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PROCESSO DE OBTENC;AO DE FORMULA(;@ES PARA FINS CONTRACEPTIVOS
EM ANIMAIS, UTILIZANDO O DIMETANOSSULFONATO DE ETANO (EDS);
FORMULACOES E USO DAS FORMULACOES PARA ADMINISTRACAO ORAL A
ANIMAIS
[001] O presente pedido de patente de invencao refere-se a um processo de obtencao
de formulacbes contendo EDS (Dimetanossulfonato de Etano), visando contracepgao
(infertilidade transitoria/reversivel ou duradoura/irreversivel, dependendo do regime de
exposicao) em animais, assim como as ditas formulacdes e seu uso por via oral em
animais.

CAMPO DE APLICACAO
[002] O presente pedido de patente de invencdo demonstra a inovacdo no campo
técnico relacionado com a Medicina Veterinaria.

ESTADO DA TECNICA
[003] O Dimetanossulfonato de Etano (EDS), embora conhecido e utilizado ha muitos

anos para deplecao reversivel de células de Leydig (CL), ndo havia sido antes testado
para fins anticoncepcionais com objetivo de controle populacional de animais.

[004] Os andrégenos sao especialmente importantes para a manutencao da
espermatogénese na idade adulta e a deplecdo experimental da producdo de
testosterona (T) pelo EDS é uma ferramenta valiosa para estudar eventos
androgénicos dependentes da espermatogénese. Ja é descrito na literatura que o EDS
provoca alteracdes especificas na imunoexpressao do receptor de andréogeno (AR) no
testiculo em relacdo a degeneracdo e regeneracdo da populacdo de CL e epitélio
seminifero. Foi observado perda total da imunoexpressdo de AR dos nucleos de
células de Sertoli (CS), CL e células peritubulares durante a primeira semana apos a
administracdo de EDS e que coincidiu com queda severa nos niveis de T. Duas
semanas apos a administracdo de EDS, a expressdo de AR foi recuperada. O padréo
de expressdo estagio especifico de androgenos em CS atinge seu maximo nos
estagios VII-VIII e apareceu 5 semanas ap0s o tratamento. A imunorreatividade de CL
para 3beta-HSD em diferentes pontos de tempo apos a administracdo de EDS
correlacionou-se com os valores de concentracdo T. A apoptose maxima de células

germinativas no dia 7 foi seguida pela perda total de esperméatides alongadas 2
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semanas apoés o tratamento com EDS. A regeneracdo do epitélio seminifero 3 semanas
apos a administracdo de EDS e em diante ocorreu em conjunto com o desenvolvimento
de uma nova populacdo CL indicada pelo aparecimento de células positivas para
3beta-HSD e aumento gradual na producdo de T. As mudancas especificas no AR
apos EDS, incluindo sua perda e recuperacdo em CS, sdo paralelas a eventos
degenerativos e regenerativos em células de Leydig e populacdes de células
germinativas, confirmando a estreita relacdo funcional entre Sertoli, Leydig e células
germinativas (Nina Atanassova et al, 2006). Nossa hipotese é que dependendo do
regime de exposicdo ao EDS os efeitos anti-fertilidade sejam mantidos ou se tornem
irreversiveis.

[005] O Dimetanossulfonato de Etano, um agente alquilante bem conhecido, destroi
seletivamente as CL. Para esclarecer as vias moleculares subjacentes a acdo do EDS
nas CL foram analisados os perfis de expressdo génica de uma linhagem especifica
TM3 de CL tratada com EDS. Neste estudo, foram analisadas as vias canodnicas
representativas e as vias de toxicidade/listas de genes usando o programa Ingenuity
Pathways Analysis. Em células TM3, 677 e 6756 genes foram identificados como
sendo regulados aumentando ou diminuindo sua expressdo apOs tratamentos com
EDS por 3 e 24 h, respectivamente (> 1,3 vezes alteracdes, p<0,05). A andlise da via
toxicoldgica revelou que a expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse
oxidativo mediado por Nrf2 mostrou mudancas notaveis no estagio inicial ou posterior
das células TM3 tratadas com EDS. Varios genes relacionados a esteroidogénese e
apoptose também foram diferencialmente expressos apds 24 h em células TM3
tratadas com EDS. No geral, a analise da via toxicoldgica usando perfis de expresséo
génica mostrou que o estresse oxidativo pode ser um fator importante na morte celular
em células TM3 afetadas pelo tratamento com EDS (Eun-Hee Lee, et al, 2012).

[006] A maneira pela qual os xenobidticos desreguladores do sistema enddcrino, como
os ftalatos, podem induzir mudancas no desenvolvimento do sistema reprodutor
masculino ainda permanece amplamente desconhecida. Foi explorada a aplicacéo de
EDS para eliminar CL do tipo adultas em testiculos de ratos, levando a sua

regeneracdo a partir de células-tronco residentes, como um novo sistema para
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investigar os efeitos do dibutil ftalato (DBP) e dietilestilbestrol (DES) na diferenciacao
de CL do tipo adulta. A vantagem desse modelo é que se pode estudar a diferenciacéo
de CL do tipo adulta in vivo independente do desenvolvimento enddcrino simultaneo a
puberdade. Nestes estudos preliminares, foi mostrado que tanto DBP e / ou DES,
administrados por 2 ou 4 dias apos a aplicacdo de EDS, de fato afetam a diferenciagéo
das CL no testiculo adulto, em grande parte aumentando a proliferacdo precoce destas
células e, possivelmente, atrasando a sua diferenciacdo. Em particular, no dia 27 pos-
EDS, um momento em que a trajetoria de diferenciacéo parece ser mais discriminativa,
foi observado que tanto DBP e / ou DES causam um aumento de quatro vezes na
densidade das CL e um aumento significativo na expressado dos transcritos do
marcador especifico da CL INSL3, receptor de horménio luteinizante (LH), Cypl7al e
Cyp 11al. Em conclusao, tanto o DBP quanto o DES sédo capazes de afetar as CL do
tipo adulta durante sua diferenciacao para causar uma perturbacgéo significativa em sua
capacidade funcional final (K Heng, et al, 2011).
OBJETIVOS DA INVENCAO

[007] O presente pedido de patente de invencdo propde um processo de obtencéo de
formulacbes contendo EDS, bem como as ditas formulagcbes e sua
ingestao/administracdo pela via oral para fins contraceptivos (inducéo de infertilidade
transitoria/reversivel ou duradoura/irreversivel, dependendo do regime de exposicéo). A
aplicacao da tecnologia pode se dar no controle populacional de pragas, como ratos,
em outros animais sinantrépicos, bem como outros animais, introduzindo-se pela via
oral, seja dieta liquida/sélida/pastosa (racdo animal, por exemplo), pilulas, iscas, etc.,
as formulacdes desenvolvidas a fim de reduzir ou eliminar a fertilidade das populacées
das espécies-alvo, que podem incluir animais sinantropicos, de estimagéo, animais de
zoolbgico, animais de interesse econdmico e animais silvestres. O EDS, embora
conhecido e utilizado ha muitos anos para deplecdo de CL, ndo havia sido antes
testado para fins contraceptivos com objetivo de controle populacional de animais.
Dessa forma, o projeto € inovador por atribuir esta nova funcionalidade e por tratar de
uma nova via de administracdo que ainda ndo havia sido explorada para essa

finalidade: via oral, com o composto misturado na dieta sélida, por exemplo.
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DESCRICAO DA INVENCAO E DA FIGURA
[008] Para melhor entendimento da invencéo a ser protegida, a seguir serdo descritas
as etapas do processo de obtencdo das formulacdes contendo EDS, visando
anticoncepcao e consequente reducdo da capacidade reprodutiva em animais.
[009] O processo de obtencdo de formulagdes contendo EDS para fins contraceptivos
em animais consiste das seguintes etapas:

[010] Etapa 1 - Sintese do EDS: Para a sintese do EDS, foram realizados os seguintes

procedimentos: Em uma solucdo de etilenoglicol (17 g, 15 mL) e piridina anidros (100
mL), sob banho de gelo-sal e constante agitacéo, foi adicionado 62 g (42 mL) de cloreto
de metanosulfonila gota a gota utilizando um funil de separacdo. Toda a reacédo foi
mantida abaixo de 5 °C por até 2h. Apos esse periodo, o banho de gelo foi removido e
a reacao foi mantida sob agitacdo por mais 20 minutos em temperatura ambiente. A
mistura reacional foi vertida, sob constante agitacdo, em uma mistura de gelo triturado
(600 mL) contendo acido sulftrico concentrado (100 ml), previamente preparado.
Verificou-se a formacéo de um precipitado branco, o qual foi filtrado a vacuo e lavando
constantemente com agua destilada gelada para remocédo do acido. O precipitado
formado foi recristalizado com metanol e cloroférmio (9:1), obtendo-se 46,5 g do EDS
puro. A Equacao 1 apresenta a reacao de obtencao do EDS:

(o)
OH + W0 - N (o]
HO N\ S~ Piridina S« oL/
cI7\ e, AN
. 0°C; 2h o
cloreto de metanosulfonila EDS

etilenoglicol

[011] Etapa 2 - Obtencédo de dieta sélida para administracdo via oral: Para a obtencao

de dieta solida os seguintes componentes foram utilizados, nas respectivas
guantidades:

a) Adicdo ou ndo de flavorizante, podendo este ser bacon, baunilha, chocolate ou
qualquer flavorizante utilizado com esta finalidade, nas concentragcées 10 a 50g/kg de
racdo, sendo tipicamente de 15 a 30g/kg. Para flavorizante bacon em po,
especificamente: 26,7 g de bacon em pd por quilograma de racdo de roedor (racdo

comercial comum, por exemplo, Presence);
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b) Solvente orgéanico, tipicamente o dimetilsulfoxido (DMSO - solvente): 1 mL de DMSO
por 400 mg de EDS;

c) EDS: na concentracdo desejada, por exemplo, 0,20 mg de EDS / kg de racéo.

[012] A Figura 1 apresenta a confirmacdo da estrutura do EDS por Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H). Os deslocamentos quimicos (5) foram
referenciados ao sinal residual de solvente ndo deuterado (CDCls). RMN *H (CDCls;
600 MHz): 6 3.09 (s, 6H, -CHj3); 4.47 (s, 4H; -CH,). Os dados obtidos estdo de acordo
com o reportado na literatura (Hamann et al 2013).

[013] O Quadro 1 resume os principais resultados de nossos estudos com ratos
comprovando a eficacia dos compostos administrados pela dieta: os diésteres, em
geral, sdo ativos por via oral e altamente cumulativos nas células espermatogénicas, o
gue proporciona a sua acao anti-fertilidade, tanto durante o tratamento quanto por um
periodo posterior, de acordo com o desenvolvimento das células afetadas. Entre os
diésteres antiespermatogénicos, destaca-se o EDS que, apds Unica exposi¢cdo via
injecdo intraperitoneal, induz infertilidade por meio de danos diretos nas CL. Esses
danos sdo provocados por estresse oxidativo e apoptose, via ativacdo dos receptores
FAS e caspase-3. Morfologicamente as CL em apoptose apresentam vesiculagado do
reticulo endoplasmatico, hipertrofia do complexo de Golgi, agregacédo, condensacao e
marginacdo da cromatina nuclear. Ha também uma alta atividade fagocitaria por

macrofagos intersticiais.

Peticéo 870210105740, de 16/11/2021, pag. 15/26



6/12

Quadro 1. Resumo de estudos desenvolvidos pelos inventores com a exposicado oral de ratos
(machos e fémeas) ao dimetanossulfonato de etano (EDS) e seus principais resultados na esfera

reprodutiva.
Regimes de
Projeto Dose de EDS Exposicao Principais Resultados

Ratos machos ) - ) »

( 50 de 15 Comprometimento da fertilidade, qualidade espermatica e

exposicdo de

di p) ¢ comportamento sexual. Resultados dose-dependente.

ias
Castragdo quimica
de ratos machos
alimentados com|Dose media de EDS Auséncia de espermatozoides apds 7 dias de tratamento,
EDS: uma nova|administrado para ratos com comprometimento do comportamento sexual e
abordagem para o|Wistar adultos: 25 e 40 Ratos machos|concentra¢des hormonais. Embora tenha havido recuperagao
controle mg/Kg/dia sendo (exposicdo de 30|dos parametros de fertilidade, eles ainda se mantiveram
populacional de|0,45mgig e 0,90mglg na dias) alterados em comparagdo com o grupo controle. O implante

roedores e outras

pragas urbanas

racdo, respectivamente

de testosterona provou que as alteragbes ndo foram

causadas apenas por decréscimo da testosterona.

Ratas fémeas
(exposicdo de 15

dias)

As

significativamente alteradas em relagéo ao grupo controle.

concentragbes dos horménios sexuais foram

Potencial

esterilizante do EDS
administrado
oralmente para
ratos na

peripuberdade

Dose média: 27,25
mg/kg/dia (EDS na
concentragdo de 0,20
mg/kg de racdo); 61,48
mg/kg/dia (EDS na
concentracdo de 0,45

mg/g de racao)

Machos
periptberes
(exposicdo de 35
dias: do dia pos-
natal 21 ao 56)

Dose mais alta: decréscimo no consumo de alimento e pesos
corpéreo. Diminuicdo do peso do testiculo, epididimo,
prostata, glandula seminal. Atraso na instagcdo da puberdade
e numero insuficiente de espermatozoides para analise da
motilidade espermaética. Dose mais baixa: reducdo do peso
testicular, da porcentagem de espermatozoides moveis e
aumento da porcentagem de

espermatozoides com

motilidade ndo progressiva.

Efeitos da
exposicéo
intrauterina e
lactacional ao EDS
sobre o]
desenvolvimento

sexual e a
fertilidade de ratos

Wistar

EDS na concentragdo de
0,4mg/g de rag&o. Dose
média durante a gestagao:
26,26mg/kg/dia.
média durante a lactagdo:
64,24mg/kg/dia. EDS na

concentracdo de 0,6mg/g

Dose

de ragdo. Dose média
durante a  gestacao:
35,94mg/kg/dia. Dose

média durante a lactagdo:
79,13mg/kg/dia.

Exposicao
intrauterina e
lactacional
(exposicdo de 30
do

gestacional 12 ao

dias: dia

dia pos-natal 21)

EDS a 0,4mg/g de racdo (machos): alteracdo no peso
corpéreo e peso de testiculo e epididimo, redugdo da
contagem espermatica no testiculo e epididimo, reducdo da
fertilidade. EDS a 0,4mg/g de ragdo (fémeas): redugdo do
peso do Utero, atraso na instalacdo da puberdade, redugéo
da fertilidade (menor nimero de corpos ltteos e fetos no teste
de fertilidade). EDS a 0,6mg/g de ragdo: altera¢cdo no peso
corpoéreo e peso de testiculo e epididimo, atraso na instalagéo
da puberdade, reducdo da concentracdo de testosterona

intra-testicular, comprometimento da motilidade espermatica.
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[014] A exposicdo ao EDS é capaz de diminuir a expressdo de 81 genes envolvidos
com a esteroidogénese, tais como Scarbl, Cypllal, Cypl7al, Hsd3bl, Cyplbl e
Cyp2al, e consequentemente alterar a concentracdo das enzimas envolvidas neste
processo. Perdas de linhagens adultas de CL provocam baixos niveis de T, e alteram
0s niveis hormonais do LH e horménio foliculo-estimulante (FSH). Além disso,
observam-se alteracbes sobre as CS e peritubulares, perda de receptores
androgénicos e apoptose de células germinativas. Foi constatado que CL comecam a
sofrer alteracBes degenerativas 12 horas apds a exposicdo ao EDS, sendo totalmente
destruidas e, somente semanas ap0s a exposi¢cdo, uma nova populacdo de células
pode ser identificada no tecido intersticial.

[015] As Tabelas 1 a 4 apresentam resultados mais detalhados de alguns dos estudos
realizados pelos inventores. Os dados mostram que ratos machos, mesmo quando
indiretamente expostos ao EDS durante a vida intrauterina e lactacdo apresentam
redugdo importante da fertilidade na idade adulta. Da mesma forma, ratos jovens,
puberes e adultos, expostos ao EDS, apresentam reducao significativa da fertilidade ou
de outros parametros reprodutivos mesmo apds periodos relativamente longos de
interrupcdo da administragdo do composto. Alguns desses efeitos sdo pelo menos
parcialmente reversiveis apés periodos de auséncia de exposicdo ao EDS. Portanto, a
continuidade da exposicdo ao EDS, assim como determinados regimes de
administracdo, podem manter de forma permanente o seu efeito anti-fertilidade.
Estudos realizados por outros pesquisadores tém demonstrado que, conforme o
periodo, 6rgdo e espécie exposta, o EDS pode apresentar diferentes efeitos. Em
cobaia, sapo, coelho e lagarto, por exemplo, a exposicdo ao EDS durante a idade
adulta apresenta propriedade citotoxica sobre as CL, o que parece nao ocorrer em
codorna, camundongo e bode, apesar de a espermatogénese e a fertilidade dessas
espécies serem temporariamente comprometidas, indicando um efeito direto do EDS
sobre os testiculos. Em roedores, foi constatado ainda que a idade do animal exposto
ao EDS tem influéncia significativa sobre a capacidade das novas CL, poOs-
regeneracao, em produzir T, o que leva a crer que animais mais velhos, a longo prazo,

nao alcancem as mesmas concentracdfes hormonais observadas em animais néo

Peticéo 870210105740, de 16/11/2021, pag. 17/26



8/12

expostos ao EDS previamente. Portanto, todos os trabalhos disponiveis até o presente
momento relatam infertilidade ou reducdo da fertilidade em diferentes espécies apés
injecdo intraperitoneal de EDS, visto que todas estas espécies apresentam goénadas
masculinas, e que estas possuem células de origem mesenquimal com funcéo
esteroidogénica.

[016] Assim, mesmo que ainda ndo testado em outras espécies de animais, acredita-se
gue o mecanismo de acdo seja 0 mesmo ou semelhante ao rato, ou seja, deplecao das
CL (espécie do sexo masculino) e possivelmente células da teca (células
mesenquimais da mesma origem embrionaria que as CL, mas para o sexo feminino).
[017] “USO DAS FORMULACOES CONTENDO DIMETANOSSULFONATO DE
ETANO (EDS) PARA FINS CONTRACEPTIVOS EM ANIMAIS”, de acordo com a
presente invencao, além dos animais sinantropicos, como o rato e a capivara, pode ser
utilizada em outros animais, tais como: animais de estimac¢do, animais de fazenda

(como galos e bois), de zooldgico e selvagens.
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Tabela 1. Parametros reprodutivos avaliados na peripuberdade, ap6s exposi¢cdo ao EDS por via oral

Perinatal (DG 12 ao DPN 21)

Exposicéo Periptbere (DPN 21 a 56)

Parametros Animais com 21 dias Animais com 56 dias Animais Plberes (57 dias)

Controle Menor dose Maior dose Controle Menor dose Maior dose Controle Menor dose Maior dose
Peso corporal 4954+274 3440+1,19] 2355+1,10 284,40 + 10,28 247,70+4,32 | 201,70+ 5,65 | 258,60 + 9,14 231,10 £ 6,24 201,80 +4,54 |
Testiculo (mg) 118,20+591 79,03+567 | 54,75+3,23| | 1434,00+43,62 1149,00+2572 | 957,80 +26,87 | 1,27 £0,04 1,14 £ 0,03 0,89+0,03 |
Epididimo (mg) 16,94 + 1,11 15,23 £0,84 12,30+ 0,63 255,40 £ 11,60 209,60 £ 9,08 | 176,60 £ 9,57 | 258,70 £ 11,57 210,80 £ 13,48 52,28 +17,41 |
Préstata (mg) 229,20 + 14,67 178,50 + 10,53 | 170,00 + 14,08 | 202,30 + 6,93 169,00 + 15,06 94,79+ 13,79 |
Glandula seminal com secregédo (mg) 367,80 £ 36,01 379,70 £ 28,09 257,30 £ 28,40 | 376,70 £ 32,37 158,60 + 19,09 | 27,90 £4,05 |
Glandula seminal sem secrecéo (mg) 168,90 + 21,64 149,20 + 12,06 110,80 + 14,18 | 160,20 + 8,01 95,82+7,34 | 2412+4,87 |
Espermatozéides com morfologia normal (%) 94,00 (89,00-94,00) 94,00 (87,00-94,50) 28,00 (10,25-36,00)
Espermatozdides méveis progressivos (%) 53,50 (50,25-66,75) 37,62 (30,00-43,00) 0,00 (0,00-12,17) |
Espermatozéides iméveis (%) Né&o avaliado. 25,00 (13,46-30,75) 29,00 (24,00-30,00) 100,00 (63,33-100,00) 1
Concentracéo de espermatozoéides no testiculo (em milhdes) 191,60 + 4,30 177,30 £ 9,61 100,80 + 8,96 |

N&o avaliado.

Tubulos seminiferos normais (%) 96,00 (92,50-97,00) 87,50 (85,00-93,00) 54,50 (50,50-57,00) |
Diametro dos tibulos seminiferos 263,50 + 4,02 273,10 £2,94 265,80 £ 5,27
Altura do epitélio seminifero 83,10+ 1,24 98,84 + 1,86 1 97,68+ 1,26 1
Testosterona intratesticular (ng/ml) 5,06 + 1,61 1,81+0,47 | 0,77 +0,02 |
Testosterona (ng/ml) 0,14+ 0,04 0,11+0,06 0,92 +0,17 0,58+ 0,15 0,18 + 0,03 0,05+0,01 | 0,01+0,00 |
FSH (ng/ml) 17,99 = 3,36 Né&o avaliado. 11,84 +3,47 12,95 +1,98 Né&o avaliado. 13,78 +1,33 10,90 £1,15 11,70 £ 1,06 22,11+1,851
LH (ng/ml) 1,68+0,44 1,56 £0,75 1,39+£0,12 1,59 +0,23 2,34 £ 0,25 2,64 £0,30 19,13 +£3,91 1
Idade da separagao prepucial (dias) 42,89 + 0,39 45,80 £ 0,71 50,71 +1,19 1

Valores expressos como média + erro padrédo da média (Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0,05), como mediana (intervalos interquatilicos 25 — 75; Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn; p < 0,05), ou como porcentagem de

ocorréncia (n° de ocorréncias / n° total avaliado; Teste de Fisher ou Qui-quadrado; p < 0,05 vs grupo Controle).

Legendas:

1 = aumento estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

| = redugao estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.
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Tabela 2. Parametros reprodutivos avaliados na idade adulta, ap6s exposicdo intrauterina e lactacional ao EDS, ou exposic¢do juvenil por via oral.

Gestacional e lactacional (DG 12 ao DPN 21)

Exposicédo Peripubere (DPN 21 a 56)

Parametros Animais adultos Animais Adultos (127 dias; 70 dias ap6s exposicao)

Controle 0,40mg/g 0,60mg/g Controle 0,20mg/g 0,45mg/g 0,20mg/g+ T 0,45mg/lg+ T
Peso corporal 426,2 + 12,2 397,1+55 | 296,8+9,1 | Avaliado com os animais pUberes
Testiculo (g) 1,73+0,05 1,42 +0,04 | 1,27+0,03 | 1,74 +0,03 1,68 + 0,05 1,56 + 0,06 1,70+0,07 1,51 +0,08
Epididimo (mg) 635,6 +19,5 546,2+15,5 4373+83 | 650,30 + 13,93 617,80 + 27,44 531,00 £ 19,14 | 628,80 + 18,09 504,30 = 31,14 |
Prostata (mg) 418,0 +£ 30,6 395,1+45,1 294,0 +34,5 | 532,1 + 54,90 437,90 + 31,36 363,40 £36.85 | 444,90 + 40,48 419,90 + 35,13
Glandula seminal com secrecéo (g) 1,13+ 0,05 1,20 £ 0,04 0,76 £0,07 | 1,14 + 0,08 0,99 +0,08 0,77 £0,08 1,03+ 0,09 0,87 £0,04
Glandula seminal sem secrecéo (g) 0,34 +0,01 0,35+0,02 0,30+ 0,02 | 0,36 £ 0,02 0,33 +0,02 0,23 +0,02 0,34 £0,03 0,28 £0,01
Espermatozoides com morfologia normal (%) 93,0 (90,0 - 95,5) 93,5 (91,7 - 96,5) Nao avaliado. 99,0 (98,0 - 100,0) 98,5 (97,5 - 99,0) 98,5(97,7-99,0) 98,0(97,0-100,0) 98,0 (95,5-98,5)

Espermatozoides moveis progressivos (%)
Espermatozoides imoveis (%)
IConcentragdo de espermatozoides no testiculo (em milhdes)
Concentracéo de espermatozoides no epididimo - cab/corpo (em
milhdes)
Concentracéo de espermatozoides no epididimo - cauda (em milhdes)
TUbulos seminiferos normais (%)
Diametro dos tlbulos seminiferos
|Altura do epitélio seminifero
olume nuclear de células de Leydig
Machos que realizaram comportamento copulatério (%)
Taxa de prenhez (%)

Potencial de fertilidade (%)

Perda pré-implantagao (%)

Perda pés-implantacéo (%)
Testosterona intratesticular (ng/ml)
Testosterona (ng/ml)

FSH (ng/ml)

LH (ng/ml)

86,0 (79,0 - 91,0)
7,0 (4,0 - 11,0)
300,9 +20,9

125,2+10,9

902,6 +37,3
93,5 (90,5 - 95,2)
3105+12,7
96,3+3,6
1748491
87,5(n=7/8)
91,7 (n = 11/12)

100,0 (92,5 - 100,0) (n=5)

0,0(0,0-75)

0,0(0,0-9,1)

376,30 + 20,41
1,55 + 0,36
8,09 +0,80
1,34 +0,22

82,0 (77,0 - 83,5)
12,0 (5,5 - 13,5)
2358+ 154

91,0+9,8 |

863,9 + 76,4
92,0 (90,5 - 96,0)
303074
933+34
169,3+ 6,1
87,5 (n=7/8)
47,7 (n="7/15) |

96,7 (93,3 - 100,0)

(n=2)
33(0,0-6,7)
38(0,0-7,7)

Néo avaliado.

59,0 (51,0 - 63,5) |
23,0 (21,0 - 34,0) 1

Néo avaliado.

140,40 + 14,06 |
0,97 +0,14
8,61+ 0,93
1,25+0,29

68,0 (64,2 - 75,5)
16,0 (12,7 - 17,0)
2740463

102,7 £ 8,8

2793£137
97,0 (96,5 - 99,5)
348,6 + 18,4
955+3,1
128,5+19,3
100 (n = 10/10)
100 (n = 7/7)

99,04

0,0 (0,0 - 0,0)

3,8(0,0-89)
10,64 + 1,81
0,30 + 0,06

574+0,38

0,95 + 0,17

65,5 (51,0 - 70,0)
16,0 (15,0 - 21,0)
274,7+18,3

90,3+8,9

264,5 + 239
95,0 (89,0 - 99,0)
337,7+65
94327
99,6 +7,9
77,78 (n = 7/9)
100 (n = 8/8)

87,29 |

92(1,7-26,1)

0,0 (0,0-9,4)
732 +1,62
0,25 +0,05
6,02 +0,37
1,23+0,18

63,0 (55,5 - 69,0)
18,0 (15,0 - 25,0)
2450+19,3

90,2+9,5

236,595
97,0 (89,0 - 99,0)
356,6 + 7,9
94719
180,8 + 22,8
100 (n = 10/10)
100 (n = 9/9)

91,53 |

9,1 (0,0 - 14,4)
0,0 (0,0 - 9,5)
4,02+ 1,08 |
0,33+0,06
7,84 +1,02
2,730,571

63,5 (48,7 - 68,0)
18,0 (14,0 - 20,0)
269,793

102,3+4,0

2639 +431
98,0 (88,5 - 99,0)
3299 +131
91,5+2,0
139,9 + 26,2
100 (n = 9/9)
85,71 (n = 6/7)

93,85

0,0 (0,0 - 13,8)
0,0 (0,0-9,8)
8,29 +1,16
0,44 £ 0,09
7,36 + 0,54
1,45 + 0,26

63,0 (50,2 - 65,7)
21,5 (16,5 - 29,7)
2754 + 14,5

934+83

216,6 + 13,5
89,0 (74,0 - 95,5)
328,6 +12,6
89,5+ 4,0
167,7+97
88,89 (n = 8/9)
75 (n = 6/8)

84,51 |

3,3(0,0 - 30,0)
3,6 (0,0 - 12,5)
4,54+ 1,56
0,33+0,07
9,79+ 1,06 1
1,96 + 0,47

Valores expressos como média + erro padrdo da média (Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0,05), como mediana (intervalos interquatilicos 25 — 75; Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn; p < 0,05), ou como porcentagem de
ocorréncia (n° de ocorréncias / n° total avaliado; Teste de Fisher ou Qui-quadrado; p < 0,05 vs grupo Controle)..

Legendas:

(T) = implante subcutaneo de testosterona.

(1) = aumento estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

(}) = redugdo estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

(-) = grupo néo avaliado para este parametro por possuir n = zero.

(DG) = Dia gestacional

(DPN) = Dia p6s-natal
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Teste de
fertilidade

Taxa de prenhez = (N° de fémeas prenhes / N° de fémeas inseminadas) x 100

Potencial fértil = (N° de sitios de implantagdo / N° de corpos ldteos) x 100

Perda pré-implantacéo = ((N° de corpos liteos - N° de sitios de implantagdo) / N° de corpos Iiteos) x 100

Perda p6s-implantacéo = ((N° de sitios de implantacdo - N° de fetos vivos) / N° de sitios de implantagdo) x 100
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Adulto | (Teste de doses)

Espermatozoides com morfologia normal (%)
Espermatozoides moveis progressivos (%)

Espermatozoides imoveis (%)

99,0 (97,5 - 99,5)
63,0 (43,0 - 71,0)

18,0 (12,0 - 21,0)

96,5 (93,0 - 97,0)
24,0 (19,0 - 56,0)|

46,0 (30,0 - 56,0) 1

39,0 (19,7 - 78,5) |
00,0 (00,0 - 14,0) |

100,0 (60,0 - 100,0) 1

98,0 (96,7 - 98,5)
59,0 (58,0 - 67,0)

29,0 (24,0 - 32,0)

98,0 (97,5 - 99,2)
47,0 (25,0 - 60,0)

36,0 (26,0 - 45,0)

Parametros 7 dias ap6s exposicao 70 dias apds exposicdo

Controle 0,45mg/g 0,90mg/g Controle 0,45mg/g 0,90mg/g
Peso corporal 468,9 + 26,5 465,4 +20,1 422,8 +25,0 545,2 + 18,0 5445 + 16,8 499,3+23,38
Testiculo (g) 1,91+0,13 1,85+0,11 1,36+ 0,15 | 1,88 + 0,06 1,91+0,17 1,76 + 0,16
Epididimo (mg) 704,1 + 60,6 551,8 £ 36,8 368,0+47,6 | 712,9+234 7434 +111 652,6 + 50,3
Prostata (mg) 496,8 + 54,0 314,7 £ 56,0 170,6 + 56,0 | 574,0 £41,0 517,4 £ 47,5 460,7 £ 35,8
Glandula seminal com secrecéo (g) 1,23+ 0,15 0,56+ 0,17 | 0,22+0,03 | 1,39+ 0,11 1,32+ 0,07 1,21+ 0,07
Glandula seminal sem secrecéo (g) Néo avaliado. N4o avaliado.

98,0 (85,5 - 99,0)
60,0 (42,0 - 65,0)

23,0(16,0 - 41,0)

IConcentragdo de espermatozoides no testiculo (em milhdes) 195,2 + 16,6 168,2 £ 16,3 63,7+16,5 | 249,4 £ 20,3 2185+9,5 162,1 + 39,4
Concentracéo de espermatozoides no epididimo - cab/corpo (em milhdes) 87,1+38 83,3+5,6 47,6 +21,8 115,0 £ 13,0 1157 £ 11,6 32,2+157
IConcentragdo de espermatozoides no epididimo - cauda (em milhdes) 218,3+29,6 107,3+22,8 | 16,8 +52 | 248,8 + 14,1 201,7+£20,3 208,0 £ 34,4
TUbulos seminiferos normais (%) 95,5 90,4 5221 94 90,8 854 |
Diametro dos tlbulos seminiferos 270,8 8,4 265,2 + 6,6 2339+ 11,6 | 251,2+7,9 284,6+4281 250,0+ 7,7
IAltura do epitélio seminifero 83,7+3,1 81,9+19 743+42 78,7+3,0 939+2,6 79,8+2,0
olume nuclear de células de Leydig Néo avaliado. N4o avaliado.
Machos que realizaram comportamento copulatério (%) 100 (n=5/5) 80 (n=4/5) | 100 (n=5/5) 100 (n=5/5) 80 (n=4/5) | 60 (n=3/5) |
Taxa de prenhez (%) 100 (n = 5/5) 60 (n = 3/5) 40 (n = 2/5) 100 (n = 5/5) 60 (n = 3/5) 100 (n = 5/5)
Potencial de fertilidade (%) 94,28 57,57] 12,86] 96,77 61,29] 89,87]
Perda pré-implantacgao (%) 5,72 42,42 1 87,14 1 3,23 38,71 1 10,13 1
Perda pés-implantacéo (%) 0 71,051 77,781 0 131 61
Testosterona intratesticular (ng/ml) 133+62,3 27,26+6,9] 9,94+2,0| 108,2+35,2 40,0+4,16 92,12+42,96
Testosterona (ng/ml) 1,55+ 0,3 0,52+ 0,16} 0,16+ 0,05 1,5+0,6 1,0+ 0,47 1,5+ 0,46
FSH (ng/ml) 8,0+0,53 24,4+6,61 27,142,617 9,2242,4 9,83+1,3 11,47+2,3
LH (ng/ml) 2,11,0 9,0+1,41 14,242,117 0,9+0,44 1,240,15 1,540,7

Valores expressos como média + erro padrdo da média (Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0,05), como mediana (intervalos interquatilicos 25 — 75; Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn; p < 0,05), ou

como porcentagem de ocorréncia (n° de ocorréncias / n° total avaliado; Teste de Fisher ou Qui-quadrado; p < 0,05 vs grupo Controle).

Legendas:

Teste de

'Taxa de prenhez = (N° de fémeas prenhes / N° de fémeas inseminadas) x 100

Potencial fértil = (N° de sitios de implantacéo / N° de corpos liteos) x 100
Perda pré-implantacdo = ((N° de corpos ltteos - N° de sitios de implantag&o) / N° de corpos luteos) x 100
Perda pos-implantacdo = ((N° de sitios de implantacdo - N° de fetos vivos) / N° de sitios de implantagéo) x 100

(1) = aumento estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

(1) = redugdo estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle. fertilidade

(-) = grupo néo avaliado para este parametro por possuir n = zero.
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Tabela 4. Parametros reprodutivos de ratos machos adultos, apds exposi¢do ao EDS por via oral.

Adulto 11 (Teste de reversibilidade)

Parametros 7 dias ap6s exposicao 70 dias ap6s exposicao 130 dias ap6s exposicao
Controle 0,90mg/g 0,90mg/g+ T Controle 0,90mg/g 0,90mg/g+ T Controle 0,90mg/g 0,90mg/g+ T

Peso corporal 460,4 + 13,6 3869+ 11,5 385,782 503,4 + 18,3 4529+9,9 465,2 + 14,8 505,9 + 24,2 479,1+18,5 454,2 + 13,2
Testiculo (g) 1,76 +0,16 0,67 +0,14 | 0,47+0,9 | 1,87 +0,04 1,29+ 0,09 | 1,31+0,12 | 1,80 + 0,04 1,12+0,13 | 1,42 +0,04 |
Epididimo (mg) 671,0 + 70,0 226,0+350]  310,3+333 ] 698,4 + 22,5 4553+22,6 |  391,9+293 | 702,1+20,1 4745+395|  533,9+11,8]
Prostata (mg) 5782+78 118,5+42,4 | 381,2+332 | 577,2+19,4 389,0+29,1 | 500,7 + 61,7 523,2 £ 46,7 491,6 +41,0 538,7 £ 36,3
Glandula seminal com secrecéo (g) 1,27 +0,08 0,23 +0,02 | 1,21 +0,09 1,30 £ 0,07 0,86 +0,07 | 1,09 + 0,09 1,51+0,11 0,94 +0,13 | 1,21+0,15
Glandula seminal sem secrecéo (g) 0,43 + 0,03 0,18 +0,01 | 0,48 + 0,02 0,33 +0,06 0,37 £ 0,02 0,47 £ 0,03 0,51 +0,03 0,38 +£0,02 | 0,45+ 0,33
Espermatozoides com morfologia normal (%) 96,7 (95,5 - 98,4) ; 8,0 (0,0-19,0) | |99,0(97,5-99,0) 2° (91'16 “96:4) 84.0(70,7 - 95,5) 1| 97,0 (96,5 - 98,0) **° (gl’f “950) 960 (94,1-97,1)
Espermatozoides méveis progressivos (%) 73,5 (71,2 - 75,5) - 0,0 (0,0-0,0) | |72,0(65,0-76,0) 365 (27‘l0 -40.0) 49,0 (34,0 - 55,0) | 68,0 (65,0 - 74,0) 59,5 (56,2 - 63,0) 50,0 (44,0 - 60,7) |,
Espermatozoides iméveis (%) 13,0 (12,0 - 14,7) ; 1001'80%?%0 17,0 230-20,0) 300 (43%0 “58.2) 37.0(32,5- 46,5) | 17,0 (15,0 - 20,0) 25,5 (23,0 - 28,2) 33,5 (26,2 - 40,0) 1
IConcentragdo de espermatozoides no testiculo (em milhdes) 265,3+13,4 32+1,5] 0,0+0,0 | 273,0 £18,5 112,8+ 11,5 93,5+25,5] 262,3+12,5 92,3+249 | 1375+ 14,7 |
IConcentragdo de espermatozoides no epididimo - cab/corpo (em milhdes) 171,8 £ 11,2 0,4+02 | 02+0,1] 105,3+12,0 116,1 £22,1 1 78,5+223 185,7 £17,2 112,6 £254 | 116,7+6,4 |
Concentracédo de espermatozoides no epididimo - cauda (em milhdes) 330,3+30,4 02402 | 2,6+0,9 ] 296,5+ 13,6 101,3+20,4 | 53,7+243 | 363,4 £ 35,3 160,1 £45,0 | 191,3+17,2 |
Tabulos seminiferos normais (%) 955(945-97,0) 05(00-22)| 00(00-02) |945(915-955) °° (44l2 ~852) 552 (38,0 - 75,0) 1| 96,5 (95,7 - 98,0) &4° (6315 “922) 815 (72,0-852) |
Diametro dos tdbulos seminiferos 266,4 6,5 204,3+4,1 | 2042+79] 322,4+233 317,3+314 255,0+6,1 301,2+838 286,7+4,5 263,5+10,0
IAltura do epitélio seminifero 851+3,1 67,2+24 | 55,828 104,7 £ 6,0 849+64 | 69,8+1,0 | 87,7+44 795+22 741+38

olume nuclear de células de Leydig 148,0+ 11,0 67,1 +5,6 | 744 +6,0 | 1542+ 11,2 107,2+£ 15,6 | 116,745 143,7+8,5 108,3+ 10,4 | 1139148
Machos que realizaram comportamento copulatério (%) 100 (n = 10/10) 70 (n=7/10) 80 (n = 8/10) 100 (n = 10/10) 70 (n=7/10) 80 (n = 8/10) 100 (n =9/9) 88,87 (n = 8/9) 90 (n = 9/10)
Taxa de prenhez (%) 87 (n=7/8) 0(n=0/10) | 0(n=0/10) | 100 (n = 10/10) 80 (n = 8/10) 80 (n = 8/10) 100 (n =9/9) 78 (n=7/9) 80 (n = 8/10)
Potencial de fertilidade (%) 75,21 0,00 | 0,00 | 98,53 59,48 | 64,96 | 98,18 67,77 | 59,03 |
Perda pré-implantagio (%) 24,79 100,00 1 100,00 1 1,47 40,52 1 35,04 1 1,82 32,231 40,97 1
Perda pos-implantagao (%) 0,0 (0,0-6,2) - - 11,7(00-178) 00(00-77)  36(00-113) | 00(00-80) 00(00-111)  0,0(0,0-14,8)
Testosterona intratesticular (ng/ml) 93,86 + 16,7 18,62 £2,62 | 2,19+0 | 88,63 + 17,86 98,86 + 26,35 108,2 £19,74 58,06 + 12,55 58,70 £ 9,03 64,24 £9,18
Testosterona (ng/ml) 1,97 0,41 0,30+ 0,04 | 1,05+0,12 | 0,53 +0,14 0,59 + 0,07 0,73 0,23 0,44 + 0,07 0,42 + 0,06 0,49 + 0,09
FSH (ng/ml) 5,97 £ 0,92 29,90 + 1,58 1 7,02+151 10,67 £ 1,26 17,48+ 1,24 1 13,67 £1,75 7,719+1,14 14,23 £1,56 1 10,49 + 1,40
LH (ng/ml) 1,76 £ 0,18 13,02+ 1,24 1 1,15+ 0,16 3,45+ 0,65 4,32 +0,37 3,98 + 0,66 2,19+0,39 4,36 £0,87 1 3,03+0,39

Valores expressos como média + erro padrdo da média (Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0,05), como mediana (intervalos interquatilicos 25 — 75; Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn; p < 0,05), ou como porcentagem de
ocorréncia (n° de ocorréncias / n° total avaliado; Teste de Fisher ou Qui-quadrado; p < 0,05 vs grupo Controle).

Legendas:

(T) = implante subcutaneo de testosterona.

(1) = aumento estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

(]) = redugio estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Controle.

(-) = grupo néo avaliado para este parametro por possuir n = zero.
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Teste de
fertilidade

ITaxa de prenhez = (N° de fémeas prenhes / N° de fémeas inseminadas) x 100

Potencial fértil = (N° de sitios de implantag&o / N° de corpos liteos) x 100

Perda pré-implantacéo = ((N° de corpos ltteos - N° de sitios de implantagdo) / N° de corpos ltos) x 100

Perda pos-implantacdo = ((N° de sitios de implantacéo - N° de fetos vivos) / N° de sitios de implantagdo) x 100
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REIVINDICACOES
1. “PROCESSO DE OBTENGCAO DE FORMULACOES CONTENDO
DIMETANOSSULFONATO DE ETANO (EDS) PARA FINS CONTRACEPTIVOS EM
ANIMAIS”, o dito processo de obtencao caracterizado por compreender as seguintes
etapas:
- Etapa 1 - Sintese do Dimetanossulfonato de etano (EDS): em que, para a sintese do

EDS, a uma solucdo de etilenoglicol (17 g, 15 mL) e piridina anidros (100 mL), sob
banho de gelo-sal e constante agitacdo, foi adicionado 62 g (42 mL) de cloreto de
metanosulfonila gota a gota utilizando um funil de separacéo; em que toda a reacao foi
mantida abaixo de 5 °C por até 2h; em que, apds esse periodo, o banho de gelo foi
removido e a reacdo foi mantida sob agitacdo por mais 20 minutos em temperatura
ambiente; em que a mistura reacional foi vertida, sob constante agitacdo, em uma
mistura de gelo triturado (600 mL) contendo acido sulfurico concentrado (100 ml),
previamente preparado; em que um precipitado branco é formado, o qual foi filtrado a
vacuo e lavado constantemente com agua destilada gelada para remocéao do acido; em
gue o precipitado formado foi recristalizado com metanol e cloroférmio (9:1), obtendo-
se 46,5 g do EDS puro;

- Etapa 2 - Obtencdo da dieta sélida: em que, para a obtencdo da dieta sdélida os

seguintes componentes foram utilizados, nas respectivas quantidades:

a) Adicdo ou nao de flavorizante, podendo este ser bacon, baunilha, chocolate ou
qualquer flavorizante utilizado com esta finalidade, nas concentracdes 10 a 50g/kg de
racdo, sendo tipicamente de 15 a 30g/kg. Flavorizante bacon em pd, especificamente:
26,7 g de bacon em pé por quilograma de racédo de roedor (ragdo comercial comum,
por exemplo, Presence);

b) Solvente organico, tipicamente o dimetilsulfoxido (DMSO - solvente): 1 mL de DMSO
por 400 mg de EDS;

c) EDS: na concentracdo desejada, por exemplo, 0,20 mg de EDS / kg de ragéao.

2. “FORMULACOES CONTENDO DIMETANOSSULFONATO DE ETANO (EDS)
PARA FINS CONTRACEPTIVOS EM ANIMAIS”, as ditas formulagdes caracterizadas
por serem obtidas pelo processo descrito na reivindicacéo 1.
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3. “USO DAS FORMULA(;OES CONTENDO DIMETANOSSULFONATO DE ETANO
(EDS) PARA FINS CONTRACEPTIVOS EM ANIMAIS”, de acordo com as
reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por ser aplicado pela via oral a animais.

4. “USO DAS FORMULACOES CONTENDO DIMETANOSSULFONATO DE ETANO
(EDS) PARA FINS CONTRACEPTIVOS EM ANIMAIS”, de acordo com as
reivindicagbes 1 a 3, caracterizado por ser utilizada em ratos, e com os devidos
ajustes, a outros animais sinantropicos, animais de estimacdo, animais de interesse

econdmico, animais de zooldgico e animais silvestres/selvagens.
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Prof. Luis Octavio, amostra Leticia Ribeiro, EDS (6 mg) em CDCI3

1/1

20C
-]
0
Q
m
<
N
<
<
o
o
o
N
1
A |u Iy
& &
S in
T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Petica0 870210105740, de 16/11/2021, pag. 25/26

FIGURA 1



1/1

RESUMO

PROCESSO DE OBTENQAO DE FORMULA(;@ES PARA FINS CONTRACEPTIVOS
EM ANIMAIS, UTILIZANDO O DIMETANOSSULFONATO DE ETANO (EDS);
FORMULACOES E USO DAS FORMULACOES PARA ADMINISTRACAO ORAL A
ANIMAIS

O presente pedido de patente de invencédo refere-se a um processo de obtencéo de
formulacbes contendo EDS, visando contracep¢do em animais, assim como as ditas
formulacbes e sua ingestdo/administracdo pela via oral, seja dieta
liguida/sélida/pastosa (racao animal, por exemplo), pilulas, iscas, etc., as formulacdes
desenvolvidas a fim de reduzir ou eliminar a fertilidade das populacdes das espécies-
alvo. A aplicacéo da tecnologia pode se dar no controle populacional de pragas, como
ratos, em outros animais sinantropicos, bem como outros animais, podendo vir a incluir
animais de estimacéao, animais de zoologico, animais de interesse econdmico e animais
silvestres/selvagens. O EDS, embora conhecido e utilizado h&d muitos anos para
deplecdo de células de Leydig, ndo havia sido antes testado para fins contraceptivos
com objetivo de controle populacional de animais. Dessa forma, o projeto é inovador
por atribuir esta nova funcionalidade e por tratar de uma nova via de administracdo que
ainda ndo havia sido explorada para essa finalidade: EDS, numa quantidade funcional,

administrado pela via oral.
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