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Viabilidade de blastocistos bovinos produzidos in vitro criopreservados apds exposicao
a alta pressao gasosa

A producdo in vitro (P1V) de embriGes € uma das alternativas para a multiplicacdo de
animais de interesse zootécnico ou comercial. Porém, os embrifes obtidos pela técnica
quando comparados aos produzidos in vivo, apresentam baixa viabilidade pos
transferéncia, sendo esta viabilidade ainda mais reduzida apds a criopreservacao.
Buscando alternativas para o aumento da resisténcia e viabilidade embrionaria, colegas
hangaros (doi: 10.1095/biolreprod.110.083386) propuseram uma nova metodologia
expondo embrides mamiferos a altas pressdes hidrostaticas como indutor de estresse
subletal. A estimulacdo da expressdo de diferentes genes responsaveis pela resposta
celular a situacOes de estresse conferiu aos embrides a propriedade de tolerar com
maiores taxas de sobrevivéncia um segundo estresse, a criopreservacdo. Seguindo a
linha de pesquisa do nosso laboratério, aplicou-se alta pressdo gasosa (HGP - 4.000
PSI) durante 2 horas como forma de inducdo de estresse celular subletal, tendo como
objetivo determinar a viabilidade de blastocistos bovinos oriundos de PIV e
criopreservados. A rotina de PIV de embribes bovinos inicia com a coleta de ovarios em
abatedouro. No laboratorio, foi feita a puncdo dos foliculos (diametro entre 3 a 8 mm)
para a obtencdo dos odcitos, que foram selecionados considerando as caracteristicas
morfolégicas do complexo Cumulus oophorus-oécito (COC) e do citoplasma e
imediatamente colocados para maturacdo (MIV) por 24 horas. Ao término deste
periodo, realizou-se a selecdo e a inducdo da capacitacdo espermatica para posterior
fecundacdo (FIV) desses odcitos, momento considerado como dia zero do
desenvolvimento embrionario (DO0). Passadas 22 horas (D1) deste procedimento, 0s
provaveis zigotos foram desnudados e transferidos para placas de cultivo (CIV). No D5
avaliou-se a taxa de clivagem e fez-se o feeding (reposicdo do meio de cultivo com
nutrientes) dos embrides. Na manhd do D7, os blastocistos considerados
morfologicamente viadveis foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos experimentais
(controle e pressdo). Os embrides do grupo controle foram transferidos para o cultivo in
vitro e os outros embrides submetidos ao estresse subletal sequido de cultivo por mais 2
horas. Apos o intervalo, coletaram-se amostras para a analise da expressdo génica e 0
restante dos embrides foi congelado. Apds o aquecimento os blastocistos foram
transferidos para placas de cultivo e mantidos por 72 horas, determinando-se a taxa de
eclosdo. Até o momento foram puncionados 306 ovarios e foram colocados 1050 COC
em MIV. Como média das rotinas, obteve-se 71% (699/987) de taxa de clivagem e 31%
(305/987) de taxa de desenvolvimento ao estadio de blastocisto. A andlise estatistica dos
dados sera realizada apds 3 replicacdes.



