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(57) Resumo: METODOS DE LOCALIZAR UM BLASTODERME
DENTRO DE UM OVO DE AVE E DE DETERMINAR SE UM OVO DE
AVE E FERTIL. Métodos localizar ndo invasivamente biastodermes
dentro de ovos de aves sdo providos. Uma abertura é formada na
casca de um ovo em um local sob o qual um biastoderme ¢
posicionado com base na orientagdo do ovo; uma imagem de uma
membrana interna de casca exposta e material subjacente é obtido; a
imagem obtida é processada para melhorar visibilidade de um
blastoderme na imagem; e o blastoderme ¢ localizado na imagem. Um
material pode ser aplicado ao ovo para melhorar transparéncia do
membrana interna de casca antes da obtengéo da imagem. Localizar o
biastoderme na imagem pode incluir determinar coordenadas de local
do blastoderme na imagem. Estas coordenadas de local pode ser
transmitidas para equipamento de processamento de ovo para
subsequente processamento do ovo.
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“METODOS DE LOCALIZAR UM BLASTODERME DENTRO DE UM
OVO DE AVE E DE DETERMINAR SE UM OVO DE AVE E FERTIL”
PEDIDO CORRELACIONADO

Este pedido reivindica o beneficio de e prioridade do U. S.
Pedido de Patente Provisional No. 60/718.778, depositado em 20 de setembro
de 2005, cuja exposi¢do € aqui incorporada por referéncia como se exposta
sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se geralmente a ovos e, mais

particularmente, a métodos de processamento de ovos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Em incubadoras de aves domésticas e outros equipamentos de
processamento de ovos, os ovos sdo manipulados e processados em grandes
numeros. O termo "processamento” inclui, mas ndo é limitado a, tratar ovos
vivos com medicamentos, nutrientes, hormoénios e/ou outras substincias
benéficas enquanto os embrides ainda estdo no ovo (isto €, no ovo). Injegdes
no ovo de varias substincias em ovos de aves foram empregada para diminuir
a morbilidade pds-incubagdo e taxas de mortalidade, aumentar as taxas de
crescimento em potencial ou eventual tamanho da ave resultante, e até mesmo
influenciar a determinacdo do sexo do embrido. Inje¢do de vacinas em ovos
vivos foi efetivamente empregada para imunizar aves dentro do ovo.

Existe um nimero de aplicagdes para as quais € desejavel
injetar ovos contendo embrides primitivos de ave. Por exemplo, pode ser
desejavel fornecer uma substdncia a um embrido primitivo, tal como um
blastoderme. Para ilustrar, pode ser desejavel na industria processadora de
aves domésticas manipular um embrido primitivo no ovo para introduzir uma
molécula estranha de acido nucleico (isto €, para criar uma ave transgénica)
ou para introduzir uma célula(s) estranha(s) (isto ¢, para criar a ave

quimérica) no embrido em desenvolvimento. Infelizmente, é freqiientemente
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dificil localizar o blastoderme dentro de um ovo de ave e, mesmo se
localizado, a visibilidade € tipicamente deficiente, particularmente através da
membrana interna de casca de um ovo. Em adigdo, a cor e contraste de um
blastoderme e material circundante de ovo sdo tipicamente similares, tornado
assim ainda mais dificil de visualmente detectar o blastoderme. O
blastoderme pode mais facilmente ser detectado se uma abertura € feita na
membrana interna de casca (depois de uma abertura ter sido feita na casca).
Todavia, a abertura ou rompimento da membrana interna de casca pode
danificar o embrido em desenvolvimento e pode subseqiientemente conduzir a
falha da incubag@o. Em adigdo, métodos adicionais de injetar material em
blastodermes sdo freqiientemente ndo confiaveis por causa da dificuldade de
localizar um blastoderme.

Por conseguinte, existe uma necessidade na arte por métodos
aperfeigoados de localizar e manipular o blastoderme dentro de ovos de aves e
sem causar dano no ovo.

SUMARIO DA INVENCAO

Em vista da discussdo acima, métodos de localizar
blastodermes dentro de ovos de aves sdo providos. De acordo com algumas
formas de concretizagdo da presente inven¢do, uma abertura é formada na
casca de um ovo em um local sob o qual um blastoderme ¢ posicionado com
base na orientagdo do ovo e de modo que uma membrana interna de casca é
exposta; uma imagem da membrana interna de casca exposta e de material
subjacente € obtido; a imagem obtida é processada para melhorar visibilidade
do blastoderme na imagem; e o blastoderme é localizado na imagem. Um
material pode ser aplicado ao ovo para melhorar transparéncia da membrana
interna de casca antes da obtengdo da imagem. Localizar o blastoderme na
imagem pode incluir determinar coordenadas de local do blastoderme na
imagem. Estas coordenadas de local podem ser transmitidas para equipamento

de processamento de ovo para subseqiiente processamento do ovo.
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De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
invenc¢do, subseqiiente processamento de ovo pode incluir estender um
dispositivo através da abertura na casca de ovo e para dentro do blastoderme
localizado. O dispositivo pode ser um dispositivo de fornecimento que libera
uma substidncia no interior do blastoderme, e/ou um dispositivo de
amostragem que remove material de amostra (por exemplo, células
blastodermais, células adjacentes ao blastoderme, etc.) a partir do
blastoderme, e/ou um dispositivo detector que detecta informagio a partir de
dentro do ovo.

De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
invenc¢do, a abertura no ovo pode ser selada apds obteng¢do da imagem ou
depois de ulterior processamento (por exemplo, inje¢do de uma substincia no
ovo, remog¢do de material do ovo, detec¢do de informagdo a partir de dentro
do ovo, etc.). O ovo selado pode entdo ser incubado até a eclosdo.

De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
inven¢do, um método de determinar se um ovo de ave é fértil inclui formar
uma abertura na por¢do da casca do ovo; obter uma imagem de uma
membrana interna de casca exposta e material subjacente; processar a imagem
obtida para determinar a presen¢a de um blastoderme na imagem; e avaliar
fertilidade do ovo de ave com base na presen¢ca ou auséncia de um
blastoderme.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 € uma vista em secdo lateral de um ovo de ave
convencional.

a figura 2 é um fluxograma ilustrando operagdes para localizar
um blastoderme dentro de um ovo de ave, de acordo com algumas formas de
concretizacdo da presente invengio.

a figura 3A € um diagrama de blocos que ilustra uma cimera

de video digital elevada, configurada para obter imagens de um ovo com
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janela, de acordo com algumas formas de concretizag¢do da presente inveng3o.

a figura 3B € uma imagem representativa de um blastoderme
quando obtida pela camera de video da figura 3A.

a figura 3C ilustra a imagem representativa da figura 3B
depois de processamento para aumentar contraste do blastoderme, de acordo
com algumas formas de concretizagdo da presente invengao.

a figura 3D ilustra a imagem representativa da figura 3C com
um caixa de local colocada ao redor do blastoderme, de acordo com algumas
formas de concretizagdo da presente invengio.

| as figuras 4A-4D sdo fotografias de ovo com janelas, em que
as membranas de casca interna expostas nas figuras 4A e 4C sdo nfo tratadas
e em que as membranas de casca interna expostas nas figuras 4B e 4D sdo
tratadas com DMSO para aumentar a visibilidade do blastoderme.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo agora € descrita mais completamente aqui
com referéncia aos desenhos acompanhantes, nos quais formas de
concretizagdo preferidas da invengdo sdo mostradas. Esta invengdo, todavia,
pode ser incorporada em muitas formas diferentes e ndo deve ser entendida
como limitada as formas de concretizacdo aqui expostas; em contraste, estas
formas de concretizagdo sdo providas de modo que sua exposi¢do serd
minuciosa e completa, e ird totalmente transmitir o escopo da invengdo para
aqueles especializados na arte.

Os mesmos numeros se referem aos mesmos elementos por
toda descricdo. Nas figuras, a espessura de certas linhas, camadas,
componentes, elementos ou caracteristicas pode ser exagerada, por clareza.
Linhas tracejadas sdo usadas por clareza para indicar continuagio, e podem
ilustrar caracteristicas ou operagdes opcionais, a menos que especificado ao
contrario. Todas publica¢des, pedidos de patente, patentes e outras referéncias

mencionadas aqui, sdo incorporados aqui para referéncia em suas totalidades.
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Sera entendido que, quando um elemento é referindo como
estando "sobre" um outro elemento, ele pode estar diretamente sobre o outro
elemento ou elementos intervenientes podem também estar presentes. Em
contraste, quando um elemento € referido como estando "diretamente sobre"
um outro elemento, ndo existem elementos intervenientes presentes. Sera
entendido que, quando um elemento € referido como estando "conectado" ou
"fixado" com um outro elemento, ele pode estar diretamente conectado ou
fixado com um outro elemento ou elementos intervenientes pode estar
também presentes. In contraste, quando um elemento € referido como estando
"diretamente conectado" ou "diretamente fixado" com um outro elemento,
ndo existe elementos intervenientes presentes. O termos "para cima", "para
baixo", "vertical", "horizontal" e similares sdo usados aqui apenas para a
finalidade de explicagdo. Serd também apreciado por aqueles de
conhecimento na arte que referéncias a uma estrutura ou caracteristica que €
disposta "adjacente" a uma outra caracteristica podem ter por¢des que
sobrepdem ou se sobpdem a caracteristica adjacente.

A menos que definido de outra maneira, todos termos técnicos
e cientificos usados aqui tém o mesmo significado que comumente entendido
por uma pessoa de conhecimento comum na arte a qual esta invengdo
pertence. A terminologia usada na descri¢do da presente inven¢do € somente
para a finalidade de descrever formas de concretizagdo particulares e nio
pretende ser limitativa da invengdo. Quando usada na descri¢do da invengéo e
das reivindicagOes anexas, as formas singulares "um", "o" e "a" sdo destinadas
a incluir também as formas plurais, a menos que o contexto indique
claramente o contrario. Quando usado aqui, o termo "e/ou" inclui quaisquer e
todas combinag¢des de um ou mais itens listados associados.

O termos "de ave" e "sujeitos avidrios", quando usados aqui,
sdo destinados a incluir machos e fémeas de quaisquer espécies de aves, mas

sdo principalmente destinados a englobar aves domésticas que s#o
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comercialmente criadas para produgdo de ovos, carne ou como animais de
estimagdo. Por conseguinte, o termos "de aves" e "sujeito avidrio" sdo
particularmente destinados a englobar varias aves, incluindo, mas n#o
limitadas a, frangos, perus, patos, gansos, codornizes, faisdes, periquitos,
papagaios, cacatuas, cockatiel, avestruz, emu, etc.

Quando usado aqui, o termo "embrido primitivo" refere-se a
um embrido de ave do instante de fecundagdo (estagio blastodermal) até
aproximadamente o estagio de desenvolvimento onde células germinais
primordiais (PGCs) estdo em migragéo. Com particular respeito a embrides de
frango, um "embrido primitivo" € geralmente aproximadamente um embrido
no estagio embridnico 20 (H&H) ou mais anterior. O estagio de
desenvolvimentos do embrido de frango é bem entendido na arte, ver, por
exemplo, The Atlas of Chick Development, R. Bellairs & M. Osmond, eds.,
Academic Press, 1998.

Quando usado aqui, o termo "blastoderme" tem seu significado
entendido na arte. Geralmente, um blastoderme inclui um embrido do instante
de fecundacdo até o final da gastrulagdo. O blastoderme é algumas vezes
referido na arte pelas designagdes alternativas de "disco germinal" ou "disco
embriénico". Um blastoderme pode ser descrito como um disco chato de
células que se formam durante clivagem no embrido primitivo e persiste até o
final da gastrulagdo. No instante da fecundagdo, duas regides principais do
blastoderme séo visiveis, a area pelucida situada centralmente e a area opaca
localizada perifericamente (The Atlas of Chick Development, R. Bellairs &
M. Osmond, eds., Academic Press, 1998). Com particular respeito a embrides
de frangos, o blastoderme € tipicamente caracterizado como um embrido do
instante de fecundagdo (isto é, Estagio IX ou Estigio X EG&K) até
aproximadamente o estagio XIII (EG&K) ou mais alto.

Quando usados aqui, os termos "injegdo" e "injetar" englobam

métodos de inser¢do de um dispositivo em um ovo ou embrido, incluindo
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métodos de fornecer ou descarregar uma substancia em um ovo ou embrifo,
métodos de remogdo de uma substéncia (isto é, uma amostra) a partir de um
ovo ou embrido, e/ou métodos de inser¢do de um dispositivo detector em um
ovo ou embrido.

O termos "ave quimérica" ou "embrido quimérico" se refere a
uma ave receptora ou embrido, respectivamente, que contém células de uma
outra ave ou embrido, referido como um "doador”.O termos "ave transgénica"
e "embrido transgénico" sdo usados aqui de acordo com seus significados
geralmente entendidos na arte. Uma ave transgénica ou embrido transgénico
contém uma seqii€ncia estranha de 4cido nucleico em uma ou mais células.

Quando usado aqui, o termo "membrana" se refere a qualquer
camada de tecido dentro de um ovo. Membranas de exemplo dentro de um
ovo incluem, mas ndo sdo limitadas a, a membrana externa de casca,
membrana interna de casca, membrana corioalantdica, membrana vitelina, e
membrana amnidtica (amnion).

Com referéncia agora a figura 1, um ovo de ave 10 € ilustrado.
O ovo 10 ilustrado inclui uma casca 12, uma membrana externa de casca 14,
uma membrana interna de casca 16, e uma célula de ar 18 na extremidade
plana do ovo 10 entre as membranas externa e interna de casca 14, 16. O ovo
10 ilustrado também inclui uma gema 20 e blastoderme 22 circundado pela
delgada albumen interna 24a, espessa albumen externa 24b, e delgada
albimen externa 24c.

A figura 2 € um fluxograma que ilustra métodos de localizar o
blastoderme dentro de ovos de aves, de acordo com algumas formas de
concretizagdo da presente invengdo. Deve ser notado que as fun¢des notadas
nos blocos pode ocorrer fora da ordem notada na figura 2. Dois (ou mais)
blocos mostrados em sucessio podem, de fato, ser executados
substancialmente a0 mesmo tempo ou os blocos podem algumas vezes ser

executados na ordem reversa ou diferente, dependendo da funcionalidade
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Em adig@o, deve ser notado que formas de concretizacdo da
presente invengdo podem ser utilizadas em vdrios estiagios de
desenvolvimento embrionario de um ovo de ave. Formas de concretizagio da
presente invengdo ndo sfo limitadas a o estagio de blastoderme de ovos de
aves. Por exemplo, formas de concretizagdo da presente inven¢do podem ser
utilizadas em estdgios apos o blastoderme, tal como os dias 3-5 de incubacio.

Inicialmente, uma porgdo da casca de ovo e uma porg¢do da
membrana externa de casca de um ovo s3o removidas para formar uma
abertura ou janela que revela a membrana interna de casca (Bloco 100).
Preferivelmente, a membrana interna de casca nio é adversamente afetada
pela formagdo de uma janela na casca de ovo e permanece essencialmente
intacta. A janela pode ser formada em varias maneiras incluindo, por
exemplo, através de um pungdo, uma broca ou através de outros dispositivos
conhecidos por aqueles com conhecimento na arte.

Em adi¢do, a janela pode ser feita em qualquer local
apropriado de um ovo, por exemplo, no lado de um ovo préximo ao eixo
equatorial, em qualquer extremidade de um ovo, etc. Em algumas formas de
concretizagdo da invengdo, a abertura na casca de ovo é introduzida em uma
por¢do voltada para cima da casca de um ovo posicionado geralmente
horizontalmente e sobre a célula de ar. Aqueles com conhecimento na arte
apreciardo que embrido primitivo (por exemplo, blastoderme) se localizara
tipicamente propriamente em uma area em ou proximo da por¢do mais
superior de um ovo. Assim, a abertura na casca de ovo sera geralmente feita
na porg¢do mais superior de um ovo préximo onde é esperado que o embrido
primitivo (por exemplo, blastoderme) € se localize, a menos que medidas
sejam tomadas para direcionar o embrido para uma diferente posi¢do dentro
de um ovo.

De acordo com algumas formas de concretizagio da presente
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invengéo, a superficie de um ovo, pelo menos ao redor do local de formagdo
da janela, pode ser desinfetada para reduzir contaminagio por microbios (ou
outra) (por exemplo, com um dalcool ou outra solugdo de desinfecgdo).
Todavia, a desinfec¢do de um ovo, incluindo o local da janela, ndo é requerida
com respeito as formas de concretizagio da presente invenc3o.

De acordo com algumas formas de concretiza¢do da presente
invengdo, a transparéncia da membrana interna de casca pode ser aumentada,
por exemplo, por meio da aplicagdo de materiais tais como sulféxido de
dimetila (DMSO) ou glicerina na membrana interna de casca (Bloco 200).
Outros materiais que podem melhorar a transparéncia da membrana interna de
casca ou que podem de outra maneira ajudar na formagdo de imagem podem
também ser utilizados, incluindo, mas néo limitados a, 4gua, 4lcool, sistema
tamp&o fosfatado (PBS), d6leo de canola, 6leo vegetal, dleo mineral, triacetina,
acetona, etileno glicol, éter monometilico, etc.

Uma ou mais imagens digitais sdo entdio tomadas da
membrana interna da casca exposta e material subjacente (incluindo o
blastoderme) (Bloco 300). Imagens digitais de quadro tnico podem ser
obtidas através de uma camera digital e/ou imagens de video digitais podem
ser obtidas através de cdmera de video digital, de acordo com algumas formas
de concretizagdo da presente invengdo. Formas de concretizagdo da presente
inven¢do ndo sdo limitadas & formagdo de imagens digitais, todavia. Imagens
ndo digitais da membrana interna de casca exposta e material subjacente
podem ser obtidas e entdo convertidas para o formato digital para subseqiiente
processamento de imagem, como descrito abaixo.

Outras tecnologias e técnicas de formagdo de imagens podem
ser utilizadas na obtengdo de um blastoderme de acordo com formas de
concretizagdo da presente invengdo. Por exemplo, Ultra-som de Alta
Resolu¢do e Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) podem ser utilizadas.

Por exemplo, uma pequena amostra de OCT pode ser posicionada na ponta de
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uma agulha ou outro dispositivo configurado para ser inserido no ovo. A OCT
poderia produzir uma imagem tridimensional do blastoderme e cavidade
subgerminal subjacente por fazer uma série de varios varrimentos superiores e
observando uma de uma regido cheia com fluido. A agulha pode entfio ser
inserida em um ovo (por exemplo, sob uma essencialmente intacta membrana
interna de casca).

A(s) imagem(s) digital(is) obtida(s) pode(m) entdo ser
sujeita(s) a uma ou mais técnicas de processamento de imagens para melhorar
a visibilidade do blastoderme na imagem (Bloco 400). Todavia, o
processamento de imagem ndo € requerido de acordo com formas de
concretizagdo da presente invengdo. A visibilidade de um blastoderme pode
ser suficiente em uma imagem ndo processada. O blastoderme é entdo
localizado usando software de '"visdo de maquina" (Bloco 500). As
coordenadas de local do blastoderme dentro da imagem digital sdo entdo
enviadas ao equipamento de processo que inserirda um dispositivo através da
janela de membrana interna de casca e no interior do blastoderme e/ou 4rea
adjacente ao blastoderme (Bloco 600). O dispositivo pode injetar material,
e/ou pode retirar material de amostra, e/ou pode detectar informagio a partir
de dentro do ovo. Se o dispositivo inserido no ovo é um dispositivo de
fornecimento, uma ou mais substincias podem ser liberadas através do
dispositivo de fornecimento e depositadas no interior do blastoderme e/ou em
estreita proximidade do mesmo. Uma ou mais substincias podem também ser
depositadas em outros locais dentro do ovo. Formas de concretizagdo da
presente invengdo néo sdo limitadas a deposi¢do de uma ou mais substancias
em ou proximo o blastoderme.

Se o dispositivo inserido no ovo é um dispositivo de
amostragem, uma ou mais amostras (por exemplo, células blastodermais, etc.)
podem ser removidas do blastoderme e/ou da estreita proximidade do mesmo.

Uma ou mais amostras podem ser tomadas das por¢des extra-embridnicas do
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ovo (por exemplo, a gema ou o albimen). Por exemplo, uma amostra pode ser
tomada do albimen para determinar a presenga ou auséncia de contaminagio
por micrdbios (por exemplo, Salmonela) da mesma, etc.

O dispositivo de amostragem pode ser uma agulha configurada
para puxar material (por exemplo, fluido alantéico, outro fluido, etc.) a partir
do ovo, como seria entendido por aqueles com conhecimento na arte. Por
exemplo, a agulha pode ter uma ponta plana e um limen que se estende
axialmente, o qual termina em uma abertura formada dentro da por¢do da
agulha adjacente a agulha. Material pode ser puxado de dentro do limen
através da abertura quando da sujei¢do do lume ao vacuo. A ponta plana
previne que o limen se torne entupido com material.

Tipicamente, uma amostra é removida do ovo para obter
informag¢3o do mesmo. A amostra pode ser removida, por exemplo, em
conexdo com métodos de determinagdo de sexo ou determinacdo da
viabilidade de um embrido. Para ilustrar, uma amostra contendo células pode
ser removida do embrido, e as células podem ser analisadas (tipicamente
depois da remocgdo a partir do ovo) para detectar os cromossomas sexuais ou
seqiliéncias especificas de sexo nos cromossomos, como € conhecido por
aqueles com conhecimento na arte. A amostra pode também ser usada para
qualquer outro ensaio baseado em ADN, por exemplo, para determinar a
presenca de um particular gene ou alelo de interesse no embrido.

Em algumas formas de concretizagdo, um dispositivo de
multiplos locais ou de amostragem pode ser usado, por exemplo, como
descrito na Patente US No. 6.032.612. outros dispositivos de exemplo de
fornecimento e/ou amostragem incluem aqueles descritos na Patente US No.
5.136.979; U.S. Patentes Nos. 4.681.063 e 4,903,635; e Patentes US Nos.
4.040.388, 4.469.047 e 4.593.646.

Se o dispositivo inserido no ovo € um detector, varios tipos de

informagdo do interior do ovo podem ser detectados. O detector pode ser
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inserido em um local extra-embridnico do ovo (por exemplo, a gema ou a
célula de ar). Alternativamente, o detector pode ser colocado em estreita
proximidade (como definido acima) do embrido. Em outras formas de
concretizagdo, o detector pode ser colocado dentro da area translucida ou da
area opaca do embrido ou dentro da cavidade subgerminal. O dispositivo
detector pode ser usado para coletar informagio incluindo, mas nio limitada
ao, o tamanho do embrido, o local do embrido, o estagio de desenvolvimento
do embrido e/ou quaisquer caracteristicas do embrido, o sexo do embrifo,
e/ou a viabilidade do embrido. O dispositivo detector pode obter informagio
com respeito ao local do embrido e & cavidade subgerminal.

A informagdo pode ser capturada por meio de um instrumento
(por exemplo, um computador ou outro processador de dados) que ¢é
conectado com o detector. Vérios tipos de detectores podem ser utilizados,
incluindo, mas ndo limitados a, sensores elétricos, sensores Opticos, sensores
quimicos, sensores de temperatura, sensores acusticos, sensores de press3o,
ou qualquer outro dispositivo para detectar um pardmetro fisico ou quimico.
Detectores de exemplo sdo descritos, por exemplo, na Patente US No.
6.244.214 de Hebrank.

Apds a injecdo de uma substincia e/ou remogdo de uma
amostra e/ou detec¢do de informagdo a partir do ovo, o dispositivo € retraido a
partir do ovo. A pequena abertura na casca de ovo pode ser selada com um
selante e 0 ovo pode ser incubado até a eclosio.

Aqueles com conhecimento na arte apreciardo que os métodos
da presente invengdo podem ser executados em uma pluralidade de ovos, por
exemplo, em uma operacdo comercial de produgido de aves domésticas. Além
disto, os métodos descritos aqui podem ser completamente manuais,
totalmente automaticos, ou semi-automaticos.

Um sistema de formagdo de imagens, de acordo com algumas

formas de concretizagdo da presente invengdo, inclui componentes de
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hardware e software. Os componentes de hardware incluem uma fonte de luz
(por exemplo, fonte de luz de halogénio de 150 Watts, etc.), uma cdmera de
video digital e lentes de focaliza¢do apropriadas, € um computador ou outro
processador de dados conectado com a cdmera através de, por exemplo, um
cartdo de video (por exemplo, um cartdo IEEE 1394 ("firewire")). De acordo
com a particular forma de concretizagdo, uma cidmera tendo resolugio de 12-
bits ou mais elevada, com alta faixa dindmica, é utilizada. Uma cimera de
exemplo € uma monochrome Basler A601 HDR com alta faixa dindmica (até
112dB) com 16-bit resolugdo e tecnologia de sensor CMOS de exploragio
progressiva. varias cameras podem ser utilizadas. Formas de concretizagio da
presente inven¢do ndo sdo limitadas a uma camera, lente, e/ou tecnologia de
captura e armazenagem de imagem particulares (por exemplo, CCD ou
CMOS). Formas de concretizagdo da presente invengdo nio sdo limitadas a
um tipo particular de fonte de luz, ou a uma particular voltagem de fonte de
luz, ou a um particular local e/ou orienta¢do de uma fonte de luz.

De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
invengdo, componentes adicionais que podem ser utilizados incluem
componentes Opticos, tais como filtros de luz e/ou fontes de luz (incluindo
aqueles comercialmente disponiveis de fontes tais como Edmund Optics,
Omega Optics, etc.) que ajudam no contraste do blastoderme (branco) com
relacdo as suas circunvizinhangas (amarelas). Por exemplo, as depositantes
verificaram que um blastoderme se torna muito mais visiveis se luz azul for
usada para a ilumina¢do do mesmo. Luz azul pode ser produzida por meio de
uma fonte de luz azul ou por meio de uma fonte de luz branca filtrada com um
meio de filtragem de azul (por exemplo, lente, etc.). Esta melhoria em
visibilidade ajuda o componente de software, o qual contém o algoritmo de
obten¢do e processamento de imagem que pesquisa o blastoderme em cada
imagem obtida.

O processamento de imagem, de acordo com algumas formas
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de concretizagdo da presente invengdo, € utilizado para localizar um
blastoderme em uma imagem, e, opcionalmente, para melhorar o contraste do
blastoderme na imagem. O processamento de imagem para localizar um
blastoderme inclui algoritmos, tais como de adequagdo de padrdes e anélise
de Blob (“Binary Large Object”). O processamento de imagem para melhorar
o contraste de um blastoderme em uma imagem inclui extragdes de plano de
RGB (vermelho-verde-azul) e varios outros algoritmos de filtragem (por
exemplo, alisamento, deteccdo de borda, Gaussiano, etc.). Técnicas de
processamento de imagem de exemplo que podem ser utilizadas de acordo
com formas de concretizagdo da presente inven¢do sdo descritas na Patente
US Nos.: 6.219.452; 6.222.940; 6.229.921; 6.256.625; 6.370.270; 6.366.686;
6.493.079; e 6.535.640.

Por exemplo, na adequagdo de padrdes, um usudrio seleciona
uma imagem de gabarito para o software para encontrar em imagens
subseqlientes, e entdo ajusta outros pardmetros, tais como o numero de
coincidéncias, para encontrar a profundidade de busca (fina até grosseira),
limitagdes de classificagdo, e padrdes girados. A adequagdo de padrdes,
analise de Blob (“Binary Large Object”), extragdo de plano de RGB
(vefmelho—verde-azul) e outras técnicas de processamento de imagem sdo
bem conhecidas por aqueles com conhecimento na arte e ndo precisam ser
descritas mais detalhadamente aqui.

Software de formagdo de imagens, de exemplo, que pode ser
usado de acordo com formas de concretizagdo da presente invencdo, inclui
“Vision Builder for Automated Inspection”, disponivel de National
Instruments, Inc. Este software se integra bem com o software LabVIEW,
também disponivel de National Instruments, Inc. e que € utilizado com outros
procedimentos de processamento de ovos, incluindo detecgdo de pressdo e
injecdo.

Com referéncia a figura 3A, uma cimera de video superior 30
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¢ configurada para obter imagens de um ovo com janela 10 (isto é, um ovo
com uma abertura formada na casca, como descrito acima) mantido no local
através de uma fixagdo ou ber¢co 32. Ovos podem ser mantidos no local
através de varios tipos de dispositivos, sem limitagdo. Além disto, multiplos
ovos podem ser processados conjuntamente, de acordo com algumas formas
de concretizagdo da presente invengdo. Por exemplo, uma bandeja de ovos
pode funcionar como um bergo 32 para uma pluralidade de ovos.

Uma imagem representativa de um blastoderme 22, como
obtida pela cdmera de video 30 é mostrada na figura 3B. O blastoderme
ilustrado 22 € apenas distinguivel da gema circundante 20.

Formas de concretizagdo da presente inven¢do ndo sdo
limitadas a orientagdo ilustrada da fonte de luz. De acordo com outras formas
de concretizagdo da presente inven¢do, um iluminador difuso axial
(disponivel, por exemplo, de Advanced Illumination, Inc.) pode ser
posicionado entre a cidmera e 0 ovo. O iluminador difuso axial tem espelhos
dicréicos angulados circundados com LEDs (azuis) para orientar a luz
apropriadamente para o blastoderme e ento de volta para a cAmara 30.

Com referéncia a figura 3C, o processamento da imagem da
figura 3B através de software de processamento de imagem produz uma
imagem onde o blastoderme 22 a imagem aumentada em seu contraste em
relagdo a gema 20. Na figura 3D, o software detecta o blastoderme 22 e
coloca uma caixa 40 ao redor de o blastoderme 22 na imagem. As
coordenadas desta caixa (por exemplo, o ponto central geométrico) podem ser
providas para um dispositivo para ser inseridas em e/ou adjacentes ao
blastoderme 22, como descrito acima.

De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
invengdo, um sistema de formag&o de imagens como descrito acima pode ser
adaptado para manipular multiplos ovos de uma vez, e pode incluir multiplas

cameras. Além disto, ovos em virtualmente qualquer orientacdo, incluindo
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horizontal, vertical, inclinada, etc., podem ser processados de acordo com
algumas formas de concretizagdo da presente invengio.

Algumas formas de concretizagdo da presente invengdo sdo
particularmente adaptadas para precisamente e rapidamente localizar o
blastoderme em ovos de 0 dia férteis, ndo incubados. Algumas formas de
concretizagdo da presente invengdo podem também ser utilizadas em
formagdo de imagens de embrides durante a incubagio, por exemplo, durante
os dias 0 - 5.

Algumas formas de concretizagdo da presente inveng¢do ndo
sdo limitadas a localizar o blastoderme dentro de ovos de aves. O crescimento
de embrido pode ser monitorado por meio de algumas formas de
concretizagdo da presente inveng@o. De acordo com algumas formas de
concretizagdo da presente invengdo, o local de vasos sangiiineos especificos
pode ser determinado para facilitar o fornecimento de uma proteina ou vetor
para o sistema circulatério. De acordo com algumas formas de concretizagio
da presente invengdo, técnicas de formagdo de imagens podem ser utilizadas
para determinar se um ovo estd fértil ou infértil. De acordo com algumas
formas de concretizagdo da presente invengdo, técnicas de formagdo de
imagens podem ser utilizadas em conjungdo com técnicas de orientacdo e
posicionamento de embrido. Técnicas de orientagdo e posicionamento de
embrido sdo descritas no Pedido de Patente US Serial No. 10/216.427, o qual
¢ comumente cedido para a cessiondria do presente pedido.

Um blastodisco (tipicamente apenas uma ou duas células) é a
regido na superficie de uma gema de ovo onde a formagdo do embrido ocorre,
independentemente de se ou ndo o ovo foi fertilizado. Uma vez quando ele é
fertilizado, o blastodisco eventualmente se tornara o blastoderme (isto é, o
blastodisco se multiplicara de uma ou duas células para dezenas de milhares
de células). Assim, um ovo nio fértil ndo tera um blastoderme.

De acordo com algumas formas de concretizagdo da presente
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invengdo, um método de determinar se um ovo de ave € fértil, inclui formar
uma abertura na por¢do da casca do ovo, e obter uma imagem de uma
membrana de casca interna exposta e material subjacente. A imagem obtida é
processada para determinar a presenga de um blastoderme na imagem. A
fertilidade do ovo € baseada na detec¢do da presenga ou auséncia de um
blastoderme na imagem. Se um blastoderme ndo for detectado ou se uma
forma na imagem néo coincidir com as caracteristicas de um blastoderme (por
exemplo, forma, tamanho, etc.), o ovo € considerado nio fértil.
Exemplo 1

Um impedimento principal em injetar um blastoderme através
da membrana interna de casca é que € freqiientemente dificil observar o
blastoderme através da membrana porque a membrana, embora um pouco
translicida, tipicamente ndo é transparente. Para contornar esta dificuldade,
tentamos tornar a membrana mais transparente por revesti-la com varias
substincias liquidas. Ovos foram armazenados de acordo com a prética da
industria (75% de umidade relativa, 16°C, 8 dias) antes da manipulagio. A
casca € membrana externa de casca foram removidas no local da célula de ar,
expondo a membrana interna intacta da casca. A membrana interna de casca
foi revestida com um de 4 liquidos diferentes (dgua, éleo mineral, gliclerina,
ou DMSO) usando uma mecha de algodio.

O uso de 4gua e 6leo mineral ndo teve virtualmente nenhum
efeito sobre a claridade da membrana interna de casca. Glicerina e DMSO,
ambos, tiveram o efeito de 'clarear’ a membrana interna de casca. Embora ela
ndo tenha sido tornada transparente a clareza foi definitivamente melhorada.
Em casos onde o blastoderme foi um pouco visivel, a adi¢do de ou DMSO
melhorou a visibilidade do blastoderme e a percepgdo de profundidade. Em
alguns casos onde o blastoderme ndo era de modo algum visivel, a adi¢cdo de
glicerina ou DMSO usualmente permitiu a visualizagdo do blastoderme, e

melhorou a capacidade de distinguir ovos inférteis (ver as figuras 4A-4D).
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As figuras 4A-4D ilustram a visibilidade aumentada do
blastoderme dentro de ovos usando DMSO. As figuras 4A e 4C ilustram ovos
ndo tratados e as figuras 4B e 4D ilustram os mesmos ovos tamponados com
DMSO. Os blastodermes nas figuras 4B e 4D sdo ilustrados por meio da seta
A. Note que, embora o blastoderme na figura 4A parega como um borrio
lanoso, o tratamento com DMSO grandemente melhorou a nitidez do
blastoderme na imagem. Na figura 4C, onde o blastoderme nio € sobretudo
visivel, a adicdo de DMSO tornou o blastoderme claramente visivel na
imagem, como mostrado na figura 4D.

Pareceu que o DMSO fornece uma visibilidade ligeiramente
melhor que glicerina. Glicerina apresentou a tendéncia de ser dificil de se
trabalhar (pegajosa e deixou um globo sobre a membrana interna de casca). O
DMSO rapidamente se evaporou ou difundiu através da membrana, e ndo
deixou trago. O tratamento da membrana interna de casca com DMSO pode
ser uma técnica muito Util para ajudar na visualizagdo do blastoderme para
injecdo manual.

Exemplo 2

Para avaliar a toxicidade de DMSO no desenvolvimento
embridnico, embrides foram tratados com DMSO, cofno descrito no Exemplo
1 e colocados para chocar, e entdo comparados com embrides com nenhum
tratamento com DMSO. Para avaliar mais detalhadamente os efeitos de
DMSO sobre o clareamento da membrana interna de casca, foram usados
ovos que foram armazenados por somente 4 dias. Trés grupos de tratamento
foram usados:

A) JanelatDMSO: Ovos com janela na extremidade plana,
sem dano da membrana interna de casca. A membrana interna de casca foi
tamponada com DMSO. Somente ovos com um visivel blastoderme foram
mantidos neste grupo de tratamento. O blastoderme foi perfurado com uma

micropipeta de Humagen, cheio com meio de KRB, para similar inje¢fo. Os
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ovos foram selados com silicone + fita. N=42 (isto é, 42 ovos estavam neste
grupo).

B) Janela + nenhum DMSO: Ovos foram providos com janelas
na extremidade plana, sem dano da membrana interna de casca. Os ovos
foram selados com silicone + fita. N=39 (isto é, 39 ovos estavam neste
grupo).

C) Ndo manipulados: Ovos foram totalmente ndo manipulados
e colocados para chocar. N=54 (isto ¢, 54 ovos estavam neste grupo).

Resultados de Incubaggo:
Grupo de tratamento A B C
42 39 54
(A) Embrides mortos antes da inje¢do, transferéncia, ou de ponta cabe¢a, ou mal
formados.

Inférteis 1 3
Prematuramente mortos 8 2 2
Medianamente mortos 2 2

Rotagdo 2

Casca quebrada

Mal formados

De ponta cabega

TOTAL A 12 5 5

(A) Embrides que morreram ap6s a injegéo, transferéncia, ou vivos que ndo eclodiram
Mortos tardiamente 3

Pintos vivos 1 2 1
Pintos ndo vivos

Postos de lado

Mortos

Ma posicio 2 3 1
TOTAL B 6 S 2

(C) Normais incubados

TOTAL C [ 24G7%) | 29(74%) | 47 (87%)

Deve ser notado que existiram ovos podres na incubadora (de
um outro estudo), que deixaram vazar bactérias sobre o grupo de tratamento
A, provavelmente resultando na classificagdo ‘podres’, e os pintos
tardiamente mortos.

Existiu uma redugéo na chocagem dentre aqueles ovos tratados
com DMSO em comparagdo com ovos que foram exatamente providos com

janela e selados. Parte desta redugdo pode ser causada por contaminagdo por
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bactérias a partir dos ovos na incubadora. Existem mais ovos precocemente
mortos no grupo A que no grupo B ou C. Uma vez que existe menos ou nio
existem ovos inférteis no grupo A, € provavel que este aumento de mortes
precoces ¢ devido a toxidade de DMSO. O pequeno risco de toxidade de
DMSO pode ser ponderado por visibilidade e injetabilidade aumentadas do
blastoderme.

O precedente € ilustrativo da presente inven¢do e ndo deve ser
entendido como limitagdo da mesma. Embora poucas formas de concretizagio
de exemplo desta invenggo tenham sido descritas, aqueles com conhecimento
na arte apreciardo facilmente que muitas modificages sdo possiveis nas
formas de concretizagdo de exemplo sem fugir dos ensinamentos novos e
vantagens desta invengdo. Por conseguinte, todas de tais modificagdes sdo
destinadas a serem incluidas dentro do escopo desta invengdo como definida
nas reivindicagGes. A invengdo ¢ definida pelas seguintes reivindica¢des, com

equivalentes das reivindicagGes a serem aqui incluidos.
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REIVINDICACOES

1. Método de localizar um blastoderme dentro de um ovo de

ave, caracterizado pelo fato de que compreende:

formar uma abertura na casca de um ovo em um local sob o
qual um blastoderme é posicionado e de modo que uma membrana interna de
casca € exposta;

obter uma imagem digital da membrana interna de casca
exposta e material subjacente;

processar a imagem digital obtida para melhorar visibilidade
de um blastoderme na imagem digital; e

localizar o blastoderme na imagem digital via um software de
visdo de maquina.

2. Método de acordo com a reivindicaggo 1, caracterizado pelo

fato de que ainda compreende aplicar um material a0 ovo na membrana
interna de casca para melhorar sua transparéncia antes da obtencdo da

imagem.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que localizar o blastoderme na imagem compreende determinar
coordenadas de local do blastoderme na imagem, e ainda compreendendo
transmitir as coordenadas de local do blastoderme para o equipamento de
processamento de ovo.

4. Método de acordo com a reivindicaggo 3, caracterizado pelo

fato de que ainda compreende estender um dispositivo através da abertura na
casca de ovo e no interior do blastoderme em resposta a receber as
coordenadas de local.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que o dispositivo € um dispositivo de fornecimento que libera uma
substancia no interior do blastoderme.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo
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fato de que o dispositivo € um dispositivo de amostragem que remove
material de amostra a partir do blastoderme.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que o dispositivo € um dispositivo detector que detecta informagéo a
partir de dentro do ovo.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o ovo € selecionado do grupo consistindo de ovos de frango, peru,
pato, ganso, codorniz, faisdo, periquito, papagaio, cacatua, cockatiel, avestruz
e emu.

9. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo

fato de que ainda compreende selar a pequena abertura na casca de ovo apos
obten¢do da imagem.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende incubar o ovo até a eclos3o.

11. Método de acordo com a reivindicagdo S, caracterizado
pelo fato de que o dispositivo € um dispositivo de fornecimento de multiplas
injecoes.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado

pelo fato de que o material de amostra removido do ovo compreende células
blastodermais.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

pelo fato de que o dispositivo detector é selecionado do grupo consistindo de
sensores elétricos, sensores Opticos, sensores quimicos, sensores de
temperatura, sensores acusticos, e sensores de pressdo.

14. Método de localizar um blastoderme dentro de um ovo de

ave, caracterizado pelo fato de que compreende:
formar uma abertura na casca de um ovo em um local sob o
qual um blastoderme € posicionado e de modo que uma membrana interna de

casca € exposta;
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aplicar um material na membrana interna de casca para
melhorar sua transparéncia;

obter uma imagem digital da membrana interna de casca
exposta e material subjacente;

processar a imagem digital obtida para melhorar visibilidade
de um blastoderme na imagem digital;

determinar coordenadas de local do blastoderme na imagem
digital via software de visdo de maquina; e

transmitir as coordenadas de local para o equipamento de
processamento de ovo.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende estender um dispositivo através da
abertura na casca de ovo e no interior do blastoderme em resposta a receber as
coordenadas de local.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o dispositivo € um dispositivo de fornecimento que libera
uma substancia no interior do blastoderme.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o dispositivo € um dispositivo de amostragem que remove
material de amostra a partir do blastoderme.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o dispositivo é um dispositivo detector que detecta
inforniagéo a partir de dentro do ovo.

19. Método de acordo com a reivindica¢do 15, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende selar a pequena abertura na casca de ovo
apOs obten¢do da imagem.
20. Método de determinar se um ovo de ave é fértil,

caracterizado pelo fato de que compreende:

formar uma abertura na casca de um ovo em um local sob o
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qual um blastoderme esta provavelmente posicionado e de modo que uma
membrana interna de casca é exposta;

obter uma imagem digital da membrana interna de casca
exposta e material subjacente;

processar a imagem digital obtida para determinar se um
blastoderme estd presente na imagem digital; e

avaliar fertilidade do ovo de ave com base na presen¢a ou
auséncia de um blastoderme na imagem.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende iluminar a membrana interna de casca
exposta e subjazer material para luz azul durante a etapa de obter imagem
digital.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende iluminar a membrana interna de casca
exposta e subjazer material para luz azul durante a etapa de obter imagem
digital.

23. Método de acordo com a reivindicag¢do 20, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende iluminar a membrana interna de casca
exposta e subjazer material para luz azul durante a etapa de obter imagem

digital.
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RESUMO

“METODOS DE LOCALIZAR UM BLASTODERME DENTRO DE UM
OVO DE AVE E DE DETERMINAR SE UM OVO DE AVE E FERTIL”

Meétodos localizar ndo invasivamente blastodermes dentro de
ovos de aves sdo providos. Uma abertura é formada na casca de um ovo em
um local sob o qual um blastoderme é posicionado com base na orientagdo do
ovo; uma imagem de uma membrana interna de casca exposta e material
subjacente € obtido; a imagem obtida é processada para melhorar visibilidade
de um blastoderme na imagem; e o blastoderme ¢ localizado na imagem. Um
material pode ser aplicado ao ovo para melhorar transparéncia do membrana
interna de casca antes da obtengdo da imagem. Localizar o blastoderme na
imagem pode incluir determinar coordenadas de local do blastoderme na
imagem. Estas coordenadas de local pode ser transmitidas para equipamento

de processamento de ovo para subseqiiente processamento do ovo.
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