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RESUMO

PROCESSO DE VITRIFICACAO DE OOCITOS FELINOS COM HEMI-PALHETAS

A presente patente invencao descreve um processo de criopreservagao atraves
da técnica de vitrificacdo de células germinativas femininas, preferencialmente odcitos
felinos imaturos compreendendo a etapa de exposi¢cdo dos odcitos felinos ao alcool
polivinilico, juntamente com outros crioproterores, de modo que 0s odécitos apls a
exposicdo a estes agentes crioprotetores sdo posteriormente transferidos a hemi-
palhetas francesas de 0,25 cc.
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PROCESSO DE VITRIFICACAO DE OOCITOS FELINOS COM HEMI-PALHETAS

Campo dainvencéo

[001] A presente invencdo descreve o processo de producdo do meio; além disso,
também é descrito um processo de vitrificacdo de células germinativas femininas,
preferencialmente odcitos felinos imaturos compreendendo a etapa de exposicdo dos
oocitos felinos ao alcool polivinilico, juntamente com outros crioproterores, de modo que
0S 00citos apl0s a exposicdo a estes agentes crioprotetores sdo posteriormente
transferidos a hemi-palhetas francesas de 0,25 cc. Adicionalmente, a presente invencao
descreve um meio de criopreservacdo de células germinativas femininas
compreendendo etilenoglicol, dimetilsulfoxido (DMSO), alcool polivinilico, sacarose e

solucéo salina tamponada. A presente invencao se situa no campo da Biotecnologia.
Fundamentos dainvencgéao

[002] Visando a protecdo e manutencdo de espécies ameacadas de extincdo, foram
desenvolvidas varias técnicas para conservacao de recursos biolégicos como estratégia
para a manutencdo da biodiversidade e variabilidade genética, especialmente para
felideos selvagens ameacados de extingdo (JANECKA et al., 2014; KENNEY et al., 2014).

[003] Nesse contexto, a constituicdo de bancos de germoplasma por procedimentos de
criopreservacdo ainda € a técnica de escolha para o0 armazenamento a longo prazo de
gametas por tempo indeterminado sem praticamente nenhuma mudanga em sua
funcionalidade. Os protocolos utilizando germoplasma de felideos selvagens podem ser
preliminarmente explorados em gatos domésticos para que depois sejam estendidos as

espécies selvagens

[004] A criopreservacdo em fémeas pode ser executada por intermédio da técnica de
vitrificacao de oocitos. Nessa perspectiva, a vitrificacdo € um método termodinamico que
consiste em submeter os odécitos a criotemperaturas até que os mesmos adquiram as
propriedades de um solido. Isto permite uma reducdo na formacao de cristais de gelo
intracelulares (ARAYATHAM, TIPTAVAVATANNA, THARASANIT, 2017; BAGCHI,

Peticdo 870200151478, de 01/12/2020, pag. 14/31



2/14

WOODS, CRISTER 2014: MACHADO et al., 2016; SANTIN, BLUME, MONDADORI,
2009).

[005] Para essa biotécnica, os crioprotetores sdo altamente necessarios, por serem 0s
responsaveis pela substituicdo parcial de agua na célula, o que permite a sua
criopreservacdo. Contudo, altas concentracdes de crioprotetores sdo citotoxicas a
temperatura ambiente durante o periodo de exposicdo ao agente crioprotetor e no

momento da descongelacéo.

[006] Por isso, com o objetivo de diminuir o periodo de exposi¢cdo dos odcitos aos
agentes crioprotetores na temperatura ambiente, bem como diminuir a citotoxicidade de
crioprotetores e aprimorar a técnica de vitrificacdo de odcitos, varios meios e

instrumentos de vitrificagdo foram desenvolvidos para diferentes espécies.

[007] Entretanto, para a espécie felina, ha escassez de registro a respeito de meios,
bem como de dispositivos de vitrificagdo voltados para essa espécie. Em revisdo de
literatura prévia, foi constatado que os meios de vitrificacdo para essa espécie séo
constituidos basicamente de meios comerciais (como o TCM-199®) acrescidos de
crioprotetores como o etilenoglicol, dimetilsulfoxido e soro fetal bovino para conferir
estabilidade a membrana plasmética, além de algum dissacarideo com algumas
diferencgas pontuais de autor para autor (MIKOLAJEWSKA et al., 2012; COLOMBO et al.,
2019; FERNANDEZ-GONZALEZ e JEWGENOW, 2016).

[008] Contudo, a utilizacdo de soro fetal bovino é algo controverso por uma série de
razbes. Sendo a probabilidade de contaminag&do do soro fetal bovino uma das razdes
mais importantes para a sua substituicdo em meios de criopreservacdo. Ja que, de
acordo com VALK et al. (2010), cerca de 20-50% de soro fetal bovino produzido no

mundo é contaminado com virus.

[009] Nesse sentido, a utilizacdo de alcool polivinilico em meios de criopreservacao €
uma alternativa de substituicdo ao soro fetal bovino, sendo ja descrita com sucesso em
protocolos para a espécie bovina, ovina e equina (ASADA et al., 2002; NAITANA et al.,
1997). Apesar de haver relato de sua utilizacdo nas diferentes espécies supracitadas,

nao ha relatos em literatura a respeito de sua utilizacdo na espécie felina.
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[0010] No tocante ao instrumento responsavel por conservar o meio de vitrificacdo
juntamente com os odcitos vitrificados no botijdo de nitrogénio, existe um amplo relato
na literatura. Em felinos, ha relatos da utilizagcao do Cryotop® (FERNANDEZ-GONZALEZ
e JEWGENOW, 2017; OCHOTA, WOJTASIK, NIZANSKI, 2017; MIKOLAJEWSKA et al.,
2012; HERRICK, WANG, MACHATY, 2016; GALIGUIS et al., 2014), criotubos (LIMA et
al., 2018; MIKOLAJEWSKA et al., 2012), cryoloop (SOWINSKA et al., 2017), pipeta de
desnudamento flexipet (THARASANIT et al., 2011), palheta aberta (COCCHIA et al.,
2010) e hemi-palhetas de 0,25 cc acrescidas de bolhas de ar e conteudo de vitrificacao
de 15 yL a 20 uL e seladas com calor (THURATUM et al., 2018; APPARICIO, RUGGERI,
LUVONI, 2013).

[0011]Como apresentado acima, apesar da existéncia de relato na literatura de
dispositivos para a vitrificacdo de odcitos felinos, ndo ha relatos a respeito da utilizacédo
da técnica adaptada de hemi-palhetas francesas de 0,25 cc sem a aspiracdo de bolhas
de ar, com deposi¢dao de no maximo 2 uL a 3 pL de conteudo a ser vitrificado e sem a

utilizacao de temperatura para o selamento da hemi-palheta.

[0012] Esse tipo de técnica adaptada de vitrificagdo com o auxilio de uma hemi-palheta
francesa € de extrema importancia para a preservacéo da viabilidade oocitaria apds a
criopreservacao. Visto que quanto menor a concentracdo do agente crioprotetor na
palheta, menor a citotoxicidade ao od6cito e maior a sua viabilidade pos-vitrificacao
(CASTRO et al., 2011; ARGYLE et al., 2016; MUNCK e VAJTA, 2017; FAUSTINO et al.,
2011).

[0013] Recentemente, realizamos a vitrificacdo de odcitos felinos na presenca de alcool
polivinilico com a utilizagdo de hemi-palhetas francesas de 0,25 cc com uma quantidade
de 2 yL a 3 pL de conteudo vitrificado, sem a presenca de bolhas de ar e selamento

térmico e verificamos que a viabilidade foi preservada em valores aceitaveis.

[0014] No ambito patentario, foram encontrados alguns documentos relevantes que

serdo descritos a sequir.

[0015] O documento PI1106685-7 refere-se a uma estrutura metalica criada para
vitrificagdo, servindo como suporte para manipulacdo, armazenamento e estocagem dos

oocitos em palhetas; e a adicdo de copolimero bloqueador de gelo as solugbes
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crioprotetoras de vitrificacdo. A presente invencdo difere desse documento por
compreender o processo de adicdo de alcool polivinilico ao meio de vitrificacdo, bem
como a subsequente etapa de vitrificacdo de odcitos felinos pelo depdésito (através de
uma pipeta) de 2 yL a 3 yL do conteudo a ser vitrificado em uma hemi-palheta de 0,25
cc com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo de suporte auxiliar
para as hemi-palhetas e sem o fechamento da ponta em bisel ou a adicdo de bolhas de

ar.

[0016] O documento PI11101451-2 refere-se a preservagédo de todo o tecido ovariano
caprino e ndo apenas de od0citos, utilizando um meio com a adicdo de antioxidantes. A
presente invencao difere desse documento por compreender o processo de adicdo de
alcool polivinilico ao meio de vitrificacdo, bem como a subsequente etapa de vitrificacéo
de odcitos felinos pelo depdsito (através de uma pipeta) de 2 yL a 3 yL do conteudo a
ser vitrificado em uma hemi-palheta de 0,25 cc com a ponta em formato de bisel, sem
ser utilizado nenhum tipo de suporte auxiliar para as hemi-palhetas e sem o fechamento

da ponta em bisel ou a adicdo de bolhas de ar.

[0017] O documento BR1120130039299 se refere a um método de vitrificacdo superficial
de embrides em nitrogénio liquido com a producdo de uma goticula de vitrificacdo. A
goticula de vitrificacdo € produzida a partir de um instrumento com um canal e vertida
diretamente para dentro do nitrogénio em fase liquida produzindo uma goticula vitrificada,
gue posteriormente € armazenada em criotubos. A presente invencao difere desse
documento por compreender o processo de adicdo de alcool polivinilico ao meio de
vitrificacdo, bem como a subsequente etapa de vitrificagdo de odcitos felinos pelo
depdsito (através de uma pipeta) de 2 yL a 3 yL do conteudo a ser vitrificado em uma
hemi-palheta de 0,25 cc com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo
de suporte auxiliar para as hemi-palhetas e sem o fechamento da ponta em bisel ou a

adicao de bolhas de ar.

[0018] O documento BR1020170224520 se refere a um dispositivo para vitrificacdo de
tecido ovariano em superficie solida constituido de trés partes: base, insert e tampa;
apresentando-se como um sistema fechado sendo este dispositivo aplicado apenas na
vitrificagdo de tecido ovariano. A presente invencdo difere desse documento por

compreender o processo de adi¢cdo de alcool polivinilico ao meio de vitrificagdo, bem
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como a subsequente etapa de vitrificacdo de odcitos felinos pelo depésito (através de
uma pipeta) de 2 yL a 3 yL do conteudo a ser vitrificado em uma hemi-palheta de 0,25
cc com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo de suporte auxiliar
para as hemi-palhetas e sem o fechamento da ponta em bisel ou a adi¢ao de bolhas de

ar.

[0019] O documento BR1120170129450 compreende um dispositivo de criopreservacao
de sistema fechado com uma tampa alongada para fechar de forma vedavel um
espécime bioldgico com uma camara oca alongada. A presente invencéo difere desse
documento por ser um dispositivo de vitrificacdo de sistema aberto, j& que os 00citos a
serem vitrificados sédo depositados em hemi-palhetas de 0,25 cc com a ponta em formato
de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo de suporte auxiliar para as hemi-palhetas e sem

o fechamento da ponta em bisel (0 que configuraria um sistema de vitrificagdo fechado).

[0020] O documento BR2020130197390 abrange um dispositivo metalico para
vitrificac&o e criopreservacéao de tecidos no formato de uma capsula fabricada em metal
(aco inox 304 ou aco cirdrgico), mais uma vez caracterizando um dispositivo de sistema
fechado. A presente invencédo difere desse documento por ser um dispositivo de
vitrificac@o de sistema aberto, j& que os odcitos a serem vitrificados sdo depositados em
hemi-palhetas de 0,25 cc com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum
tipo de suporte auxiliar para as hemi-palhetas e sem o fechamento da ponta em bisel (o

gue configuraria um sistema de vitrificagao fechado).

[0021] O documento BR1020160032920A2 descreve tecnologias para a criopreservacao
de embrides de ungulados para a implantacdo em fémeas receptoras. A presente
invencao difere desse documento por se tratar de um processo de vitrificacdo de odcitos
exclusivamente felino com adi¢éo de alcool polivinilico ao meio de vitrificacdo, bem como
a subsequente etapa de vitrificacdo de odcitos felinos pelo depdsito (através de uma
pipeta) de 2 yL a 3 pL do conteudo a ser vitrificado em uma hemi-palheta de 0,25 cc
com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo de suporte auxiliar para

as hemi-palhetas e sem o fechamento da ponta em bisel ou a adi¢cdo de bolhas de ar.

[0022] O documento PI 0605800-0 se configura por estar relacionado a uma haste de

plastico de 0,5 mm de diametro com utilizacdo em vitrificacdo de 6vulos de humanos e
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animais, que depois necessita ser inserida em um tubo plastico. A presente invencao
difere desse documento por ter sido desenvolvido um meio de vitrificagdo de oocitos com
adicdo de alcool polivinilico para vitrificagcdo de odcitos felinos e vitrificados em hemi-
palhetas de 0,25 cc com a ponta em formato de bisel, sem ser utilizado nenhum tipo de
suporte auxiliar para as hemi-palhetas (ndo é colocado em nenhum criotubo) e sem o

fechamento da ponta em bisel.

[0023] Com a prospeccédo cientifica no ambito patentario, péde-se constatar que a
técnica descrita nesse documento para a obtengéo da patente de invencgéo é inédita na
area e nao foram encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s processos da

presente invencao, de forma que o processo de vitrificacdo aqui exposto € inédito.
Breve descricdo dos desenhos

A Figura 1 demonstra a deposicdo com o auxilio de uma pipeta do contetdo de
vitrificac@o (odcitos envoltos no meio de vitrificagdo) em uma hemi-palheta francesa de
0,25cc.

A Figura 2 ilustra a vista frontal de odcitos felinos depositados na extremidade em bisel

de hemi-palhetas francesas de 0,25cc com minimo conteudo de vitrificagado (2uL a 3uL)

A Figura 3 apresenta a sequéncia de vitrificacdo dos odcitos felinos em meio artesanal
contendo alcool polivinilico. As siglas E1 e E2, na figura, representam a solucdo de
equilibrio 1 e 2, que contém alcool polivinilico, DMSO e etilenoglicol em meio base de
tampao fosfato salino (PBS). Ja a sigla V1 representa a solu¢ao de vitrificacdo contendo
alcool polivinilico, DMSO, etilenoglicol e sacarose em meio base PBS.

A figura 4 demonstra o protocolo de desvitrificagdo e coloragdo dos oécitos com o azul

de tripan.

A figura 5 ilustra um od0cito ndo-corado com azul de tripan e viavel, com células do

cumulus coradas ao redor.

A figura 6 apresenta um odcito corado com o azul de tripan e circundado com células do

cumulus também coradas, de tal forma que o odcito foi classificado como néo-viavel.
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Descricdo da invencao

[0024]Em um aspecto, a presente patente de invencdo descreve um processo de
criopreservacao através da técnica de vitrificagdo de células germinativas femininas,
preferencialmente odcitos felinos imaturos compreendendo a etapa de exposi¢cdo dos
odcitos felinos ao alcool polivinilico, juntamente com outros crioproterores, de modo que
0S o00citos apés a exposicdo a estes agentes crioprotetores sao posteriormente

transferidos a hemi-palhetas francesas de 0,25 cc.

[0025]E um objeto da presente invencdo um meio de preservacdo para células
germinativas compreendendo solucdo de tampé&o fosfato salino associado ao
etilenoglicol, dimetilsulfoxido, alcool polivinilico e sacarose. Além disso, ha a

diferenciacéo do processo de vitrificagdo com hemi-palhetas de 0,25 cc.

[0026] Em uma realizagdo preferencial, 0 meio de preservacédo para células germinativas
é utilizado em od0citos imaturos, mais especificamente, em odcitos imaturos da espécie
felina para posterior vitrificacdo. Sendo esta realizada notadamente em hemi-palhetas
de 0,25 cc, com a deposigao dos odcitos imaturos juntamente com apenas 2 a 3 uL do
meio desenvolvido e sem que haja nenhuma vedacdo térmica ou mecéanica na

extremidade em bisel das hemi-palhetas.

[0027] Em uma realizacdo preferencial, o meio de vitrificacdo compreende alcool

polivinilico na concentracéo de 0,8% a 1,2% mais especificamente 1%.

[0028] Em uma realizacao preferencial, o0 meio de vitrificagcdo compreende etilenoglicol
na concentracdo de 7,5% a 15% mais especificamente 15%.

[0029] Em uma realizagdo preferencial, o meio de vitrificagdo compreende dimetil-

sulfoxido na concentracéo de 7,5% a 15%, mais especificamente 15%.

[0030] Em uma realizacéo preferencial, 0 meio de vitrificacdo compreende sacarose na

concentracéo de 0,1M a 0,5M, mais especificamente 0,3M.

[0031] E um objeto da presente invengdo um processo de producdo de meio para
preservacdo de células germinativas femininas de felinos compreendendo a etapa de

adicionar alcool polivinilico ao etilenoglicol, dimetil-sulfoxido e sacarose.
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[0032] Em uma realizacdo preferencial, o processo de preservacdo de células
germinativas femininas compreende a etapa de exposi¢ao de odcitos imaturos felinos a
uma solucdo contendo 0,1% de alcool polivinilico, 7,5% de dimetil-sulfoxido, 7,5% de

etilenoglicol em base PBS (84,9%) durante 30 segundos.

[0033] Em uma realizacdo preferencial, o processo de preservacdo de células
germinativas femininas compreende a etapa de exposi¢cao de odcitos imaturos felinos a
uma solucdo contendo 0,1% de alcool polivinilico, 7,5% de dimetil-sulfoxido, 7,5% de

etilenoglicol em base de PBS (84,9%) durante 4 minutos.

[0034] Em uma realizacdo preferencial, o processo de preservacdo de células
germinativas femininas compreende a etapa de exposi¢cao de odcitos imaturos felinos a
uma solucdo contendo 0,1% de alcool polivinilico, 15% de dimetil-sulféxido, 15% de

etilenoglicol e 0,3M de sacarose em base de PBS (69,9%) durante 2 minutos.

[0035] Em uma realizacdo preferencial, o processo de preservacdo de células
germinativas femininas compreende a etapa de deposicéo dos odcitos com a solucdo de
vitrificacdo na extremidade em bisel das hemi-palhetas de 0,25 cc, com o auxilio de uma
pipeta de 10 uL. Em seguida, todo o excesso de meio é retirado com o auxilio de uma
pipeta, deixando apenas cerca de 2 a 3 yL na extremidade em bisel da hemi-palheta,

gue néo é selada e é diretamente submergida em nitrogénio liquido.

[0036] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses nesse segmento, e serdo descritos

em detalhes suficientes para sua reprodugao a seguir.

Exemplos de concretizacdes da invencao
Origem e Coleta dos Ovérios

[0037] Os ovérios foram obtidos assepticamente durante o procedimento de
OvarioSalpingoHisterectomia (OSH) de gatas que se candidataram ao procedimento em
clinicas veterinarias. Os ovarios foram transferidos para tubos falcon de 50 mL contendo

soro fisiologico a temperatura ambiente e encaminhados ao laboratério em até 1 hora.
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[0038] Em seguida, foram colocados em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo soro
fisioloégico (temperatura ambiente), onde foram fatiados com Iamina de bisturi ao longo
de seu comprimento e largura (slicing), para a liberacdo dos COCs e posteriormente
foram lavados com o auxilio de uma seringa com soro fisiologico e filtro coletor para
serem realocados em placas de Petri (30 x 15mm) contendo soro fisiolégico para o

auxilio da recuperacdo dos COCs sob estereomicroscopio.

[0039] Todos os COCs recuperados apoés o slicing foram agrupados de acordo com a
classificagcao recebida (grau I, grau Il, grau lll e degenerados) e, somente aqueles que

obtiveram uma classificagao grau I, grau Il ou grau Ill foram vitrificados.

[0040] Os odcitos classificados como grau | foram aqueles circundados com trés ou mais
camadas de células do cumulus, com citoplasma escuro ou vesicular. Ja os classificados
como grau Il e lll foram aqueles que possuiam poucas células do cumulus, mas
citoplasma escuro ou vesicular. Enquanto que os degenerados eram desnudos e

possuiam alteracdes citoplasmaticas.
Protocolo de vitrificacdo do meio simples

[0041] Apbs o procedimento de slicing dos ovarios, recuperacdo e sele¢cdo dos 04citos
em soro fisiolégico, os odécitos foram transferidos para placas de Petri de 90 x 15 mm,
contendo 3 gotas de 100 uL (cada) do meio desenvolvido. As duas primeiras gotas de
100 pL foram formadas por solugao de equilibrio, composta por alcool polivinilico, DMSO
e etilenoglicol em meio base PBS. Os odcitos ficaram 30 segundos na primeira gota e

depois 4 minutos na segunda gota, numa relagéo odécitos/meio de 10 od6citos/100 L.

[0042] Em sequéncia, os odécitos foram transferidos para a terceira gota contendo
solucédo de vitrificacdo, composta de alcool polivinilico, DMSO, etilenoglicol e sacarose
em meio base PBS. Os o0citos permaneceram na terceira gota por 2 minutos e foram
transferidos para a extremidade em bisel de hemi-palhetas francesas de 0,25 cc com o
auxilio de uma pipeta de 10 pL, ao mesmo tempo que se retirou a maxima quantidade
possivel de meio, deixando os o6citos com uma quantidade minima de meio (figuras 1,
2e3).
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[0043] A extremidade em bisel das hemi-palhetas foi mergulhada diretamente em
nitrogénio liquido e néo foi selada nem de forma mecéanica ou de forma térmica. Apos
isso, as hemi-palhetas foram submergidas diretamente em nitrogénio liquido e colocadas

em racks do botijao de nitrogénio liquido.
Formacao do grupo controle

[0044] O grupo controle consistiu em oo0citos frescos, recém-recuperados e que nao
foram submetidos a vitrificacdo. Apdés a recuperacdo dos odcitos, esses foram
submetidos a coloragdo com o azul de tripan numa propor¢cdo de 100uL de soro
fisiolégico para 5uL de azul de tripan. Posteriormente, foram submetidos a avaliagdo em
estereomicroscopio quanto a sua morfologia e viabilidade baseada no critério de

permeabilidade da membrana plasmatica.
Aquecimento e avaliacdo da morfologia e da viabilidade oocitéaria

[0045] Os odcitos foram aquecidos e os crioprotetores foram removidos de acordo com

o protocolo desenvolvido para o meio simples de vitrificacdo contendo alcool polivinilico.

[0046] O protocolo consistiu, apds ensaios previos, em retirar as hemi-palhetas das racks
do botijao de nitrogénio liquido com o auxilio de uma pinga anatdbmica e submergir a
extremidade em bisel contendo os o6citos com o meio residual em uma gota de 100 L
contendo a solucdo de desvitrificacdo composta por PBS e 0,075M de sacarose por 3

minutos.

[0047] Em seguida, os odcitos foram removidos cuidadosamente com o auxilio de uma
pipeta e transferidos para a segunda gota de 100 pL durante 2 minutos, a qual continha

apenas PBS.

[0048] Logo apds, os odcitos foram transferidos para a terceira gota de 100 pL
compreendendo PBS e azul de tripan, numa proporgéo de 5 uL de azul de tripan para
cada 100 uL de PBS. Os odcitos permaneceram por 2 minutos nessa ultima gota e foram
avaliados sob estereomicroscopio, bem como microscopio invertido quanto a aspectos

morfoldgicos e coloracdo do citoplasma ap0os exposi¢édo ao corante vital (figura 4). Dessa
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forma, os odcitos foram agrupados em vidveis ou ndo viaveis de acordo com a

permeabilidade da membrana plasmatica.
Analise estatistica

[0049] A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste de chi-quadrado de Pearson
no pacote SPSS. Diferengas consideradas significativas entre duas variaveis analisadas

para o presente estudo foram aquelas com o p< 0,05.
Resultados

[0050] Ap6és o aquecimento e avaliagcdo morfoldégica sob estereomicroscépio e
microscopia invertida com o azul de tripan, foi observado um total de 48 o4citos viaveis
e 102 odcitos néo viaveis, dos 150 odcitos desvitrificados. Dessa forma, 32% dos odécitos
desvitrificados foram considerados viaveis (figura 5) e 68% dos odécitos desvitrificados

foram considerados nao-viaveis (figuras 6).

[0051] O grupo controle foi composto de 112 odcitos daqueles selecionados para o
experimento, correspondendo a aproximadamente 20,74% do total de odcitos
selecionados. Destes, 53 odcitos coraram com o azul de tripan e foram considerados
nao-viaveis e 59 odcitos permaneceram sem a coloracdo do azul de tripan. Logo,
aproximadamente 47,32% dos odcitos foram considerados nao-viaveis e

aproximadamente 52,67% dos odcitos foram considerados viaveis.

[0052] Baseada nos aspectos morfoldgicos oocitarios apos coloracdo com o azul de
tripan, a taxa de viabilidade oocitaria do presente estudo mostrou diferencga significativa
(p <0,05) em relacéo ao grupo controle (tabela 1). Entretanto, essa diferenca significativa
também é encontrada de modo vasto na literatura em diferentes espécies, visto que a
técnica de vitrificacdo ainda ndo conseguiu superar alguns obstaculos para que consiga
atingir o mesmo sucesso em relacdo a utilizacado de odcitos frescos (KUSHNIR et al.
2018; BONTE et al., 2020).

Tabela 1 — Viabilidade de odcitos felinos frescos e/ou vitrificados apos

coloracdo com azul de tripan.
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Total de Odcitos Odcitos ndo-
o06citos viaveis viaveis
Odcitos frescos (grupo controle) 112 59 (52,67%)a 53 (47,32%)a
Odcitos vitrificados/aquecidos 150 48 (32%)b 102 (68%)b

*a, b: valores com diferencas significativas dentro das colunas da tabela.

[0053] E importante ressaltar que a taxa de viabilidade no presente estudo (32%) esta
préxima do espectro de taxa de viabilidade oocitaria pos-vitrificagdo/desvitrificacao para
a espécie felina encontrada na literatura. Também € importante salientar que o presente
meio foi desenvolvido com o intuito de ser um meio de vitrificacdo simples e reproduzivel
em diferentes localidades, eficaz, acessivel para a maioria da realidade dos
pesquisadores e sem 0 SFB. Por ser considerado um meio simples, a taxa de viabilidade
com o meio do presente estudo € ligeiramente inferior ao encontrado na literatura, porém,

ainda funcional.

[0054] Pesquisadores da area a respeito de biotécnicas reprodutivas para conservacao
de espécies considerardo os conhecimentos aqui apresentados como uma contribuicdo
cientifica e poderao reproduzir o meio de vitrificagcdo apresentado, caracterizado por ser
simples, eficaz e acessivel com a finalidade de ser utilizado para aprimorar a técnica de
vitrificacdo de odcitos felinos nas categorias expostas e em outras variantes, incluidas

no escopo das reivindicacdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Meio de vitrificagdo para células germinativas femininas caracterizado por

compreender etilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSQO) e sacarose, adicionado de alcool

polivinilico.
2. Meio, de acordo com a reivindicacao 1, e por ser utilizado em odcitos.
3. Meio, de acordo com a reivindicacao 2, e por ser utilizado em odcitos de animais

da espécie felina.

4, Meio, de acordo com a reivindicacdo 1, e por compreender etilenoglicol em uma

concentracdo de cerca de 7,5% a 15%.

5. Meio, de acordo com a reivindicacdo 4, e por compreender etilenoglicol em uma

concentracéo de 15%

6. Meio, de acordo com a reivindicacao 1, e por compreender alcool polivinilico numa

concentracdo de cerca de 0,8% a 1,2%.

7. Meio, de acordo com a reivindicacéo 6, e por compreender alcool polivinilico numa

concentracéo de 1%.

8. Meio, de acordo com a reivindicacdo 1, e por compreender dimetil sulfoxido

(DMSO) em uma concentracgéo de cerca de 7,5% a 15%.

9. Meio, de acordo com a reivindicacdo 8, e por compreender dimetil sulféxido

(DMSO) em uma concentracéo de cerca de 15%.

10. Meio, de acordo com a reivindicagdo 1, e por compreender sacarose em uma

concentracéo de cerca de 0,1M a 0,5M.

11. Meio, de acordo com a reivindicagcéo 10, e por compreender sacarose em uma

concentracdo de cerca de 0,3M.
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12. Processo de producdo de meio para preservacdo de células germinativas
femininas visto por compreender a etapa de adicionar alcool polivinilico ao dimetil

sulféxido, etilenoglicol e sacarose.
13.  Processo, de acordo com a reivindicacao 12, e por ser utilizado em od0citos.

14.  Processo, de acordo com a reivindicacdo 13, e pelos o0citos serem provenientes

de animais da espécie felina.

15. Processo, de acordo com a reivindicacao 12, e por compreender etilenoglicol em

uma concentracdo de cerca de 7,5% a 15%.

16. Processo, de acordo com a reivindicacao 15, e por compreender etilenoglicol em

uma concentracdo de 15%.

17.  Processo, de acordo com a reivindicacao 12, e por compreender alcool polivinilico

numa concentracao de cerca de 0,8% a 1,2%.

18.  Processo, de acordo com a reivindicacao 17, e por compreender alcool polivinilico

numa concentracado de 1%.

19. Processo, de acordo com a reivindicacao 12, e por compreender dimetil sulfoxido

(DMSO) em uma concentracao de cerca de 7,5% a 15%.

20.  Processo, de acordo com a reivindicagdo 19, e por compreender dimetilsulfoxido

(DMSO) em uma concentracéo de cerca de 15%.

21. Processo, de acordo com a reivindicacdo 12, e por compreender sacarose em

uma concentracdo de cerca de 0,1M a 0,5M.

22.  Processo, de acordo com a reivindicacdo 21, e por compreender sacarose em

uma concentracéo de cerca de 0,3M.

23. Processo de vitrificacdo de células germinativas femininas percebido por

compreender a etapa de exposicdo dos odécitos a um meio constituido por
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dimetilsulféxido, etilenoglicol e sacarose adicionados ao alcool polivinilico seguido de

vitrificacao.

24.  Processo, de acordo com a reivindicacdo 23, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por dimetil sulféxido (DMSO) por um curto

periodo de tempo.

25. Processo, de acordo com a reivindicacdo 24, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por dimetil sulféxido (DMSO) por cerca de

2 minutos.

26. Processo, de acordo com a reivindicacdo 23, e por compreender a etapa de
exposicado das células a um meio constituido por dimetil sulféxido (DMSO) em uma

concentracéo de cerca de 7,5% a 15%.

27. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por dimetil sulfoxido (DMSO) em uma

concentracdo de cerca de 15%.

28. Processo, de acordo com a reivindicacdo 23, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por etilenoglicol em uma concentracéo de
7,5% a 15%.

29. Processo, de acordo com a reivindicacdo 28, e por compreender a etapa de
exposicao das células a um meio constituido por etilenoglicol em uma concentracéao de
15%.

30. Processo, de acordo com a reivindicacdo 23, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por alcool polivinilico em uma concentragédo
de cerca de 0,8 a 1,2%.

31. Processo, de acordo com a reivindicacdo 30, e por compreender a etapa de
exposicdo das células a um meio constituido por alcool polivinilico em uma concentracao

de cerca de 1%.
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32. Processo, de acordo com a reivindicacéo 23, e por ser utilizado em odcitos.

33. Processo, de acordo com a reivindicagdo 32, e ser utilizado em o0citos
provenientes da espécie felina.

Peticdo 870200151478, de 01/12/2020, pag. 31/31



	Peticionamento Eletrônico
	Formulário
	Comprovante de pagamento de GRU 200
	Desenho
	Resumo
	Relatório Descritivo
	Reivindicação


		2020-12-01T18:59:49-0300
	Brasil
	Documento Assinado - INPI




