Republica Federativa do Brasil
Ministério da Industria, Comércio Exterior
e Servigos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(21) P1 1106685-7 A2

(22) Data do Depésito: 26/10/2011

* BRPI1106685A2*

(43) Data da Publicacao: 27/02/2018

(54) Titulo: TECNICA DE VITRIFICAGAO DE
OOCITOS EM SUPORTE METALICO

(51) Int. Cl.: AOIN 1/02

(52) CPC: AO1N 1/0268,A01N 1/0221,A01N
1/0226

(73) Titular(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PELOTAS

(72) Inventor(es): TIAGO VEIRAS COLLARES;
JOAO CARLOS DESCHAMPS; PRISCILA
MARQUES MOURA DE LEON; VINICIUS
FARIAS CAMPOS; FABIANA KOMMLING
SEIXAS; JOAO CARLOS DESCHAMPS

(74) Procurador(es): SILVA TRISCH DOS
SANTOS ACUNHA

(57) Resumo: TECNICA DE VITRIFICACAO DE
OOCITOS EM SUPORTE METALICO. A
presente invencéo refere-se a criopreservagéo
de odcitos de mamiferos utilizando suporte
metélico, e mais particularmente refere-se a
estrutura metélica criada para vitrificacéo,
servindo esta como suporte para manipulacéo,
armazenamento e estocagem dos odcitos em
palhetas; e a adicdo de copolimero bloqueador
de gelo as soluc¢éo crioprotetoras de vitrificag&o.
Existe no estado da técnica uma caréncia no
método de acondionamento das microgotas
vitrificadas contendo o0s o4citos, e além disso, a
principal causa de crioinjurias celulares é a
formacéo de gelo intra e extra celular. Em vista
disto, a presente invencdo abrange um suporte
metalico, que facilita a manipulagdo das
microgotas vitrificadas contendo os 00citos, poi
permite o armazenamento em palhetas de 0,5
mL; e a adicéo de copolimero bloqueador de
gelo nas solucdes de vitrificacdo, a fim de
diminuir as crioinjarias causadas as células. A
presente invencédo refere-se & metodologia de
criopreservacéo ultrarrapida, ao qual foi
elaborada para ser utilizada em laborat6rios de
biotécnicas reprodutivas especializados.
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Relatdério Descritivo

“TECNICA DE VITRIFICAGCAO DE OOCITOS EM SUPORTE METALICO”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdorefere-se a criopreservacao
de ob6citos mamiferos utilizando suporte metdlico, e mais
particularmente refere-se a metodologia e aestrutura
metdlica criada para vitrificacdo, servindo como suporte
para manipulacdo, armazenamento e estocagem dos odcitos.

[002] Mais especificamente, a presente invencéo
refere-se a composigcdo das solugdes crioprotetoras, com a
adicdo de bloqueadores de gelo a solugdo crioprotetora;a
estrutura metdlica utilizada na vitrificacdo;ao protocolo
utilizado na crioprotecdo e a vitrificacdo dos odcitos.
Permitindo assim a criopreservacdo de gametas femininos de
forma préatica, rapida e eficiente. Esta metodologia de
criopreservacdo ultrarréapida foi elaborada para ser
utilizada em laboratdérios de Dbiotécnicas reprodutivas
especializados. Pois, um protocolo seguro de
criopreservacdo,além de conservar o material genético de
reprodutoras de altodesempenho e de interesse zootécnico,

permite a formacdo de banco genético, a preservagdo de
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espécies e wutilizacdo em Dbiotecnologias de reproducéo
assistida.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Criopreservacgéo.

[003] A criopreservacdo é um processo onde células ou
tecidos bioldgicos sdo preservados através de temperaturas
muito baixas, geralmente -196°C. Por meio deste processo
se consegue a suspensdo dometabolismo celular e a
manutencdo das caracteristicasbioldégicas por um longo
periodo de tempo, mantendo a viabilidade celular.

[004] 0 processo de criopreservacao pode ser
classificados de acordo a taxa de resfriamento utilizada. O
congelamento lento atinge uma taxa de resfriamento entre
0,5°C a 1,6°C, esta metodologia requer em torno de 4 horas
de processo, e foi largamente utilizado na criopreservacéo
de embrides e obcitos. O congelamento rédpido atinge taxa de
resfriamento de 17°C a 30°C, este processo deve levar em
torno de 2 horas de duracdo. Enquanto que, o congelamento
ultra rapido pode atingir taxas de 20.000°C a 25.000°C,
onde todo o processo leva em média 3 minutos, sendo este ©
método de congelamento mais utilizado atualmente para
obcitos mamiferos. A taxa de resfriamento e o método de
congelamento sédo importantes fatores a serem considerados

na prevencdo crioinjurias.
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Criopreservagdo de odcitos.

[005] A criopreservacdo de obécitos é realizada em
muitas espécies de mamiferos incluindo humanos,
camundongos, bovinos, bubalinos, suinos e equinos.No
entanto, obécito sdo extremamente sensiveis ao congelamento,
pois sdo célulasgrandes, comuma baixa relacdo entre
superficie e volume,e ainda s&orodeados dezona pelucida,
dificultando a desidratacdo e a permeabilidade de membrana
aos crioprotetores.

[006] Obcitos no estédgio imaturo, de wvesicula
germinativa, s&o menos propensos adanos cromossdmicos e
microtubulares durantecriopreservacéo. Porém, obcitos
maturos, em metadfase II, também podem ser criopreservados.A
vitrificacdo ¢é o método de <criopreservacdo que esté
ganhando notoriedade devido a melhores taxas de sucesso na
criopreservacdo de odbdécitos imaturos e maturos.

[007] A criopreservacdo de odcitos,além de conservar o
material genético de fémeas reprodutoras de alto padréo
genético, permite a formacdo de banco genético, a
preservacdo de espécies em extingcdo e a utilizacdo da
criopreservacdo em biotecnologias de reproducdo assistida.

Vitrificacéo.
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[008] A vitrificacdo envolve rapidas taxas de
resfriamento e aquecimento em presenca de concentracgdes
altas de crioprotetores, evitando assim, a formacdo de
cristais de gelo intracelular e extracelular, e diminuindo
as crioinjurias causadas as células. O presente método
surgiu como alternativa aos métodos de congelamento lento e
rapido, a fim de obter resultados mais satisfatérios de
sobrevivéncia de obcitos e embrides.

[009] A vitrificacdo é uma técnica de criopreservacao
promissora na reproducdo assistida, sendo um procedimento
simples, menos oneroso, € Jque requer um menor tempo
despendido.Durante os Ultimos anos, diversas técnicas de
vitrificacdo vém sendo desenvolvidas, com 1isso, inumeros
agentes crioprotetores vém sendo utilizados em diferentes
concentracdes e combinacdes, com o objetivo de minimizar os

danos causados as células.

Vitrificagdo em Superficie Sélida.

[010] O método de wvitrificacdo em superficie sdélida,
denominado de Solid Surface Vitrification (SSVv), foi
desenvolvido com o objetivo de aumentar a taxa de
resfriamento durante a vitrificacéo. Este método é
aplicado sobre uma superficie de metal, pré-congelada

por 1imersdo parcial em nitrogénio ligquido, onde séo
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colocadas as microgotas de solucdo de vitrificacdo contendo
os obcitos ou embrides, que vitrificam ao imediato contato
com a superficie de metal. Este método foi aplicado em
obcitos bovinos, caprinos, suinos e equinos.

[011] A estrutura de metal descrita em patente
depositada, US006982172B2 de 3 de Jjaneiro de 2006, néo
prevé o armazenamento das microgotas vitrificadas. Sendo
utilizado criotubos para o armazenamento das microgotas em
nitrogénio liquido. Este tipo de armazenamento, além de
dificultar a manipulacédo na armazenagem e no
descongelamento, acarreta a perda de algumas microgotas
contendo obcitos/embrides durante o) processo de

vitrificacdo e desvitrificacéo.

Solugdes Crioprotetoras e bloqueadores de gelo.

[012] Para execugdo da criopreservacdo e manutencdo da
integridade celular é necessario a preparacdo celular com
substdncias crioprotetoras. Apesar da breve exposicdo dos
obcitos aos crioprotetores durante o} processo de
vitrificacdo, suas altas concentracdes podem causar danos
as células devido a sua toxicidade quimica e estresse
osmbético. Macromoléculas, como acgucares, soro fetal bovino
(SFB) e polimeros sintéticos, reduzem a toxicidade de

solucdes crioprotetoras.

Peticdo 870170092827, de 29/11/2017, pag. 9/25



6/17

[013] Os polimeros s&o materiais qgueapresentam em
sua estrutura molecular unidades relativamente simples
que se repetem, formando longas cadeias, resultando
em compostos de alta massa molecular.

[014] O Supercool X-1000™ (21st Century Medicine,
Inc., Rancho Cucamonga, CA, USA), é um blogqueador
sintético da formacéao de gelo que foi wutilizado na
invencdo patentiada por Fahy, G. & Wowk, B. US20070190517A1
em 16 de agosto de 2007, para a criopreservacgdo de o6rgdos.
Este Dblogqueador de gelo ¢ um copolimero de polivinil
dalcool (PVA) com 20% vinil acetato,que, quando adicionado
em baixa concentracdo nas solucgdes de vitrificacéo,
suprime a formacdo de cristais de gelo e se liga a membrana
celular, protegendo as células e aumentando a taxa de
sobrevivéncia apbds a desvitricacdo.O Supercool X-1000™
foi adicionado as solucdes de vitrificacéo para

criopreservar odécitos e embrides de camundongos.

OBJETIVOS DA INVENCAO

[015] A presente invencdo tem como objetivo principal
executar a vitrificacdo de odécitos de mamiferos através de
superficie de metal, criada para a manipulacdo durante a
vitrificacdo e armazenagem dos odécitos vitrificados,

permitindo o acondicionamento destes em palhetas.

Peticiio 870170092827, de 29/11/2017, pag. 10/25



7/17

Adicionalmente, a presente 1invencdo abrange a adicdo de
copolimero bloqueador de gelo nas solugdes de vitrificacéo,
a fim de aumentar a viabilidade dos obécitos pds-
criopreservacgdao.

[0lo] Existe no estado da técnica uma caréncia no
método de acondionamento das microgotas vitrificadas
contendo os odbcitos, pois o armazenamento tradicional
utiliza microtubos. Além disso, a principal causa de
crioinjurias celulares é a formacdo de gelo intra e extra
celular, causando principalmente danos de membrana. Para
preencher tal carénciaa presente 1invengdo mostra uma
estrutura de metal que deverd ser utilizada na manipulacéo
e armazenagem no processo de vitrificagdo de odcitos. E
ainda a presente invencdo adiciona copolimero bloqueador de
gelo as solucgdes de vitrificacédo.

[017] Em vista do exposto, tem a presente invencdo o
objetivo de provera criopreservacéo de obcitos de
mamiferos, facilitando o processo e tornando os resultados

de viabilidade mais satisfatdrios.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[018] A presente invencdo refere-se a criopreservacgdao
de odécitos de mamiferos utilizando um suporte metdlico e

blogqueador de gelo nas solugdes crioprotetoras.
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[019] Mais especificamente, a presente invencéo
refere-se a composicdo das solugdes crioprotetoras, com a
adicdo de copolimero Dblogqueador de gelo as solugdes de
vitrificacdo, a fim de obter uma menor taxa de crioinjurias
causadas aos odbécitos. Mais particularmente, a presente
invencdo refere-se a estrutura metdlica que devera ser
utilizada na manipulacdo, armazenamento e estocagem dos

obcitos durante a vitrificacéo.

Solugdes de Vitrifcagdo Crioprotetoras

[020] A solucdo crioprotetora de vitrificacdo 1 (SV1)
deverd ser composta por400pl de Etilienoglicol, 2ml de Soro
Fetal Bovino inativado (SFB) e 7,55mL de Meio de Cultivo de
tecidos 199 (TCM-199), 0,1% do copolimero blogqueador de
gelo Supercool X-1000™(21st Century Medicine, Inc., Rancho
Cucamonga, CA, USA), para um total de 10 mL de SV1.

[021] A solucdo crioprotetora de wvitrificacdo 2
(SV2)deverd ser composta de 3,5mL de Etilienoglicol, 2mL
de SFB inativado, 0,5 de Polivinilpirrolidona (PVP),
1,37g de Sacarose, 7,09mL de TCM-199, 0,1% do copolimero
bloqueador de gelo Supercool X-1000™, para um total de 10
mL de SV2.

Suporte Metalico
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[022] A estrutura metdlicadeverd ser construida a
partir de chapas de aluminio, com a finalidade de ser
utilizada para a vitrificacdo em superficie sdélida de
obcitos mamiferos. A estrutura finalizada deverd medir 16,4
cm de comprimento, 20 cm de largura, 13 cm dealtura e 4,5
cm de profundidade. Esta estrutura contém poros com 3 mm de
didmetro que permitem a instalacdo de seis ©palhetas
francesas de 0,5 mL.Para execucao da vitrificacéao
utilizando a presente invencédo descrita, o suporte metédlico
deverd ser colocado em caixa térmica e ainda submerso em
nitrogénio liquido. Quando submersa em nitrogénio liquido a
estrutura de aluminio atinge de -176°C a -180°C. A Figura 1
ilustra a estrutura metdlica utilizada para a vitrificacéo
de obcitos mamiferos.

[023] As microgotas vitrificados deverdo ser
armazenados nas palhetas com auxilio de pinca préviamente
congelada no nitrogénio liquido. A Figura 2 ilustra a
microgota vitrificada contendo os odb6citos, que devera ser
armazenada nas palhetas encaixadas na estrutura metdlica.
Apbds o processo de vitrificacdo, as palhetas deveréo
serdesencaixadas e em seguida seladas para o armazenamento

em nitrogénio liquido.

Vitrificagdo de Odbécitos em Suporte Metalico
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[024] Para execucdo do protocolo de vitrificacéo
proposto na presente invencdo, os o0b6citos deverdo ser
préviamente coletados e selecionados para a
ciropreservacdo. Os o06citos em estdgio imaturo e maturo
poderdo ser utilizados nesta metodologia proposta, assim
como deverdo estar com as calulas do cumulus (coroa
radiada) ao seu redor.Além disso, de forma prévia a
execucdo da criopreservacdo, as solugbes de vitrificacéo
deverdo ser confecionadas com antecedéncia e deverdo estar
aquecidas a 37°C no momento de inicio da vitrificacédo.

[025] Para inicio do protocolo de vitrificacdo, o
grupo de ocbdcitos que serdo criopreservados deverdo ser
colocados na solucdo de vitrificagdo crioprotetora 1, em
uma gota de 100 uL de SV1 (descrita no item Solugdes de
Vitrificacéo Crioprotetoras). Estes obcitos deveréo
permanecer na SVl durante 10 a 15 minutosem placa
aquecadora a 37°C. Em seguida,os odcitos, em grupo de 3 a 4
ob6bcitos, deverdo ser transferidos, em um volume maxino de
10pL, para a solugdo de wvitrificacdo crioprotetora 2.
Deverdo ser preparadas 3 gotas da SV2 (descrita no item
Solugdes de Vitrificacdo Crioprotetoras) de 60 plL cada para
que os obcitos, em grupo de 3 a 4, sejam passados em trés
tempos de 30 segundos cada nestas trés gotas de SV2. Estas

passagens em SV2 deverdo ser finalizadas em uma microgota
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de 3 pL de SV2 contendo os obcitos, coletada com auxilio de
micropipeta e ponteira de até 10 pl, a microgota devera ser
colocada diretamente na estrutura de aluminio (descrita no
item Suporte Metdlico), que estard dentro de caixa térmica
e submersa em nitrogénio liquido. As microgotas
vitrificadas deverdo ser colocadas nas palhetas encaixadas
na estrutura, 1isto deverd ser realizado com auxilio de
pinca préviamente congelada em nitrogénio liquido,
empurrando as microgotas através dos poros da estrutura
metdlica e desta forma os ob6citos s&o armazendos em
palhetas. Apds término do processo de vitrificacdo, as
palhetas deverdo ser desencaixadas do suporte metdlico com
auxilio de pingca e seladas com material atdéxico, para
armazenamento em raques no interior de botijdes de

nitrogénio liquido.

Desvitrificacdo de Odbcitos

[026] Para a desvitrificacdo dos odbécitos mamiferos,
deverd ser preparada préviamente uma solugdo de trealose a
0,3 M. No momento da desvitrificacdo esta solucdo devera
estar a 37°C para o requecimento dos odcitos vitrificados.
As palhetas deverdo ser retiradas das raques ainda
submersas em nitrogénio liquido, em seguida uma das

extremidades da palheta devera ser cortada e esta
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extremidade deverd ser voltada rapidamente para uma gota de
500 pL da solugdo de trealose 0,3 M. As microgotas
vitrificadas deverdo cair na solucdo de trealose aquecida,
permanecendo a 37°C durante 3 minutos.Apds este periodo,
osobcitos vitrificados/desvitrificados deverdo ser lavados
em trés gotas de 60 pL cada de TCM-199 adicionado de 10% de
SFB inativado, aquecido a 37°C, para a completa remocdo das

solucdes crioprotetoras.

Lista de Abreviaturas

[027] SSV:Solid Surface Vitrification - Vitrificacéo
em Superficie Sélida

SFB: Soro Fetal Bovino

PVA:Polivinil Alcool

SV1: Solucédo Crioprotetora de Vitrificacédo 1

SV2: Solucdo Crioprotetora de Vitrificacgdo 2

TCM-199: Meio de Cultivo de Tecidos 199

PVP:Polivinilpirrolidona

EXEMPLOS

[028] Para permitir uma melhor compreensao da
presenteinvencdo e demonstrar claramente 0s avangos
técnicos obtidos sdo agora apresentados exemplos de

possivelis variacgdes na criopreservacdo de odcitos mamiferos
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por vitrificacdo utilizando suporte metdlico.

EXEMPIOS
-Vitrificagdo utilizando suporte metalico.

[029] De acordo com as potenciais aplicacdes da
presente invencdo e de forma somente ilustrativa, sem a
intencdo de limitar em qualquer circunstdncia a abrangéncia
da presente invencdo, é descrita a seguir uma das possiveis
formas de criopreservacdo de odbécitos e embrides mamiferos
por vitrificacdo utilizando suporte metédlico:

EXEMPLO 1

— Criopreservagdo de odécitos por vitrificagdo em suporte
metdlico utilizando a adigdo de copolimero bloqueador de
gelo as solugdes crioprotetoras de vitrificacéo.

[030] Solucgdes de vitrificacdo:A solucgdo crioprotetora

de vitrificacdo 1 (SV1) deverad ser composta por:400ulL de
Etilienoglicol, 2mL de Soro Fetal Bovino inativado (SFB) e
7,55mL de Meio de Cultivo de tecidos 199 (TCM-199) e0,1% do
copolimero bloqueador de gelo Supercool X-1000™. A

solucdo crioprotetora de vitrificacdo 2 (SV2) deverad ser
composta por: 3,5 ml de Etilienoglicol, 2ml de SFB
inativado, 0,5g de Polivinilpirrolidona (PVP), 1,37g de

Sacarose, 7,09m1 de TCM-199 e 0,1

o\°

do copolimero

bloqueador de gelo Supercool X-1000™.
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[031] Vitrificacdo:Para a criopreservacdo de odbcitos

em estdgio imaturo e maturo com a presenca das células do
cumulus. As solugdes SV1I e 8SV2, adicionados de 0,1% do
copolimero bloqueador de gelo, deverdo estar aquecidas a
37°C. Os obcitos deverdo ser colocados em gota de 100 upL de
SV1l, permanecendo de 10 a 15 minutosa 37°C. Em seguida,
grupos de 3 a 4 odbcitos deverdo ser transferidos para SV2,
em trés gotas de 60 pL cada, permanecendo trés tempos de
30 segundos. Este periodo deverd ser finalizado em
microgota de 3 uL de SV2 contendo os odbcitos, que seré
depositada diretamente no suporte metalico submerso em
nitrogénio liquido. Logo apds, as microgotas vitrificadas
deverédo ser colocadas nas palhetas encaixadas na estrutura,
que serdo desencaixadas do suporte e seladas, e desta forma
os odcitos sdo armazendos em palhetas.

[032] Desvitrificacdo: uma extremidade da palheta

deverd ser cortada ainda em submersdo no nitrogénio
liquido, e na seque em seguida esta extremidade devera ser
voltada rapidamente para uma gota de 500 pL da solugdo de
trealose 0,3 M aquecida a 37°C para que as microgotas caiam
nesta solugdo, permanecendo durante 3 minutos. Apds este
periodo, os obcitos vitrificados/desvitrificados deveréo
ser lavados em trés gotas de 60 pL cada de TCM-199

adicionado de 10% de SFB inativado.
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EXEMPLO 2
— Criopreservagcdo de odbécitos por vitrificagdoem suporte
metdlico.

[033] Solucgdes de vitrificacdo:A solucdo crioprotetora

de vitrificacdo 1 (SV1) deverd ser composta por: 400uL de
Etilienoglicol, 2mL de Soro Fetal Bovino inativado (SFB) e
7,6mL de Meio de Cultivo de tecidos 199 (TCM-199). A
solucdo crioprotetora de vitrificacdo 2 (SV2) deverad ser
composta por: 3,5 mL de Etilienoglicol, 2mL de SFB
inativado, 0,5 g de Polivinilpirrolidona (PVP), 1,37g de
Sacarose, 7TmL de TCM-199 e 0,1% do copolimero blogqueador
de gelo Supercool X-1000™.

[034] Vitrificacdo:Para a criopreservacdo de odbcitos

em estagio imaturo e maturo com a presenga das células do
cumulus. As solucgbdes SV1 e SV2 deverdo estar aquecidas a
37°C. Os obcitos deverdo ser colocados em gota de 100 pL de
SV1l, permanecendo de 10 a 15 minutosa 37°C. Em seguida,
grupos de 3 a 4 obcitos deverdo ser transferidos para SV2,
em trés gotas de 60 pL cada, permanecendo trés tempos de
30 segundos. Este periodo deverd ser finalizado em
microgota de 3 uL de SV2 contendo os odbécitos, que sera
depositada diretamente no suporte metalico submerso em

nitrogénio ligquido. Logo apds, as microgotas vitrificadas
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deverdo ser colocadas nas palhetas encaixadas na estrutura,
que serdo desencaixadas do suporte e seladas, e desta forma
os obcitos sdo armazendos em palhetas.

[035] Desvitrificacdo: uma extremidade da palheta

deverd ser cortada ainda em submersdo no nitrogénio
liquido, e na seque em seguida esta extremidade deveréd ser
voltada rapidamente para uma gota de 500 pL da solucgdo de
trealose 0,3 M aquecida a 37°C para que as microgotas caiam
nesta solucdo, permanecendo durante 3 minutos. Apds este
periodo, os obcitos vitrificados/desvitrificados deverdo
ser lavados em trés gotas de 60 uL cada de TCM-199

adicionado de 10% de SFB inativado.

[036] Figura 1. TIlustracdo da visdo frontal do
suporte metdlico utilizado na vitrificacdo de obcitos de
mamiferos. 0 suporte devera ser utilizado ©para a
manipulacdo e armazenagem em palhetas das
microgotasvitrificadas contendo os obcitos. A estrutura
deverd medir 16,4 cm de comprimento, 20 cm de largura, 13
cm dealtura e 4,5 cm de profundidade. Esta estrutura contém
poros com 3 mm de didmetro que permitem o encaixe de seis

palhetas de 0,5 mL.
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[037] PFigura 2. Ilustragdo da visdo superior do
suporte metdlico utilizado na vitrificacdo de obcitos de
mamiferos. A seta indica microgota contendo os odcitos, que
foi depositada e vitrificada no suporte. Os seis poros (3
mm de didmetro cada)permitem o encaixe de palhetas de 0,5
mL. A microgota serd acondicionada na palheta com auxilio

de pinca préviamente congelado no nitrogénio ligquido.
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REIVINDICACOES

1. Método de wvitrificacdo de obcitos de mamiferos
caracterizado por:

(a) utilizacdo de estrutura metadlica que permite um
melhor manuseio durante o processo e possibilita uma maior
viabilidade dos odécitos no final do processo;

(b) docitos de mamiferos;

(c) adicdo de copolimero bloqueador de gelo X-1000 ao
meio de vitrificacdo que possibilita uma maior viabilidade
dos obécitos no final do processo de vitrificacéo;

(d) uma solucdo de vitrificacdo que contenha os

seguintes crioprotetores: etilenoglicol, DMSO, sacarose;

2. Método de vitrificacdo de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado por utilizar odcitos de eqgiiinos, bovinos,
ovinos, suinos, caprinos, humanos, <coelhos, caninos e
roedores;

3. Método de vitrificacdo de acordo com as reivindicacdes
1l e 2 caracterizado por vitrificar odécitos em seu estagio
imatura, de vesicula germinativa, e no estdgio maturo, de

metafase II;

4. Estrutura metédlica conforme reivindicacéao 1,
caracterizada pela utilizacdo de palhetas para a

vitrificacdo dos odécitos;
5. Método de vitrificacdo de acordo com a reivindicacédo 1

caracterizado por vitrificar os odécitos e embrides citados

na reivindicacédo 2;
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6. Método de vitrificacdo de acordo com a reivindicacdo 1
caracterizado por possibilitar a vitrificacdo dos embrides

transgénicos das espécies citadas na reivindicacdo 2.
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Desenhos

Figura 1.
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Figura 2.
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Resumo da Patente de Invencgdo para: WTFECNICA DE

VITRIFICAGAO DE OOCITOS EM SUPORTE METALICO”

A presente invencdo refere-se a criopreservagdo de
obcitos dé mamiferos utilizando suporte metdlico, e mais
particularmente refere-se a estrutura metdlica criada para
vitrificagdo, servindo esta como suporte para manipulacgéo,
armazenamento e estocagem dos obcitos em palhetas; e a
adicdo de copolimero bloqueador de gelo as solucgdo
crioprotetoras de vitrificacgao.

Existe no estado da técnica uma caréncia no método de
acondionamento das microgotas vitrificadas contendo os
obcitos, e além disso, a principal causa de crioinjurias
celulares é a formacdo de gelo intra e extra celular. Em
vista disto, a presente invencdo abrange um suporte
metdlico, que facilita a manipulagdo das microgotas
vitrificadas contendo os odcitos, poi permite o]
armazenamento em palhetas de 0,5 mL; e a adigdo de
copolimero blogqueador de gelo nas solugdes de vitrificagédo,
a fim de diminuir as crioinjurias causadas as células. A
présente invengdo refere-se a metodologia de
criopreservagdo ultrarrapida, ao qual foi elaborada para
ser utilizada em laboratdérios de biotécnicas reprodutivas

especializados.
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