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Vitrificagao de mérulas (D5) bovinas produzidas in vitro

Em meados da década de 1980, a vitrificacdo de embrides foi descrita por Rall e Fahy
(https://www.nature.com/articles/313573a0.pdf) como um modo de criopreservagcao de
embrides alternativo a congelagdo. Essa técnica se mostrou, em algumas aplicagbes, mais
rapida, econbmica e supostamente menos prejudicial as células, devido a alta viscosidade
das solugdes, que promovem a obtengcdo de um estado vitreo e impedem a formacgao de
cristais de gelo intra e extracelulares. Métodos de armazenamento dessas estruturas que
permitam a utilizagdo de um reduzido volume de crioprotetor (para que haja um resfriamento
mais rapido) vém sendo estudadas, como, por exemplo, open pulled straw (OPS), grade de
microscopia eletronica e nylon loop. O objetivo deste experimento foi comparar duas formas
de acondicionamento dos embrides (em capilares e tubos de microcentrifuga) e avaliar sua
viabilidade apds o processo de vitrificagdo. Complexos cumulus-odcito (COC) bovinos foram
obtidos, por aspiragao folicular, de ovarios de abatedouro, selecionados e colocados em
maturagao in vitro por 20 h. Apés, foi realizada a fecundacéo in vitro e o cultivo in vitro em
meio SOF modificado. No Dia 5 (D5) do desenvolvimento in vitro, as mérulas jovens (com
aproximadamente 16 células) foram selecionadas e divididas de maneira aleatéria entre os
grupos experimentais (I, Il e controle), e submetidas a vitrificagdo. Os embrides dos dois
grupos experimentais foram expostos a solugéo de desidratacdo (PBSm + 0,4% BSA + 3,2
M etileno glicol) por 1 min €, em seguida, a solugdo de vitrificagdo (PBSm + 0,4% BSA +
0,1% PVA + 0,5 M sacarose + 9,6 M etileno glicol) por 5 s. Os embrides do Grupo | foram
envasados, por capilaridade, em tubos de micro-hematécrito que foram imediatamente
imersos em nitrogénio liquido. Em cada capilar foram armazenados até 3 embrides. No
Grupo Il, gotas de até 5 pL contendo 3 embrides foram transferidas para tubos de
microcentrifuga que se encontravam em contato com o nitrogénio liquido. Para reaquecer as
morulas, o conteudo dos micro-hematécritos foi transferido para uma solucédo de PBSm +
0,4% BSA + 0,25 M sacarose a 37°C, e, ap6s 3 min, os embrides foram transferidos para
gotas de meio SOF e colocados em cultivo in vitro. O aquecimento das morulas
acondicionadas em tubos de microcentrifuga foi realizado com a adi¢do ao tubo de 1,0 mL
de PBSm + 0,4% BSA + 0,25 M sacarose a 37°C. Até o presente momento, foram
realizadas trés replicagbes e vitrificadas 54 morulas, ainda por serem aquecidas para
avaliacdo. A viabilidade desses embrides sera avaliada pela taxa de blastocistos eclodidos
apo6s o cultivo in vitro durante 72 h. A andlise estatistica dos dados sera realizada com o
auxilio do teste x? (p<0,05).






