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Meio universal para vitrificacdo e aquecimento de embriGes
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USO PREVISTO

VitriFreeze ES™ e VitriThaw ES™ (VitriFreeze/Thaw ES™)
sé@o um kit de meio prontos para uso para vitrificacdo e
aquecimento de embrides humanos. O kit de vitrificacdo do
Estagio Inicial e seu protocolo devem ser usados com
embrides humanos entre 2PN e estagio blastocisto.
Apenas para uso profissional.

ANTECEDENTES

Vitrificagdo é o procedimento de criopreservagdo onde uma
solugdo liquida é convertida em um sélido amorfo, livre de
qualquer estrutura cristalina (Rall and Fahy 1985). Essa
técnica pode ser mais favoravel que o resfriamento lento
(Stehlik 2005). Vitrificacao ultra-rapida de zigotos e embrides
usando dispositivos de suporte “abertos” como o ‘Hemi-Straw’
ou ‘VitriPlug’, os quais permitem contato direto com o
nitrogénio liquido, resultando em muitos nascimentos de
bebés saudaveis (Vanderzwalmen, 2003).

De acordo com as regulacdes européias que determinam os
requerimentos de seguranga médica para criopreservagdo de
células humanas, foram desenvolvidos recipientes
hermeticamente fechados (assépticos) que evitam que o
embrido e nitrogénio liquido durante o congelamento e
armazenamento a longo prazo. Para esse proposito, foram
desenvolvidos o HSV (palheta da Cryo Bio System) e a capa
VitriSafe da MTG (Vanderzwalmen, 2009). Ambos os
dispositivos consistem em uma palheta interna que contém
uma calha na qual um volume pequeno de solugao
crioprotetora é depositado com um ou dois embrifes. Essa
palheta interna € inserida em uma palheta protetora externa
que é selada antes de ser imersa em nitrogénio liquido.
Devido ao isolamento térmico, no entanto, a taxa de
congelamento nesses dispositivos € reduzida se comparada a
dos dispositivos de suporte “abertos”. Assim, mais crioprotetor
tem que penetrar as célular visando garantir o estado
intracelular.

O kit de VitriFreeze ES ™ foi projetado para permitir que
quantidades suficientes de crioprotetor entrem no embriéo nos
diferentes estagios de desenvolvimento. Durante o
aquecimento, o kit De VitriThaw ES ™ foi projetado para
remover gradualmente os crioprotetores.

COMPOSICAO

VitriFreeze/Thaw ES ™ sdo meios de vitrificagdo com base de
dimetilssulfoxido (DMSO)/etileno glicol, que também contém
tampéo fosfato salino (PBS), sacarose, Ficoll e albumina do
soro humano (10-20 g/Litro). Os meios Des VitriFreeze/Thaw
ES ™ n&o contém antibioticos.

MATERIAL INCLUSO NO KIT
VitriFreeze ES™ kit (VF_KIT1_ES) contem 1 frasco de cada
meio:
» 5ml VitriFreeze ES ™ — Pre-incubation medium (“VPI")
» 1ml VitriFreeze ES ™ — Freezing medium 1
(5% DMSO — 5% EG) (“VF1”)
» 1ml VitriFreeze ES ™ — Freezing medium 2
(10% DMSO — 10% EG) (“VF2")
» 1ml VitriFreeze ES ™ — Freezing medium 3
(20% DMSO — 20% EG) (“VF3")
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VitriThaw™ kit (VT_KIT1_ES) contem 1 frasco de cada meio
» 5ml VitriThaw ES ™ — Thawing medium 1 (“VT17)

» 3.3ml VitriThaw ES ™ — Thawing medium 2 (“VT2")

» 1ml VitriThaw ES ™ — Thawing medium 3 (“VT3")

» 1ml VitriThaw ES ™ — Thawing medium 4 (“VT4")

» 1ml VitriThaw ES ™ — Thawing medium 5 (“VT5")

O meio deve ser usado na ordem mostrada acima (os frascos
podem estar em ordem diferente na caixa) e podem ser
utilizados em aproximadamente 3-4 procedimentos.

MATERIAL NAO INCLUSO NO KIT

» Placa de poco (ex. Nunc 144 444)

» Tanque de congelamento com nitrogénio liquido
» Banheira de agua (capaz de manter 37°C)

» Pipetas de diluigao

» Forceps

» Dispositivo de vitrificagdo (HSV, VitriSafe)

» Fluxo laminar (ISO Classe 5)

» Microscopio

» Temporizador de laboratorio.

VITRIFREEZE/THAW ES E EMBRIOCULTURA
VitriFreeze/Thaw ES ™ pode ser usado em combinagdo com o
GAIN ™ medium /FertiCult ™ medium (Flushing, IVF) antes do
congelamento e apds o descongelamento

ESPECIFICACOES DO PRODUTO

» Composigao quimica

» pH entre 7.20-7.40

» Osmolalidade:

e VPI: 270 - 295 mOsm/kg (critério de liberagéo: 270 — 290)

e VT2: 805 - 865 mOsm/kg (critério de liberacéo: 805 - 850)

e VT3:535 - 565 mOsm/kg

e VT4: 405 - 435 mOsm/kg

e VT5: 270 - 295 mOsm/kg (critério de liberagdo: 270 — 290)

» Esterilidade: SAL 103

» Endotoxinas: < 0.25 EU/mI

» Ensaio com embrides de camundongos (blastocistos apds

96h) = 80%

» Uso de produtos de graduacéo Ph Eur ou USP se
necessario.

» O certificado de anélise e MSDS estao disponiveis sob
demanda.

VERIFICACOES PRE-USO

» N&o use o produto se ele se tornar descolorido, turvo ou
mostrar qualquer sinal de contaminagéo bacteriana.

» N&o use o produto se o lacre do recipiente estiver aberto ou
defeituoso quando o produto for entregue.

» VitriFreeze ES - Freezing medium 2 pode conter pequenos
sais precipitados que n&o tem impacto na
performance/seguranc¢a do produto.

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO

» Armazenar entre 2-8°C.

» N&o congelar antes de usar.

» Proteja da luz solar.

» Os produtos podem ser usados com seguranga até 7 dias
depois de abertos quando mantidas condi¢des estéreis e os
produtos armazenados a 2-8°C.

» N&o usar ap6s data de expiragéao.

» Estabilizar ap6s o transporte (max. 5 dias) a temperaturas
elevadas (< 37°C).

AVISOS E PRECAUCOES
Medidas padréo para prevenir infec¢des resultantes do uso de
produtos médicos preparados a partir de sangue ou plasma



humano incluem uma selecdo de doadores, rastreio de
doagoes individuais e andlise de plasma para marcadores de
infeccao especificos e a inclusdo de etapas efetivas de
inativacéo/remocao de virus durante a fabricacéo. Apesar
disso, quando o produto medicinal é preparado a partir de
sangue ou plasma humano é administrado, a possibilidade de
transmissdo de agentes infecciosos nao pode ser excluida.
Isso também se aplica a virus e outros patdgenos
desconhecidos emergentes. Ndo ha trabalhos que provem
transmisséo viral com albumina fabricada sob as
especificacdes da Farmacopéia Européia. Portanto, manuseie
todos os espécimens como capazes de transmitir HIV ou
hepatites.

Sempre use vestudrio protetor quando manuseando
espécimens. Sempre trabalhe sob condi¢Bes de higiene
rigidas (ex. Fluxo laminar ISO Classe 5) para evitar possivel
contaminacao.

Apenas para a utilizac@o prevista. A seguranca a longo prazo
da vitrificagdo embrionaria nas criangas nascidas por meio
desse procedimento ainda é desconhecida

METODOS

Se assegure de que todos 0s meios estdo bem misturados
antes do uso. E fortemente aconselhavel que sejam lidos
atentamente todas as etapas do processo de
vitrificac@o/descongelamento antes do inicio do procedimento

Etapas preliminares

» Até 5 ciclos de vitrificagcdo (de um mesmo paciente) podem
ser feitos com um conjunto do meio preparado como indicado
abaixo. Ndo use o mesmo meio para pacientes diferentes!

» Abra quantos pacotes de dispositivos de vitrificagdo quanto
serdo necessarios para a etapa de vitrificacéo, levando em
consideracdo que 1 dispositivo pode ter 1 ou 2 embries
(cheque as instrugdes do dispositivo). Coloque as partes
separadas do dispositivo no fluxo de trabalho para ter facil
acesso a eles conforme forem necessarios.

» Procedimento de resfriamento: Em placa de 4 pogos:
250-300 pl VPI

250-300pl VF1

250-300ul VF2

250-300p! VF3

»» Procedimento de aquecimento: Em placa de 6 pocos:
500-800 pl VT1 (com dispositivo fechado)

250-300pl 1:1 diluico de VT1 e VT2 (somente para dispositivo
fechado)

250-300ul VT2 (com dispositivo fechado)

500-800ul VT2 (com dispositivo aberto)

250-300pl VT3

250-300ul VT4

250-300ul VT5

Protocolo de resfriamento usando um dispositivo fechado
(asséptico)

Esquente todos os meios do kit para temperatura ambiente
(20-25°C) antes do uso.

Estagio de

dese?wolvimento VPI RG b iG
Zigoto de 2 2 5-10° 4-5 40”-60”
células

4-8 células 2 5-7 4 407-60”
Mérula 2 5-7 4 40”-60”
Blastocisto inicial | 2’ 5-7 4 40”-60”
Blastocisto 2 5-10° 4 40”-60”
expandido

Nota: O processo completo de colocacéo do embri&o no meio
VitriFreeze ES Freezing medium 3, carregando o embrido no
dispositivo de vitrificag&o, inserindo o dispositivo em uma palheta
externa (se adequado) e o isolamento ndo deve demorar mais de 60s
antes de mergulhar o dispositivo no nitrogénio liquido. No caso de o
procedimento levar mais de 60s, faca nota disso para analisar o efeito
dos resultados posteriormente

Protocolo de resfriamento usando um dispositivo aberto
Esquente todos os meios do kit para temperatura ambiente
(20-25°C) antes do uso.

Estagi

dssae%\?otlj\?imento MiL VAR vz VS
Zigoto de 2 2 2 3 30°-40"
células

4-8 células 2 2 3 30°-40"
Mérula 2 2 3 307-40”
Blastocisto inicial | 2’ 2 3 307-40”
Blastocisto 2 2 4 307-40”
expandido*

* Se o encolhimento artificial for usado ( Vanderzwalmen, 2002; Son,
2003)

Nota: O processo completo de colocagdo do embrido no meio
VitriFreeze ES Freezing medium 3, carregando o embrido no
dispositivo de vitrificag&o, inserindo o dispositivo em uma palheta
externa (se adequado) e o isolamento ndo deve demorar mais de 60s
antes de mergulhar o dispositivo no nitrogénio liquido. No caso de o
procedimento levar mais de 60s, faca nota disso para analisar o efeito
dos resultados posteriormente.

Protocolo de descongelamento usando um dispositivo
fechado

Agueca todos os meios do kit em temperature ambiente (20-
25°C) antes do uso. (Alternativamente e como indicado em
vers&o anterior das instrucdes de uso, VitriThaw ES™ —
Thawing medium 1 pode ser aquecido & 37°C).

Estagio de VTL | VT1/2* | vT2 | VT3 | vT4 | VTS
desenvolvimento
Zigoto de 2- 17 17 1-2' 2-4 2-4
células %
4-8 células 1- 1- 1-2 2-4 2-4 E
1'30” | 1'30” £
Mérula 1- 1- 1-2 2-4 2-4 § g
1'30” | 130" 23
Blastocisto 1- 1- 1-2' 2-4 2-4 f\“. 3
Inicial 130" | 130" <2
Blastocisto 1= 1= 12 |24 |24 | §5E
expandido 1'30” | 1°30” % g
* Misture 1 parte de VitriThaw ES 1 com 1 parte de VitriThaw ES 2.

Protocolo de descongelamento usando um dispositivo
aberto

Aqueca todos os meios do kit em temperature ambiente (20-
25°C) antes do uso. (Alternativamente e como indicado em
vers&o anterior das instrugdes de uso, VitriThaw ES™ —
Thawing medium 2 pode ser aquecido & 37°C).

=L VT2 VT3 VT4 VTS
desenvolvimento
Zigoto de 2- 2 2-4 2-4
A 9 o
células Lo
4-8 células 2 2-4 2-4 S 82
Mérula 2 24 24 8o
n — s @ O
Blastocisto Inicial | 2’ 2-4 2-4 ° 52
=]
Blastocisto 2 2-4 2-4 Z ot
. -1 T
expandido
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IMPORTADOR BRAZIL:
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LTDA

RUA PAISSANDU 288 — LARANJEIRAS

RIO DE JANEIRO — RJ

CEP: 22210-080

01.856.395/0001-91

Se ocorrer problemas usando este produto, favor entrar
em contato com nosso Atendimento ao Consumidor:
(021) 2196-6100.

RESPONSAVEL TECNICO IN BRAZIL:

Ronaldo Reis Fontoura — CRM 525 1022-5

Registro: 80308320068 (VitriFreeze ES) ; 80308320071
(VitriThaw ES)

TECHNISCHE ONDERSTEUNING
FertiPro N.V.
M Industriepark Noord 32
8730 Beernem, Belgium

Tel +32 (0)50 79 18 05
Fax +32 (0)50 79 17 99

URL: www.fertipro.com
E-mail: info@fertipro.com
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