Cryofeche

Aquecimento (Warming)

Materiales
- Kit de Vitrificacdo Cryotech
- Solugéo de aquecimento (TS): 1 frasco de 1,8 ml
- Solugédo de diluicdo (DS): 1 frasco de 0,5 ml
- Solugéo de Lavagem (WS): 1 frasco de 1ml
-1 Placa de degelo com 4 pocos
- Lupa estereoscoépica (desligue placa aquecedora)
- Cronbmetro
- Micro-pipeta para 300yl

Preparacéo
Fig. 7. Preparar a placa de aquecimento
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1. Coloque a placa de aquecimento (4 pocos) e o frasco TS (fechado) na incubadora a 37° C, 3 horas

antes do procedimento (recomenda-se durante a noite).

2. Coloque o frasco de DS e WS a temperatura ambiente (25 ~ 27° C) pelo menos 1 hora antes de
usar.
Prepare o nitrogénio liquido.
Separe a palheta Cryotech da paciente em um recipiente contendo nitrogénio liquido preparado
para o procedimento (todas as Cryotechs devem estar submersas).

5. Retire a placa de aquecimento da incubadora e encha o segundo pog¢o com 300 pl de DS (Fig. 7.)



Cryofeche

Aquecimento (Warming) (1 min)

Fig.8. Procedimento para aquecimento (Step 1-3)
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1. Remova o TS da incubadora e despeje o contetdo no TS no poco retangular (1,8 ml, Fig. 8, Passo
1/1).
Rapidamente (em 1 seg), coloque o Cryotec na cavidade do TS.
Comece o crondmetro. (Fig. 8, Etapa 1/2). Deve estar em TS por 1 min.

O odcito/embrido se separara da Cryotec por conta prépria e estara livre no meio.

Diluigao (3 min)
Fig. 9. Substituicdo gradual de solucdes (TS—DS)
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Aspirar o odcito /fembrido e TS de 3 mm para dentro da pipeta (Fig. 9, 1).

Cuidadosamente, expelir o conteddo da pipeta na parte inferior e no centro do DS (Fig. 9, 2), de
modo que uma pequena camada de TS se forme no fundo do poco do DS (Fig. 9, 3). Aguarde 3
min (Fig. 8, Passo 2/1).

7. Enguanto isso, coloque 300 pl de solugao de lavagem nos pogcos WS1 e WS2 (Fig. 8, Passo 3/1).
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Lavagem 1 (5 min)

Fig. 10. Substituicdo gradual de solu¢des (DS—WS1)

Aspirar o oécito /embrido com 3 mm de DS dentro da pipeta (Fig. 10, 1).
Coloque suavemente a pipeta no fundo do poco WS1 (Fig. 10, 2), de modo que uma pequena
camada de DS se forme no fundo do poco WS1 (Fig. 10, 3). Observe a morfologia do odcito
/embrido e lembre-se disso. Apague a luz e aguarde 3 minutos.

10. Aguarde 5 min (Fig. 7, Passo 3/2).

11. Apos esses trés minutos, avalie a sobrevivéncia do odcito /embrido comparando a morfologia com
a mesma trés minutos atrds. Se for um blastocisto, levard mais 3 horas para recuperar seu
blastocele.

12. Aguarde 5 minutos no total (Fig. 8, Passo 3/2).

Lavagem 2 (1 min)

13. Aspire o0 odcito /embrido com o mesmo volume de WS1.

14. Coloque o oécito /embrido na superficie do poco WS2 (Fig. 8, Passo3/ 3).

15. Quando o odcito/embrido afundar no fundo do poco, aspire novamente e coloque-o na superficie.
Repita ese proceso por mais 1 vez.

16. Finalmente, coloque o odécito /embrido ao seu meio de cultura para a recuperacao final e ICSI ou
ET.

Apbs o aguecimento, 2 horas de cultura sdo recomendadas para o6citos antes da ICSI e 3 horas para
gue os embrides recuperem sua blastocele.



