnologias de reproducao assistida como inseminacao artificial e
transferéncia de embrides tem sido aplicadas para aprimorar a eficiéncia
reprodutiva e acelerar o ganho genético (COGNIE et al., 2003). Segundo
THIBIER & NIBART (1992) a condicdo das receptoras a transferéncia de
embrides, principalmente, no tocante a nutricao e saude, é responsavel por
50,0% da taxa de prenhez, sendo os outros 50,0% diretamente dependentes
da qualidade embrionaria. A qualidade do embrido para transferéncia tem um
significante efeito na taxa de sobrevivéncia embrionaria. Neste estudo, a taxa
de gestacdo de embrides a fresco de excelente e boa qualidade foi de 50%,
enquanto, Bari et al. (2003) obtiveram excelentes taxas de sobrevivéncia
embrionaria quando inovulados embrides a fresco grau 1 (75,6%) e 2 (73,8%).
A literatura indica uma taxa de prenhez de embrides produzido in vivo e
inovulados a fresco, variando de 70 a 90% (DATTENA et al., 2000;
PAPADOPOULOS et al., 2002; MARTINEZ et al., 2006). Enfim, sugere-se
neste estudo que esta diferenca na taxa de sobrevivéncia embrionaria seja
possivelmente em decorréncia de fatores intrinsecos das receptoras utilizadas.
Com o incremento da atividade de ovinocultura e conseqlente
multiplicacdo de animais geneticamente superiores, a criopreservacao de
embrides vem sendo utilizada rotineiramente por muitos profissionais.
Comercialmente, a técnica mais utilizada para a criopreservagao de embrides
ovinos € a congelagao tradicional. A congelacao tradicional € um processo
fisico no qual as células embrionarias sdo desidratadas progressivamente
através de solugdes crioprotetoras, provocando um decréscimo no ponto de
congelacgao, limitando assim a formacéao de cristais de gelo intracelular (BARIL
et al., 1995). O tipo e a concentracao de crioprotetores sao fatores importantes
para a sobrevivéncia de embrides congelados. Diversos estudos tem
demonstrado que o etilenoglicol é o crioprotetor mais efetivo para o processo
de congelagdo de embrides ovinos (SONGSASEN et al., 1995; COCERO et
al.,, 1996). Segundo, MARTINEZ & MATKOVIC (1998) melhores resultados
quanto a taxa de prenhez foram obtidos utilizando-se etilenoglicol quando
comparado ao glicerol em protocolo tradicional de congelagcdo de moérulas
(59,4 vs 29,7%). Da mesma forma, McGinnis et al. (1993) mostraram alta taxa

de sobrevivéncia in vitro e in vivo (73%) de embrides ovinos congelados com
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1,5M de etilenoglicol em um passo de diluicdo, seguido de um passo de
remogao de crioprotetor em 1M de sacarose.

No presente experimento foram utilizados trés passos de diluicdo (0,5, 1,0 e
1,5 M EG) para a congelagao tradicional e um passo (0,5M sacarose) para
retirada de crioprotetor nos embrides inovulados indiretamente. Os embrides
inovulados pela técnica direta ndao passou por meio com sacarose. Os
resultados obtidos quanto a taxa de prenhez (38,6%) foram consistentes com
outros trabalhos, existindo uma variacao na literatura quanto a taxa de prenhez
variando de 35 a 70% em embrides congelados (FAHNING & GARCIA, 1992;
ISACHENKO et al., 2003). Corroborando, Sakul et al. (1993) obtiveram uma
taxa de sobrevivéncia embrionaria de 47,6% através da transferéncia de
embrides congelados. No entanto, comparando-se embrides congelados e
inovulados a fresco neste experimento, ndo foi observada diferenca
significativa. Da mesma forma, Cocero et al. (1996) ndo demonstraram
diferencas nas taxas de prenhez entre embrides congelados com EG e
inovulados a fresco (62,2% e 73,9%).

A inovulacao direta de embrides congelados parece ser tao efetiva quanto a
transferéncia indireta ap6s a remocdo e avaliagdo in vitro. A principal
vantagem da inovulacdo direta esta no fato de reduzir o custo da transferéncia,
evitando a eliminacdo equivocada de embrides, além de simplificar a
transferéncia de embrides a campo. Poucos trabalhos foram publicados em
relacdo a transferéncia direta de embrides congelados em pequenos
ruminantes. Neste estudo foram observadas taxas similares de prenhez em
embrides ovinos congelados, inovulados direta e indiretamente (38,8% e
42,9%, respectivamente). Similarmente, Guignot et al. (2006) utilizando
embrides caprinos, obtiveram 59% de prenhez em embrides congelados e

inovulados diretamente.

Embora os resultados da criopreservacao de embrides ovinos pelo método de
congelacao tradicional sejam satisfatérios e consistentes, este processo tem
como inconveniente a necessidade de um instrumental caro e um longo tempo
para sua realizacao (BARIL et al., 2001). O uso de técnicas de criopreservagao
ultra rdpidas como a vitrificacao pode ajudar a reduzir 0s custos, pois esta ndo

necessita de equipamentos especiais podendo ser adaptada facilmente a



33

rotina de campo. Ao mesmo tempo, a vitrificacdo poderia ser utilizada como
alternativa para aumentar a criotolerancia de embrides cujo resultado com a
congelacéo tradicional ndo é satisfatoria, como embridées em estadio recente

de desenvolvimento e embrides produzido in vitro.

A vitrificacdo de embrides vem sendo estudada ha mais de 10 anos,
entretanto até hoje, ndo tem sido amplamente aceita pelos veterinarios
atuantes em producao de embrides. Diversas razdes parecem estar vinculadas
a este fato, tais como: resultados aceitaveis quanto a taxa de prenhez em
embrides congelados; extrema variedade de técnicas de vitrificagéo e a falha
em padronizar esta biotecnologia; os resultados disponiveis em sua maioria
sdo embrides produzidos in vitro, ndo encorajando a realizacdo a campo de
embrides produzidos in vivo; a vitrificagdo parece ser mais simples, porém na
realidade, necessita-se de muita habilidade do técnico; por fim, ha um minimo
interesse das empresas que produzem equipamentos de congelagdo em
divulgar a vitrificacao pois esta pode ser realizada utilizando uma simples caixa
de isopor (VAJTA, 2000).

A estratégia de vitrificacdo tem sua principal diferenca a congelacao
pela taxa de resfriamento. Uma baixa taxa de resfriamento permite manter um
balanco ténue entre varios fatores, que pode resultar em danos celulares
através da formacdo de cristais de gelo, efeito téxico dos crioprotetores,
eletrélitos intracelulares, fratura de zona pellcida, crioinjurias, e alteracoes
intracelulares de organelas, citoesqueleto e contatos juncionais (MASSIP et al.,
1995; DOBRINSKY, 1996). Uma conseqlUéncia negativa da vitrificacdo é que
esta aumenta a probabilidade destas formas de injarias celulares exceto pelas
injurias causadas por formacao de cristais de gelo. Diferentes estratégias sao
usadas para minimizar os danos toxicos e osmoticos, utilizando crioprotetores
com menor toxicidade, combinagédo de dois ou trés crioprotetores (incluindo ao
menos um crioprotetor nao permeavel) e exposicado dos embrides a multiplos
passos de aquecimento em solucdes decrescentes de crioprotetores (KASAI,
1996).

A maioria das publicacbes comparando a congelacao tradicional e a
vitrificacdo em embrides ovinos reportaram taxas de sobrevivéncia in vivo ou in

vitro similares ou melhores apds a vitrificacdo (MARTINEZ et al., 2006;
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ISACHENKO et al., 2003; VAJTA, 2000). Os resultados deste trabalho
mostraram taxas de prenhez similares entre embrides vitrificados em OPS e
congelados (55,8% e 38,6%, respectivamente). Da mesma forma, Isachenko et
al. (2003), demonstrando taxas de prenhez aos 55 dias semelhantes entre a
congelacao (47%) e a vitrificagdo em palheta OPS (60%). Em trabalho mais
recente com embrides caprinos, Guignot et al. (2006) obtiveram semelhantes
taxas de prenhez aos 43 dias entre embrides congelados (73%) e embrides
vitrificados em palheta de 0,25 mL (52%).

Da mesma forma, neste experimento, os resultados n&o foram
estatisticamente diferentes entre embrides inovulados a fresco e vitrificados.
Similarmente, Datenna et al. (2000) reportaram taxas de prenhez e paricdo
estatisticamente iguais entre embrides vitrificados e inovulados a fresco
(70,3% e 75% x 93,7 e 81,2%, respectivamente). Porém taxas menores de
prenhez foram observadas em nosso estudo, sendo 55,8% para embrides
vitrificados e 50,0% para embrides inovulados a fresco. Papadopoulos et al.
(2002) na Irlanda, utilizando blastocistos vitrificados em palheta OPS obtiveram
50% de prenhez em relagdo a 90% de prenhez com inovulagdo de embrides a
fresco, ndo sendo estatisticamente diferentes. Datenna et al. (2000) e Baril et
al. (2001) também obtiveram resultados semelhantes de taxa de prenhez,
acima de 70%, em ovelhas inovuladas com embrides a fresco e vitrificados.

No entanto, a principal vantagem da técnica de vitrificagcdo em OPS e
inovulagao direta estd no fato dos embrides serem rapidamente resfriados
(20.000°C/min) devido a porcdo mais fina da OPS e o aquecimento também
ser rapido e de facil execucéao, introduzindo a OPS em meio aquecido dentro
de uma palheta francesa de 0,25 mL, podendo o embrido ser transferido
diretamente a receptoras sincrénicas, sem a necessidade de equipamentos.
Os resultados deste experimento demonstraram que a utilizagdo de
transferéncia direta de embrides vitrificados em OPS é vantajosa e
encorajadora na aplicacao desta biotécnica a campo, observando melhores
taxas de prenhez em embrides vitrificados inovulados pela técnica direta em
relacdo aos embrides congelados e inovulados diretamente (p=0,07). No
entanto, os resultados ndo foram diferentes quanto as taxas de prenhez entre
0os embrides congelados e vitrificados utilizando a técnica indireta de
inovulacdo ap6s a avaliacdo da qualidade embrionaria. Apesar neste
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experimento nenhum embrido avaliado pés-descongelagdo tenha sido
considerado inviavel a inovulacdo, Cognié et al., (2003), constataram que a
avaliacdo morfolégica apds a criopreservacdo e aquecimento nao possue
acuracia elevada e pode ser uma fonte de conflito durante a comercializagéo
de embrides. Sendo assim, segundo estes autores, o uso da técnica direta de
inovulagao elimina a necessidade de avaliacdo dos embrides e representa um
ganho potencial de 7 a 8% em termos de animais nascidos.

Similarmente, Vajta et al. (1999) utilizando a mesma técnica em
embrides bovinos demonstraram uma alta eficiéncia in vitro da vitrificacao e
aquecimento da OPS em palheta de 0,25mL com solugdo de sacarose. No
entanto, Isachenko et al. (2003) utilizando uma técnica de inovulacao direta de
embrides vitrificados em OPS um pouco diferente da utilizada pelo nosso
grupo, obtiveram resultados excelentes quanto a taxa de prenhez (60 a 73%) e
taxa de paricao (58 a 73%). Da mesma forma, com palhetas francesas de 0,25
mL, Baril et al. (2001) obtiveram resultados promissores quanto a inovulacao
direta de embrides vitrificados (75% de taxa de prenhez).

O estadio de desenvolvimento embrionario é considerado um fator
critico para a viabilidade dos embrides apds criopreservacao e aquecimento.
Esta diminuicdo de viabilidade pode ser causada pela alta sensibilidade dos
estadios iniciais de desenvolvimento, principalmente a congelacdo. Sendo
assim, a vitrificacdo pode ser uma das alternativas para aumentar a
criotolerancia dos estadios embriondrios mais recentes.

No presente experimento ndo foi observada diferenga estatistica entre
os estadios embrionarios de embrides congelados quanto a taxa de prenhez,
sendo 38,9% para embrides jovens (moérula) e 36,0% para embrides em
estagios mais avangados (blastocisto). Da mesma forma, Cocero et al. (1996)
ndo obtiveram diferengas significativas entre moérulas e blastocistos
congelados com EG quanto a taxa de prenhez (60,8% e 63,6%,
respectivamente). Em contrapartida, mais recentemente, Garcia-Garcia et al.
(2006) comparando a sensibilidade de diferentes estadios de desenvolvimento
embrionario a congelacéo, constataram que ha um aumento progressivo na
sobrevivéncia embrionaria a medida que o desenvolvimento do embrido
avanca de morula a blastocisto, principalmente. Estes autores explicam que
esta melhora na taxa de sobrevivéncia a congelacdo de embrides em estadios
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mais avangados possivelmente esta relacionada com maior tamanho e menor
namero de células e maior contato juncional entre as células do embrido,
sugerindo que a vitrificacao possa ser usada como alternativa para aumentar a
criotolerancia de embribes em estadios recentes de desenvolvimento.
Contudo, Baril et al. (2001) ndo demonstraram diferengas significativas na taxa
de sobrevivéncia embrionaria quando inovularam embrides vitrificados em
estagios recentes e avancados de desenvolvimento (76% x 94%). Entretanto,
no presente experimento observou-se um aumento na taxa de prenhez quando
foram inovulados embrides vitrificados em estadio mais jovem (64,0%).

Apesar dos resultados animadores quanto a vitrificacdo de embrides
ovinos em OPS obtidos neste estudo, esta técnica mostrou-se de grande risco
a perda dos embrides e de necessidade de extrema habilidade do técnico ao
executa-la. Da mesma forma, a inovulacao direta de embrides vitrificados em
OPS também requer muita habilidade e sutileza do operador. No entanto,
hipoteticamente, a utilizagdo da vitrificacdo em OPS diminui drasticamente os
danos celulares, pois permite o uso de uma menor quantidade de solugao
(1uL), e um menor tempo de exposicdo do embrido a solugédo final de
vitrificagdo, utilizando uma maior taxa de resfriamento devido a um menor
didmetro e finura da parede da palheta. Outro limitante da técnica em OPS
baseia-se no contato direto da solugcdo com embrido no nitrogénio liquido,
aumentando o risco de contaminagao veiculada pelo nitrogénio (FOUNTAIN et
al., 1997). Este risco pode ser diminuido utilizando-se o nitrogénio liquido
filtrado ou através de esterilizacao (VAJTA et al., 1998). Além disso, foram
desenvolvidas algumas técnicas para selar a OPS, com calor, algodao ou
alcool polivinilico, visando a minimizagéo de riscos (LOPEZ-BEJAR & LOPEZ-
GATIUS, 2002).
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7. Conclusoes e Implicacoes

A vitrificacdo de embrides ovinos produzidos in vivo mostrou ser uma
biotécnica eficaz e viavel em programas de transferéncia de embrides. Da
mesma forma, a inovulagéo direta de embrides vitrificados ou congelados séo
efetivas quanto a taxas de gestacgao.

A vitrificagdo propicia melhores taxas de prenhez que a congelagao de
embrides ovinos em estadio de mérula.

Como implicacdo, neste momento, o maior desafio serd melhorar e
estabilizar os resultados, estabelecendo uma padronizacdo universal do
método de vitrificacdo, o qual podera ser aplicado com sucesso na
criopreservacao de embrides em diferentes espécies e diferentes estadios
embrionarios. O futuro da vitrificagdo em embriées ovinos podera ndo ser o de
substituir a congelacdo tradicional, mas sim oferecer uma solucdo para
situagbes especiais onde ndo ha equipamentos ou ainda, onde outros métodos

nao produzam resultados satisfatérios.
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9. Anexos

9.1. SOLUCAO HOLDING (HM)

Para Congelacao
e PBS (Dulbecco - Embriocare).........ccccce....... 8,0 mL

®  SFB (NULHCEI) ..o i 2,0 mL
Para Vitrificacao

e TCM 199 (GIBCO — céd. 11150-059)

SFB (NULHCEIl) ..o 2,0 mL

9.2. SOLUCAO SM: 0,5M sacarose
e 10 mL solucdo HM
(Sigma — S3929)

Dissolver em banho maria a 40°C.

9.3. PREPARO DA PLACA PARA CONGELACAO
e Pocgo 1:1.000 pL HM
e Poco 2: 950 uL HM + 50 pL EG (solugao 0,5M) (Sigma — E1129)
e Poco 3:896 uL HM + 104 pL EG (solugéo 1,0 M)

e Poco 4: 845 uL HM + 155 pL EG (solugéo 1,5M)

9.4. PREPARO DA PLACA PARA VITRIFICAGAO

e Poco 1:800 uL HM

46

..................................................... 1,7115g sacarose
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e Poco 2: 800 uL HM
e Pogo 3: 800 pL HM + 100 pL EG (Sigma — E1129) + 100 uL DMSO
(Sigma —D2650)

e Poco 4: 600 UL SM + 200 L EG + 200 uL DMSO

9.5. PREPARO DA PLACA PARA DESCONGELACAO EMBRIOES
CONGELADOS

e Poco 1: 800 uL SM

e Poco 2: 800 uL HM

e Poco 3: 800 uL HM

9.6. PREPARO DA PLACA PARA AQUECIMENTO EMBRIOES VITRIFICADOS
e Pocgo 1:400 pL HM + 400 pL SM
e Pocgo 2: 560 pL HM + 240 pyL SM

e Poco 3: 800 uL HM
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Contents

The aim of this study was to evaluate the effect of OPS vitrified procedure on the
viability of sheep embryos after direct transfer. Embryos were produced in vivo and
cryopreserved by slow freezing or OPS vitrification. The survival rates of cryopreserved
embryos were compared with non-frozen counterparts. In a first set of experiments,
embryos at morulae and blastocyst stage were frozen in an automatic freezer in ethylene
glycol (1.5M), and after thawing, were directly and indirectly transferred to recipient
ewes. A second group of embryos were loaded into open pulled straw (OPS) and plunged
into liquid nitrogen after exposure at room temperature for 1 min and 45 s in 10% EG +
10% dimethyl sulphoxide (DMSO), then for 30 s in 20% EG + 20% DMSO + 0.5 M
sucrose. After warming, embryos were either transferred directly using a French mini
straw as the catheter for the transplantation process or after in vitro dilution of
cryoprotectants (two step process). The pregnancy rate after direct transfer of OPS
vitrified embryos was significantly higher than direct transfer of frozen embryos (57.1%

versus 34.8%) (P=0.07). No significant difference was observed among fresh, frozen or
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vitrified embryos on pregnancy rate (50.0%, 38.6% and 55.8%). However, vitrified early
cleavage stage embryos (morulae) had a significantly higher viability than that frozen
embryos (64.0% versus 38.9%) (P=0.07). In conclusion, ours results indicate that OPS
vitrification technique in association with direct transfer improves the viability of sheep
embryos with potential applications to field conditions.

Keywords: Sheep; Embryo; Vitrification; Slow freezing; Embryo transfer

Introduction

Embryo transfer program associated with cryopreservation has the potential to
increase the rate of genetic improvement in sheep industry. Storage and transport of
embryos can provide the widespread of improved genetic and also contribute to reduce
health risk and avoid loss of animals during transport.

Since the first lambs produced from cryopreserved embryos were born in 1976
(Willadsen et al. 1976), cryopreservation of sheep embryos has become widely used in
commercial programs (Thompson 1997). The two most widely methods of
cryopreservation are controlled slow freezing and vitrification. Vitrification technique
involves the addition of higher concentrations of cryoprotectants and very rapid cooling
rate (Rall and Fahy 1985), avoiding the detrimental effects of extracellular and
intracellular ice crystal formation.

Cooling rates seems to be a key factor in embryo vitrification. An increase in
cooling rate decreases chilling injury and may permit a reduction of cryoprotectant
concentration (Vajta 2000). Until recently, embryos from several species have been

vitrified in straws of 0.25 ml volume. These straws limit the cooling rate to less than
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2500°C/min (Rall 1987). The success of vitrification procedures has been enhanced by
using open pulled straw (OPS), which increase the cooling rate approximately to
20000°C/min (Vajta et al. 1997).

In the past, vitrification method for sheep embryo cryopreservation has been
reported as a viable technique (Ali and Shelton 1993; Naitana et al. 1997; Datenna et al.
2000). After warming, embryos are usually placed in a hypertonic solution to remove the
permeating cryoprotectants before transferring them to an isotonic solution. However,
few authors have been described the possibility of direct transfer of vitrified embryo in
sheep (Baril et al. 2001; Isachenko et al. 2003).

Nowadays, the use of embryo transfer and cryopreservation in breeding schemes
is limited due to the excessive cost when compared to the value of the animal. The most
widely used technique of cryopreservation of sheep embryos is slow freezing which
requires an expensive biological freezer and is labour intensive. However, vitrification
techniques with direct transfer offer a real possibility to reduce cost of embryo transfer.
This technology has consequently become widely used in commercial embryo transfer
programs.

Embryo developmental stage is considered to be a critical factor for the viability
of embryo after cryopreservation (Cocero et al. 1996). Embryos at early stage seem to be
more difficult to cryopreserve efficiently. This may be due to an intrinsic high sensitivity
to freezing (Garcia-Garcia et al. 2006). However, vitrification could be used as an

alternative way to increase cryotolerance of these early stages embryos (Vajta 2000).
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The objective of the current study was therefore to evaluate the viability of direct
transfer of OPS vitrified sheep embryos and the sensitivity of early stage ovine embryos

to cryopreservation.

Material and Methods
The experiment described was conducted in Brazil, Sao Paulo state (November
1006-May 2007) at the embryo transfer centre “Aries — Reproducdo e Melhoramento

Genético Ovino Ltda.”, at latitude of 22°S.

Embryo recovery

The embryos were recovered from adult (2- to 6-year-old) Ile de France ewes
(n=41), maintained indoor for facilities. Ewes were fed with grass (Cynodon sp) twice a
day and mineral salt and water ad libitum. The oestrus cycles of donors were
synchronized using an intravaginal progesterone pessary (Easy Breed — CIDR®, Pfizer,
Brazil) on Day 0, which was exchanged for a new one on Day 7 that was maintained until
Day 14. Ewes were also given a single dose of 125 ug i.m. cloprostenol (Ciosin®,
Coopers, Brazil) at the time of the first FSH dose on Day 12. The superovulatory
treatment consisted of eight decreasing doses (40, 30, 20 and 10 mg) of FSH, i.m.
(Folltropin-V®, Bioniche, Canada) administered twice daily starting 60 h before pessary
removal and finishing 24 h after progesterone withdrawal. Progesterone removal was
coincident with the sixth FSH dose and 200 UI of eCG dose (Novormon®, Symtex,

Argentina). Oestrus detection was performed with adult teaser after 24 h. Ewes were
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artificial inseminated with fresh semen by laparoscopy at 36 h and 45 h after pessary
withdrawal.

The embryos were obtained by surgical access to the genital tract, through
prepubic laparotomy under general anesthesia with xylasine (Rompun®, Bayer, Brazil,
0.2 mg/kg i.m.) and ketamine (Francotar®, Virbac, Brazil, 7.5 mg/kg i.m.). The ovarian
response in terms of the number of corpora lutea was determined by laparoscopy just
before the laparotomy, thus avoiding surgery in non-responding females. Embryos were
collected on Day 8 after pessary withdrawal. Embryos were obtained by flushing both
uterine horns with PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) supplemented with 1.0%
foetal calf serum (FCS, Nutricell, Brazil) from the utero-tubal junction toward the base of
the uterine horn. Embryos were classified on the basis of conventional morphological
criteria and according to their stage of development following the guidelines of the
International Embryo Transfer Society. Only excellent and good quality morulaes to
expanded blastocysts were used in the experiment. Recipients (n=137) were synchronized
using a 14-day progestagen sponges containing 60 mg MAP (Progespon®, Syntex,

Argentina) and received 500 UI eCG at sponge removal.

Cryopreservation and warming procedures
Slow freezing and thawing

Embryos were selected for traditional freezing with ethylene glycol (EG) as the
cryoprotectant. All cryoprotectant solutions were prepared in PBS plus 20% FCS.
Embryos were first equilibrated in freezing solution consisting successively of 0.5, 1 and

1.5M EG, 5 min each, at room temperature (20°C). During the last equilibrium step,
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embryos were loaded into centre of 0.25 ml plastic straw (IMV, L’Aigle, France) within
20-30 pl of medium. Embryos were separated from two surrounding segments of holding
medium (PBS + 20% FCS) by air bubbles. The straws were sealed and placed in a
programmable freezer (TK 2000®, Nutricell, Brazil) and cooled from room temperature
(20°C) to -6°C at 3°C/min. After 5 min, each straw were manually seeded. Following
further 10 min at -6°C, straws were cooled to -32°C at a rate of 0.5°C/min, and finally
after 5 min at this temperature, the straws were plunged and stored into liquid nitrogen.
For thawing, straws were held in air for 10 seconds and then dipped into 37°C water bath
for at least 20 s. In one group of embryos (indirect transfer), the content of each straw
was emptied into a 4-well plates (Nunc, Roskilde, Denmark) containing 0.5M sucrose in
holding medium. After 5 min, the embryos were washed twice in holding medium
without sucrose for 5 min each to eliminate cryoprotectants before transfer. Another
group of embryos (direct transfer), the straws were shaken and directly transfer after

thawing.

OPS vitrification and warming

The OPS vitrification technique was applied according to the method described
by Vajta et al. (1998a). Embryos were first equilibrated in holding medium (HM, TCM
199 + 20% FCS) for 5 min, then in a freezing solution consisting of 10% EG and 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO) in HM for 1 minute and 45 seconds. They were then
transferred with approximately 1 or 2 puL of solution into 20 puL droplet of 20% EG, 20%
DMSO and 0,5 M sucrose in HM. Embryos were drawn up together in another 1-2 L.

drop, loaded by capillarity into narrow end of an OPS and plunged into liquid nitrogen.
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The time between the contact of the embryos with concentrated cryoprotectant solution
and the liquid nitrogen did not exceed 30 s. For warming, in the first group (indirect
transfer) the straws were held in air for 3 s before the narrow end was immerged in HM
with 0.25 M sucrose. After 5 min, embryos were transferred for 5 min in HM with 0.125
M sucrose, following by 5 min in HM without sucrose before transferred. In the second
group (direct transfer), the OPS were held in air 3 s before the narrow end was slipped
into the 0.25 ml straw loaded with two columns of HM plus 0.5 M sucrose separated by
3 cm air bubble and leaving a 0.5 cm empty space at the open end. The OPS was kept
into 0.25 ml straw for four seconds for warming and dilution of the medium. The embryo
was expelled from the pulled straw when the pulled straw was removed from the 0.25 ml

straw. The embryos were then transferred.

Transfer methods

In all groups, embryos were transferred into synchronized recipients 8 days after
sponge removal. The non-cryopreserved embryos were transferred directly into recipients
after recovery from donors. The recipients were sedated with 0.3 mg/kg im.
acepromazine (Acepran®, Univet, Brazil). After endoscopic control of the presence of at
least one functional corpora lutea, embryos were transferred as follows. For each

recipient just one embryo was transferred.

Indirect transfer
After warming and cryoprotectant removal, the embryo quality was evaluated

under stereomicroscope according to morphological criteria. For each recipient one
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embryo was aspirated with 20 uL holding media in a unopette connected to a 1 mL
syringe and was introduced by semi-laparoscopy into the top of the uterine horn

ipsilateral to the ovary bearing at least one functional corpora lutea.

Direct transfer
After warming, the whole content of the straw (250 uL, one embryo) was
deposited by semi-laparoscopy into the uterine horn ipsilateral to the ovary bearing at

least one functional corpora lutea without embryo selection or cryoprotectant removal.

Pregnancy rate
Pregnancy was diagnosed 30 days after transfer by transretal ultrasonography,

using Aloka 500 (Aloka, Tokio, Japan) with a 5.0-Mhz linear array transducer.

Experimental design

A total of 137 in vivo produced sheep embryos, which were classified as good or
excellent by morphological criteria, were obtained. Morulae and blastocysts were
distributed into three groups randomly. In the first group, fifty non-cryopreserved
embryos were transfer to recipients as counterpart. In group 2, forty four embryos were
cryopreserved by slow freezing method. These embryos were also divided into different
group of transfer, which twenty one frozen embryos were transferred indirectly and
twenty three were transferred directly. In the third group, forty three embryos were
vitrified using OPS. Then twenty two were transferred indirectly and twenty one were

transferred directly. Pregnancy rates were recorded.
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Statistical analysis
The study was designed to compare two cryopreservation methods, two different
technique of embryo transfer and the effect of embryo stage on pregnancy rate. The data

was analyzed using Wilcoxon and Kruskall-Wallis test as appropriated.

Results

A total of 43 cryopreserved embryos were warmed and each embryo evaluated
had good quality to be transferred. Nevertheless, just three embryos with disrupted
membrane were found and even though they were transferred. The rate of pregnancy
obtained in each treatment is showed in Table 1. There were no statistically significant
differences among fresh, frozen and vitrified embryos on pregnancy rate.

After indirect transfer, there was no significant difference between
cryopreservation techniques: 54.5% versus 42.9% of pregnancy rates were obtained with
OPS vitrification and slow freezing. However, direct transfer of vitrified/warmed
embryos resulted in higher pregnancy rate (57.1%) than those frozen/thawed embryos
(34.8%) (P=0.07, Table 2).

The ability of embryos to survive the cryopreservation procedure was affected by
their developmental stage (Table 3). A significant increased was obtained with
vitrification of morulae embryos (64.0%, P=0.07). However, vitrification of blastocysts

resulted in a similar pregnancy rate compared with frozen embryos.

Discussion
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In the present study, embryo survival was studied to compare slow freezing and
OPS vitrification in vivo produced sheep embryos followed by either direct transfer into
recipient, without cryoprotectant removal, or after indirect transfer after in vitro
cryoprotectant removal and embryo quality evaluation. According to the results obtained
in this experiment, direct transferring OPS vitrified in vivo derived sheep embryos
appears to be efficacious. The pregnancy rate of OPS vitrified embryos following direct
transfer was higher than that frozen embryos. It has been reported similar results using
direct transfer of OPS vitrified embryos (Isachenko et al. 2003) and 0.25 mL straw
vitrified embryos (Baril et al. 2001).

The pregnancy rates following transfer of fresh (50.0%), frozen (38.6%) and
vitrified (55.8%) embryos were not significant different but were considerably lower than
those reported by other authors (Ali and Shelton 1993; Dattena et al. 2000; Baril et al.
2001; Dattena et al. 2004). However, some groups only transfer blastocysts that re-
expand after cryopreservation and warming, unlike the present experiment where all
embryos were transferred.

The pregnancy rate of fresh embryos was considerably lower than that achieved
by other groups. It has been reported that in vivo ovine embryos range from 70% to 90%
of pregnancy rate following fresh transfer (Dattena et al. 2000; Papadopoulos et al. 2002;
Martinez et al. 2006). However, our lower results can be due to the interval between the
flushing and transfer of embryos or intrinsic factors of recipients.

It is desirable that cryopreserved embryos are transferred into the uterus as soon
as possible, and the interval between post-thawing and transfer has a large influence on

the subsequent viability. The stepwise for warming embryos requires a long time until
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transfer and the many manipulations may affect embryonic survival (Okada et al. 2002).
Dattena et al. (2004) reported no difference in embryo viability whether one or three
dilution steps were employed. In contrast, in direct embryo transfer, embryos are
deposited into uterus immediately after warming and thus, the factors that decrease
viability before transfer are avoided. Despite of low overall survival rates obtained in this
experiment, direct transfer seemed to be as effective as stepwise embryo transfer of
frozen and vitrified embryos. Direct transfer can be performed without specific expertise
in embryo quality evaluation, reducing the cost of transfer, avoiding embryo elimination
after thawing and simplifying the embryo transfer method in field conditions. Moreover,
this technique allows a potential gain of 7-8% in terms of lambs born which could
increase the gain/cost ratio (Baril et al. 2001).

The rate of cryosurvival of sheep embryos at different developmental stages
assessed in the current study indicates that vitrification procedure may increase the
viability of early stages, which are highly sensitive to freezing procedure (Garcia-Garcia
et al. 2006). Embryos at early stage seem to be more difficult to cryopreserve efficiently
and this may be due to an intrinsic high sensitive to freezing (Massip 2001). Additionally,
Vajta (2000) suggested that vitrification could be used as an alternative way to increase
cryotolerance of these early stages embryos, which is in agreement with our study.

The advantages of the method we proposed are that by directly plunging into
liquid nitrogen, the embryos are rapidly cooled in the fine portion of the open-pulled
straw, which is approximately 8-fold faster than those achieved in 0.25 mL straw (Vajta
2000). Also, warming is easily and rapidly by directly immersing the OPS in a 0.25 mL

straw containing the thawing medium; and embryo transfer is directly performed using
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the 0.25 mL straw, without the need for optical equipment. However, the major limit to
the application of OPS vitrification is the direct contact between the medium containing
the embryos and the liquid nitrogen, which may a source of contamination (Fountain et
al. 1997). These dangers may be eliminated by using sterile liquid nitrogen which might
be too complicated for everyday application (Vajta et al. 1998b). Another possibility is to
use even more narrow and thin-walled straws than OPS and to heat-seal them as used for
normal straws (Vajta 2000). Nevertheless, Dattena et al. (2004) haven’t reported any
problem using direct transfer of embryos in OPS into non-sterile liquid nitrogen.

In conclusion, the present results indicate that direct transfer of OPS vitrified
sheep embryos could be very effective in field conditions and offer a real advantage for
embryo biotechnology by reducing cost of embryo transfer. Furthermore, it is necessary
to improve the success of ovine embryo cryopreservation protocols and establish a
universal standardized vitrification method, if this technology is to be exploited

commercially for embryo transfer programs.
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Tables

Table 1

Pregnancy rate of in vivo produced sheep embryos after of fresh, frozen or vitrified

embryos.

Embryos transferred Transferable/thawed Recipients Pregnancy rate
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embryos (n) (%)
Fresh 50/50 50 50.0
Frozen 44/44 44 38.6
OPS 43/43 43 55.8

No statistically significant differences among groups were found (P=0.15).

Table 2

Pregnancy rate after direct and indirect transfer of frozen or vitrified embryos.

Cryopreservation Recipients Embryos transferred  Pregnancy rate

technique Transfer (n) (n) (%)
. Direct 23 23 34.8°
low f
Slow freezing Indirect 21 21 42.9
. a
OPS vitrification Direct 21 21 57.1
Indirect 22 22 54.5

Values with different superscripts (a and b) differ significantly (P=0.07).

Table 3
Pregnancy rate after transfer of frozen or vitrified embryos according to the

developmental stage of the embryos.

Cryopreservation Embryos transferred  Pregnancy rate

technique Embryo stage ") %)
; Morulae 18 38.9°

Slow f
owlreezing Blastocysts 25 36.0
a
OPS vitrification Morulae 25 64.0
Blastocysts 18 44 .4

Values with different superscripts (a and b) differ significantly (P=0.07).
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