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(57) Resumo: AUMENTO DA VIABILIDADE E TOLERANCIA A
TENSAO DE MATERIAL BIOLOGICO VIAVEL. A presente invengéo
refere-se a um método para o aperfeicoa- mento da tolerancia a
tensao e/ou viabilidade de material biolégico viavel e manipulagao do
dito material compreendendo aplicagéo de presséo hidrostatica ao dito
material biolégico; manuten¢do do dito material biolégico viavel na
presséo hidrostatica por um periodo de tempo predeterminado;
liberagdo da presséao hidrostatica; e manipulagéo do dito material para
qualquer fim desejado de acordo com qualquer protocolo util. A
manipulagédo do dito material biolégico incorpora quaisquer técnicas,
protocolos que sao aplicaveis no campo de técnicas reprodutivas
assistidas, manipulagdes biotécnicas e/ou biotecnoldgicas.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "AUMENTO DA
VIABlLIDADE} E TOLERANCIA A TENSAO DE MATERIAL BIOLOGICO
VIAVEL".

A presente invengao refere-se a um método de aperfeigoamento
de viabilidade e/ou tolerancia a tensdo de material biolégico viavel e uso do
dito material compreendendo a aplicagao de pressao hidrostatica ao dito ma-
terial biolégico; manutengdo do dito material bioldgico vidvel na pressao hi-
drostatica por um periodo de tempo predeterminado; liberacdo da pressao
hidrostatica; e uso_do dito material para qualquef finalidade desejada de a-

cordo com qualquer protocolo util. O uso do dito material biolégico incorpora

quaisquer técnicas, protocolos que sao aplicaveis no campo de técnicas re-

produtivas assistidas, manipulagdes biotécnicas e/ou biotecnoldgicas.
Antecedentes da Técnica '

O efeito da presséo hidrostatica como um'tehsionador em liga-
¢ao com tolerancia a tensdo aumentada e proteinas de impacto foi estudado
em condrdcitos, levedura e bactérias, mas ndo ainda em gametas e embri-
oes. | |

Os mecanismos fisiologicos pelos quais microorganismos se a-
daptam a tensao subletal ainda nao séo bem entendidos. Estudos recentes
descrevem que instabilidades causadas por impacto a frio subletal na sinte-
se de proteina normal em bactérias s&o sofridas pela sintese de proteinas
de impacto a frio assim chamadas (CSPs) (Phadtare e outros, 1999). Essas
CSPs sao suspeitas de ter muitas fungées tais comovchaperonas de RNA
(Graumann and Marahiel, 1999) ou ativadores de transcri¢ao (LaTena e ou-
tros, 1991); é admitido que elas podem desempenhar um papel de protegao
contra congelamento (Wouters e outros, 1999). Outras investigagdes verifi-
caram que a producdo de CSPs é induzida ndo apenas por impacto a frio,
mas também por outros tensionadores ambientais. Em Escherichia coli, por

~exemplo, um tipo de CSP ¢ produzida por tensdo nutricional (Yamanaka e

outros, 1998).
Uma outra experiéncia mostrou que tratamento com alta pressao

hidrostatica provocou a produgéo de certas proteinas induzidas a frio e protefna ,
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de impacto a calor (Welch e outros, 1993). Uma vez que tanto tratamento
com impacto a frio e tratamento com alta presséo aumentam niveis de CSP,
experiéncias' foram conduzidas sobre a possibilidade de prote¢do cruzada.
Wemekamp-Kamphuis e outros (2002) verificaram que o nivel de sobrevi-
véncia depois da pressuriza¢gao de monocitdgenes Listeria impactados a frio
era 100 vezes mais alta do que aquela das células que se desenvolvem a
37°C. |

Pressao hidrostatica na faixa de 30-50 Mpa usualmente inibe o
crescimento de varios organismos: a iniciacdo de replicagdo de DNA é um
dos processos intracelulares mais sensiveis a pressao (Abe e outros, 1999).

Os efeitos variam em severidade dependendo da magnitude e duragao de

'Compresséo (Murakami and Zimmerman, 1973). A membrana de célula é

observada como um sitio primario de dano de pressdo (Palou e outros,
1997). Tratamento com alta pressao hidrostatica pode alterar a funcionalida-,
de de membrana tal como transporte ativo ou pérmeabilida'de passi\_/a e, por-
tanto, pode perturbar o equilibrio fisico-quimico da célula (Yager and Chang,
1983; Aldridge and Bruner, 1985; Macdonald, 1987; Schuster and Sleytr,
2002; Routray e outros, 2002). A aplicagdo da pressao pode levar a mudan-
¢as na estrutura de proteina, incluindo conformagdes parcialmente ou total-
mente ndo desdobradas. Pressdo pode causar a desnaturagdo de proteinas
(Schmid e outros, 1975; Weber and Drickamer, 1983; Jaenicke, 1991; Gross
and Jaenicke, 1994; Silva e outros, 2001). Relatérios recentes afirmam que
presséo hidrostatica aumenta a produgdo de proteinas de impacto (Welch e
outros, 1993; Wemekamp-Kamphuis e outros, 2002). '

Os processos fisicos ou bioduimicos a condigcbes de pressao
alteradas sao regulados pelo principio de Le Chatelier:'todaé as reagoes que
sdo realizadas por uma aceléragéo de diminuigcao de volume cons.ide'ravel-
mente (Murakami and Zimmerman, 1973; Welch e outros, 1993; Palou e ou-
tros, 1997). O actmulo dos efeitos de pressao é letal além de um certo nivel:
enquanto mudangas irreversiveis de algumas biomoléculas acontecem a
pressOes mais altas, a 300 Mpa' a maioria das bactérias e organismos multi-

- celulares morrem. Entretanto tardigrados - em seu estado ativo eles morrem
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entre 100 e 200 Mpa - pode'm sobreviver até 600 Mpa se eles estiverem em
um estado deéidratado (Seki and Toyoshima, 1998). Uma publiéagéio recen-
te mostra que sistema_s bioldégicos séo capazes de tolerar pressoes altas
contanto que a pressdo seja reduzida lentamente (Johnson e outros, 1954).
Pribenszky e outros (2003, 2004) também exploraram a possiblidade de re-
cuperacao dos embrides pressurizados e veriricaram que liberagdo gradual
de pressao significativamente aumenta a sobrevivéncia.

Em respostas a varios estimulos de tensao, genes de impacto a
calor sao induzidos a expressar proteinas de impacto a calor (HSPs). Estu-
dos anteriores revelaram que a expressao de genes de impacto a calor é
regulada tanto no nivel transcritivo qua‘nto pés-transcritivo, e a indugéao
transcritiva répida de genes de impacto a calor envolve a ativagdo do fator
de transcricdo especifico, fator de impacto a calor 1 (HSF1). Além do mais, a
indugao transcritiva pode variar na intensidade de cinética de um modo de-
pendente de tipo de célula e de sinal. Kaarniranta e outros (1998) demohs-
traram que carregamento mecanico na forma de pressdo hidrostatica au-
menta expresséo de gene de impacto a calor em células de tipo condrdcito
de ser humano. A respo'sta a HHP continua foi caracterizada pelos niveis de
proteiha e mMRNA elevados de HSP70, sem ativagdo de HSF1 e indugao
transcritiva de gene de hsp70. A expressao aumentada de HSP70 foi media-

da através da sensibilizagdo de moléculas de mRNA de hsp?O. De modo

interessante, em contaste com a pressao estatica, carregamento hidrostatico
ciclico ndo resultou na indugédo de genes de impacto .a calor. As constata- -
¢Oes de Kaarniranta e outros (1998) mostraram que a expressdo de gene de
hsp70 é regulada pds-transcritivamente sem indugao transcritiva em células
de tipo condrécito na exposicdo a alta pressido hidrostatica continua. Eles
sugeriram que a regulacdo pés-transcritiva na forma de estabilidacao de
mRNA de hsp70 prové um modo adicional de regulagdo de gene de impacto

-a calor que deve provavelmente ser de importanica significativa em certas

formas de tensao. ,
Anteriormente, os presentes inventores verificaram que uma alta

pressdo hidrostatica (HHP), de impacto subletal, significativamente aperfeigoa a
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sobrevivéncia pds-congelamento de blastécitos de camundongo congelados
(Pribenszky e outros, 2005a, WO 2005022996). Similarmente, na criopreser-
vacéo de sémen, a motilidade média pds-congelamento era significativamen-
te superior com pré-tratamento com pressdo em cada um dos sémens bovi-
no pressurizados em comparagdo com as amostras congeladas sem pressu-
rizagdo anterior. O resultado claramente descreve o efeito benéfico de um
tratamento com pressdo anterior para a motilidade pds-congelamento de
sémen de touro criopreservado (Pribenszky e outros, 2005b). Outras investi-
gaglOes para a exploragdo da mudanga bioquimica e base bioldgica mudam
durante o processo de HHP revelardo o mecanismo de seus efeitos proteto-
res. Esses estudos, no entanto, envolvem a criopreservagéo do maferial bio-
légico depois do pré-tratamento de HHP, que é claramente impdssivel, ou de
baixa eficacia com Uma variedade de material biolégico.

o) processo de resfriamento ou armazenagem de sémen a tem-
peraturas acima de 0°C é bem estabelecido pé.ra armazehar espermatazoi-
des por um periodo curto de tempo [Hackett, e outros, 1982; Pinto, 1999;
O’Shea e outros, 1964]. Com o tratamento (diluigdo) é armazenagem 6tima
de sémen a temperatu'ras otimas, o sémen pode ser inseminado com resul-
tados de fertilidade aceitaveis (mas com taxas de concepgdo obviamente
reduzidas em comparagdo com inseminagéo de sémen fresco) no periodo
de 1-2 dias pds-coleta [Gill e outros, 1970; Goodman and, Cain, 1993; Har-
rop, 1954; ljaz and Ducharme, 1995; Katila e outros, 1997). Esses métodos
seguem etapas basicas ‘muito similares: |

1. coleta de sémen.

2. diluicao de sémen a temperétura de corpo.

3. configuragé@o opcional do sémen diluido. Reprorrogamento do
sémen para ajustar a concentragao 6tima do esperma. ‘

4. manter o sémen (re)prorrogado a temperatura ambiente ou 4-
5°C ou qualquer temperatura que esteja acima do pohto de "congelamento
da amostra.

5. inseminagao do sémen.

Similarmente a espermatazéides que sofrem uma perda de via-
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bilidade durante a armazenagem, a capacidade de sobrevivéncia de embri-
6es ou ovocitos também reduz uma vez removido do seu envolvente fisiolo-
gico materno (por exemplo, por cultura in vitro, ativagdo, transferéncia de
embrido, divisdo, determinacdo de sexo, biopsia, maturagdo in vitro, ICSI,
clonagem ou qualquer tipo de procedimento biol6gico). Por essa razao, aper-
feicoamento da capacidade de viabilidade/sobrevivéncia de gametas e em-
brides antes ou depois de qualquer procedimento incluindo armazenagem,
inseminagao ou transferéncia rotineira tanto quanto o procedimento biotec-
nolégico mais complexo é de maior importancia cientifica ou econémica.

-Similarmente, por exemplo, durante a preservagdo de microor-
ganismos, tais como bactérias (por exemplo, secagem por congelamento), a
viabilidade de microorganismos € grandemente comprometida. Aperfeigoa-
mento da eficacia de qualquer processo que se junta com a viabilidade aper-
feicoada porta significancia cientifica e econdmica imensa. '

Como esta claro a partir do exposto acima, ha ainda uma neces-
sidade da técnica para o aperfeigoamento da viabilidade de material biolégi-
co que é amplémente usado nos protocolos bioldgicos. '

Os presentes inventores supreendentemente verificaram que por
aplicagao de um desafio de pressao hidrostatica a viabilidade de materiais
biolégicos pode ser aperfeigoada significativamente, e pela aplicagdo do mé-
todo, muitos estados dos protocolos biotecnolégicos da técnica podem ser
realizados mais eficazmente. O presente relatério mostra uma ampla faixa
de exemplos nessa constatagao: depois da aplicagéo do presente método a -
transferéncia de embrido ou inseminagao de embrido, a taxa de concepgéo e
taxa de nascimento aperfeicoaram; por aplicagédo do presente método a ové-
citos, sua tolerancia a tensdo aumentou grandemente, que resultou em taxa

~ de clivagem aperfeicoada e taxa de formagédo de blastécito mais alta; por

aplicagédo do presente método a sémen, e entao seguindo o estado da técni-
ca de diluicdo e armazenagem, a motilidade dos espermatozdides foi pre-
servada por um periodo de tempo significativamente mais longo.

Também supreendentemente que os aperfeicoamentos éram
substanciais mesmo quando se. evitando aplicar temperaturas abaixo do ,
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ponto de congelamento do meio durante qualquer estagio de armazenagem
e/ou manipulacao do material biolégico. Essa constatagao tem aplicacdes
praticas significativas para a usabilidade dos presentes métodos de HHP e
similares.

Nesse contexto, deve-se enfatizar que o presente conceito in-
ventivo igualmente se aplica a qualquer procedimento ou protocolo-biotécni-
co/biotecnoldgico diferente usado nas técnicas reprodutivas assistidas (ART)
e outros procedimentos, e a escolha daqueles nao é limitada com relagéo a
invengdo. A uUnica etapa necessaria para incluir nos protocolos aperfeigoa-
dos é a etapa de desafio dé pressao hidrosfética; 0s parametros dos quais |

pode ser facilmente otimizado por uma pesssoa versada na técnica quando

apos os ensinamentos da presente descrigéo.

Uma vez que congelamento de sémen fornece sobrevivéncia
pds-congelamento pobre de espermatozdides nos javalis (e também cava-
los), a ferramenta mais comum de reprodugao nessas espécies é a insemi-
nacdo de sémen fresco, prorrogado e resfriado e'prorrogado e esfriado. Pelo .
uso de sémen de pré-tratamento com HHP é significativamente melhor pre-
servado na dada temperatura, e também, o tempo de armazenagem com
qualidade mais alta é consideravelmente aumentada.

Similarmente, produgao de embrido in vivo e in vitro, cultura de
embrides in vitro, sexo, divisao, transferéncia de gene, transferéncia de em-
brido, maturagado de ovdécito, ativag'éo, ICSI, clonagem ou qualquer procedi-
mento biotécnico/bibtecnolégico no embriao, ovocito ou espermavgrande-
mente reduzem sua capaciade de viabiIidade/sobrevivéncia.,Como uma ex- -
trapolagdo das caracteristicas acima, pelb uso de gametas e embrides de
pré-tratamento com HHP entrarao em qualquer tipo de procédimento biotéc-
nico/biotecnolégico ou tecnologia reprodutiva assisitida (ART) com uma ca-
pacidade de sobrevivéncia aumentada.

Descrico da Invencdo

Correspondentemente, a presente invencao refere-se a um mé-
todo para o aperfeicoamento de viabilidade e/ou tolerancia a tensdao de ma-
terial biolégico viavel e uso do dito material compreendendo
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(a) aplicacéo de pressado hidrostatica ao dito material biolégico
viavel; | |

(b) manutengédo do dito material biolégico viavel na presséo hi-
drostatica por um periodo de tempo determinado; |

(c) liberagao da pressao hidrostatica;

(d) uso do dito material para qualquer finalidade desejada de
acordo com qualquer pfotocolo atil, com a condigao de que o dito uso nao
compreende criopreservagao. _

Em uma concretizagdo, pressao usada no método de acordo
com a invengado esta na faixa de 1 a 200 Mpa.‘ Em concretizagOes preferidas,
a pressao esta de preferéncia na faixa de 10 a 100 Mpa, mais de preferéncia
de20a75 'Mpa, € com mais preferéncia de 30 a 60 Mpa. ,

Em uma outra'concretizagéo, a pressao hidrostatica usada no
método de acordo com a invengéo é aplicada por um perTodo entre "instan-
taneo" e 300 minutos. Em concretizagdes preferidas, a pressdo é aplicéda
de preferéncia por urh periodo de tempo entre 0,001 segundos e 600 minu-
tos, de preferéncia de 1 segundo a 300 minutos, mais de preferéncia de 10
segundos a 150 minutoé, com mais preferéncia de 20 segundos a 90 minu-
tos, e éinda méis de preféréncia de 30 segundos a 60 minutos.

Em outras concretizagbes, o periodo de tempo para a liberacao
da presséo esta entre 10 s e 2 horas, ou entre 1 min e 1 hora ou em outros
casos 10 min e 30 min. A liberagdo de pressao pode ser instantanea.

Em uma concretizagéo preferida, a invengéao refere-se a um mé- -
todo em que a pressao é aplicada, guardada e liberada de acordo com um
perfikl de presséao predeterminado. |

Em uma outra concretizagdo preferida, a invengéo refere-se a

" um método em que a pressdo é aplicada, guardada e liberada de acordo

com um perfil de temperatura predeterminado.

Em uma concretizagéo preferida, o método de acordo com a in-
veh‘géo é usado em ligagdo com gametas e embrides selecionados do grupo
que consiste em ovocitos, espermas, zigotos, mérulas, blastdcitos, embkiées,

células-tronco de um animal vertebrado.
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ConcretizagOes preferidas referem-se a um método em que o
dito animal vertebrado € um peixe, passaro ou um mamifero, de preferéncia
bovino, equino, caprino, ovino, suino, outros animais de criacdo, animais de
estimagao, primatas, incluindo ser humano.

Em uma outra concretizagao, a presente invencao refere-se a
um meétodo em que o dito material biolégico é uma cultura de microorganis-
mos. '

Em concretizagdes preferidas da presente invengéo; a dita cultu-
ra de microorganismo € uma cultura bacteriana.

A présente invehgéo ulteriormente refere-se a qualquer método

como descrito acima, em que a armazenagem e manipulagdo do dito materi-

al biologico incorpora quaisquer técnicas, protocolos que s&do aplicaveis no

campo de técnicas reprodutivas assistidas, manipulagbes biotécnicas e/ou
biotecnoldgicas. |

Em uma concretizagao 'preferida,‘ o protocolo usado no método
de acordo com a presente invencdo é a secagem por congelamento.

Em um outro aspecto; o método da presente invengéo aplicado
para aperfeigoar a tolerancia a tensdo do material bioldgico, em que a tole-
rancia contra temperatura aumentada é ‘aperfeigoada.v '

A presente invencdo é descrita em mais detalhes por uso de
embrides de camundongo, espermatozdides de javali, ovécitos de porco e
duas espécies de bactérias para a finalidade de demonstracdo do conceito
inventivo. Seria evidente que os procedimentos descritos igualmehté se apli-
cam a todos os gametas e embrides de mamifero, ave ou peixe, que sdo
candidatos de qualquer espécie de ART, bu mais em geral, a qualquer tipo
de mateﬁal bioldgico viavel usavel nos procedimentos biotécnicos ou biotec-
nolégicos. Em consideragao 'a acesso e manipulagbes faceis, embrides de
camundongo, sémen de javali e touro, ovécitos de porco e duas espécies de

“bactérias foram selecionados como os individuos da investigagéo detalhada.

Em consideragdo a interpretagéo e extrapolagdo facil, procedimentos de
ART simples foram selecionados: transferéncia de embrido, inseminagao

- artificial, ativagéo in vitro de ovécitos e armazenagem in vitro de sémen. Tan-
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to quanto a prova de experiéncia de conceito com microorganismos é envol-
vida, secagem por congelamento de bactéria foi selecionada para apresentar
o efeito benéfico de pré/tratamento de alta pressao hiroestatica. Esses pro-

~ cedimentos sdo os protocolos bésicos de bacteriologia, procedimentos de

ART e bidtecnolégicos ou biotécnicos subjacentes de sua aplicabilidade de
pesquisa, cuidado de saude e industrial. No entanto, no método de acordo
com a invengao e similarmente na presente descri¢ao, o termo "embrido de
camundongo" ou "sémen de touro ou javali" pode ser usado intercambea-
velmente com o termo "gameta ou embriao". Por exemplo, estagios pré- e

pos-implantagdo de embrides, ovdcitos e esperma de animais vertebrados e

ser humano podem ser igualmente aplicados no presente método.

No contexto da presente invengao, a expressdo "material biolé-
gico viavel" refere-se em geral a uma parte de ou originando-se de um orga-
nismo vivo que tem uma capacidade para viver,v desenvblver, ou germinar
sob condi¢des favoraveis. Sem limitagdo, o material bioldgico viavel pode ser
uma célula, cultura de célula, amostra de tecido, cultura de tecido, orgao, e
similares.

Com relagéb a microorganismos, o termo refere-se a um 6rgéao
que € microscopico, isto é, demasiadamente pequeno para ser visivel a olho

nu. Microorganismos podem ser bactérias, fungos, archaea ou eucariotos.

‘Microorganismos sdo freqlientemente descritos como organismos unicelula-
’res ou de célula unica; no entanto, alguns protistas umcelulares sdo visiveis

a olho nu, e algumas espécies multicelulares sao microcépicas.

Como organismos eucanotlcos altamente desenvolvidos, embri-
Oes de camundongo sdo mais suscetiveis ao efeito de pressdo hidrostatica
do que tardigrados e bactérias. O primeiro objetivo, portanto, é estabelcer as
caracteristicas basicas de embrides de camundongo sob pressao com rela-
¢ao a sua morfologia e sobrevivéncia.

, Experiéncias cuidadosamente designadas foram conduzidas
para investigar a tolerancia a press&o de embrides de camundongo. A esco-
Iha da pressao e a escala de tempo usadas foram definidas para dar a faixa
aplicavel mais ampla para as ultimas aplicagdes praticas. Portanto, a prés-
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sdo para o uso no método de acordo com a invengéo é selecionada na faixa
de 1 Mpa a 150 Mpa. Mais particularmente, a pressao hidrostatica que pode
ser aplicada aos embribes de estagio de blastdcito prorrogados é de 1, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 ou 150 Mpa,
ou qualquer valor entre essas faixas intermediarias. Similarmente, um perio-
do de tempo amplo pode ser selecionado para os embrides de camundongo
para serem mantidos sob alta pressio hidrostatica. Mais particularmente, os
embrides de camundongo sdo mantidos sob a pressio selecionada por um
periodo de tempo entre 1 s e 6 horas, mais especificamente de1s,5s,10s,
20s,30s,40s,50s, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min, 8 min, 10 min,
15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min, 70 min, 80 min, 90 Amin, 120
min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min, 300 min ou 360 min. O tempo que
os embrides sobrevivem sob pressdo reduz com aumento de presséo. _

Embrides podem sobreviver uma quantid}ade substancial de
pressdo sem qualquer mudanca visivel em sua morfologia (por exemplo, 90
Mpa por 1 s ou 30 Mpa por 2 h). Os embrides Compactados dependem da.
magnitude e da duracdo do tratamento de pressdo aplicado. Sem limitar o
escopo da invengéo pela teoria, adota-se que a pressdo nao pode ser dire-
tamente responséavel pela remogao de agua dos blastdcitos. Com base nos
documentos citados, a compactagdo dos embrides era devido as conse-
quéncias de produgao de pressao induzida de diferentes proteinas (proteina
de impacto a frio, CSPs), alteracbes reversiveis na estrutura de proteina e
processos metabélicos; Embrides compactados poderiam recupérar sua
morfologia normal depois dé 4-5 horas de cultura in vitro, e resumem simila-
ridade de desenvolvimento em controles (por exemplo, embrides desafiados
por 90 Mpa por 30 min ou 30 Mpa por 3 h).

Embrides oriundos da "faixa subletal' mencionada acima (por

- exemplo, embrides compactados) podem de preferéncia ser selecionados

para a Ultima transferéncia ou qualquer procedimento de ART ou biotecnolo-
gica. Depois da pressurizag¢ao, blastécitos expandidos se tornam compacta-
dos e permanecem nessa forma por 3 - 4 horas, entdo eles reexpandem.

Com base nesse fendbmeno, embrides foram tratados com pressdo antes
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que pudessem ser se'lecioriados. Uma vez que as mudancas morfoldgicas
dos embrides e os efeitos benéficos e/ou caracteristicas e/ou a produgéo
aumentada de proteinas induzidas por pressao diferente, 0 exame dessas
proteinas podem ser indicativos da alta presséo hidrostatica aplicada ao ma-
terial bioldgico antes de qualquer outro processo.

Quanto mais alta a magnitude da pressao, menos tempo os em-
brides sobrevivem. Impacto de pressdo que excede uma certa magnitude e
duragao causa mudancas irreversiveis: embrides se tornam desintegrados
depois de duas horas de cultura in vivo ou ja foram desintegrados depois da
descompressao (por exemplo, embrides desaﬁados por 90 Mpa por 2 h ou
30 Mpa por 5 h). A pesssoa versada na técnica seria capaz de determinar
essas preésées limite e tempos limite por experimentagao rotineira com rela-
cao ao material biolégico especifico usado.

Sera apreciado que a taxa de sobrevivéncia dos embrides pres- |
surizados pode ser aumentada por sua decomposi¢do gradual. Estudos
mostraram que a taxa de sobrevivéncia dos embrides pressurizados aumen-
ta notavelmente se eles forem recuperados gradualmente. Enquanto 60 mi-
nutos a 90 Mpa era letal para todos os embrides, 80% sobreviveram quando
decomposicao gradual por 120 min foi usada. O tempo de descompressao é
também uma caracteristica da presente invengdo que é até que a pessoa
versada na técnica determinar em virtude da aplicagdo especifica. Mais par-
ticularmente, os embrides de camundongos mantidos sob a presséo selecio-
nada sao descomprimidos por um perl'odo de tempo entre 1 s e 4 horas,
mais especificamenté de1s,5s,10s,205,30s,405s,50s, 1 min, 2 min, 3
min, 4 min, 5 min, 6 min, 8 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50
min, 60 min, 70 min, 80 min, 80 min, 120 -min, 150 min, 180 min, 210 min ou

" 240 min.

Sera apreciado pela pessoa versada na técnica que o tratamen-

-to com pressao de acordo com a presente invengdo pode ser realizado de

acordo com qualquer perfil de presséo desejado. Portanto, a dependéncia de
tempo da pressao como ele aplicado, mantido e liberado pode variar de a-
cordo com as curvas de tempo - pressao, incluindo a totalidade de ponto de
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tempo do tratamento com pressao, isto é, durante a aplicagdo da pressao,
durante o curso do periodo de pressdo max., e durante a fase de liberagéo
de pressdo. E ébvio que o nivel de pressdo em qualquer ponto de tempo
pode ser otimizado e estabelecido de acordo com experiéncias preliminares -
facilmente realizadas com base no presente ensinamento sem excesso de
experimentagao.

Em uma outra concretizagdo preferida, 0 método da presente
invengdo pode ser realizado de acordo com um perfil de temperatura deter-
minado. O termo "perfil de temperatura” refere-se ao perfil de tempo - tempe-
ratura como é mensuével ou estabelecido durante o curso do tratamento de

presséo, e € independentemente controlavel a partir da pressdo aplicada.

'Em concretizagbes preferidas, o tratamento com pressao realizado em uma

Unica temperatura, no entanto, o material biolégico de interesse pode ditar o
uso de temperaturas diferentes nos estagios ou partes diferentes do trata-
mento com pressdo. Uma temperatura estabelecida pode ser'qualquer tem-
peratura, por exemplo, temperatura ambiente, o tratamento de corpo nativo
onde o material biol6gico é originaso de uma temperatura levemente elevada
da dita temperatura de corpo nativo, e similares. A pessoa versada na técni-
ca pode facilmente determinar a aplicabilidade de qualquer dado perfil de
temperatura por analise da eficacia do tratamento com pressdo em compa-
ragao com uma experiéncia de controle.

Sem estar limitado pela teoria, uma explicagdo possivel dessa
caracteristica poderia sér que uma quantidade consideravel de COé € gera-
da sob pressao (Abe and Horikoshi 1995). A hidratagao e ionizacdo de CO,
(HCOs e H*) sao facilitadas por pressdo elevada uma vez que a reacgéo é
realizada por uma diminui¢ao em volume (-0,26 ml/mol) de 'um modo depen-
dente da magnitude da presséo aplicada (Palou e outros 1997, Welch e ou-
tros, 1993). O dioxido de carbono intracelularmente produzido instantanea-

‘mente se dissolve, e entdo dissocia para dar HCO; e H*, assim, também

redugdo do pH intracelular (Abe and Horikoshi 1995, 1997, 1998, Abe e ou-
tros 1999). Pode ser assumido que o equilibrio mantido pela pressido eleva-

~da ¢ letal para os embrides a presséo atmosférica. Pode também levantar-se
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a hipétese de que a presente diminuicdo de pressado causa liberagéo eleva-
da de CO, de sua forma hidratada e ionizada do citoplasma, causando morte
imediata dos embriGes. Na condicdo de que um certo tempo de descom-
pressdo, as proteinas de membrana de plasma (H*-ATPase) (Schmid e ou-
tros 1975,’ Péqueux and Gilles 1978) reversivelmente inativaram por presséo
hid‘rostética elevada, comegcam a funcionar novamente, (juntamente com
difuséo passiva) deslocando equilibrio gradualmente em relagéo ao estado
fisiolégico.

Depois do tratamento com parémetrds de pressurizagao cuida-
dosamente escolhidos, os embrides foram cultivados in vitro, entdo foram
transferidos em mées pseudogravidas. O niumero de cachorrinhos que nasce
depois do tratamento com pressdo dos embrides era mais alto do que era
alcancavel sem o tratamento com presséo. '

Similarmente ao tratamento de embribes, ovécitos de porco fo-
ram também pressurizados para examinar sua tolerdncia a pressao. Entéo,
com parametros cuidadosamente selecionados, ovécitos foram pré-tratados,
tensionados com um impulso elétrico 10 vezes mais do que o valor 6timo, e
foram examinados quahto a clivagem e desenvolviemnto ulterior até o esta-
gio de blastécito. O nimero de ovécitos ativados in vitro que clivou e desen-
volveu ulteriomente era mais alto com tratamento com pressao do que sem.

Similarmente ao tratamento de embrides, sémen de touro e java-
i foi também pressurizado para examinar a tolerancia a pressdo de esper-
matozéides. Entdo, com parametros cuidadosamente selecionados, sémen
foi pré-tratado, e foi mantido in vitro a temperaturas diferentes. O nimero de
espermatozoides moveis nos pontos de tempo diferentes depois que a cole-

ta de sémen foi mais alta com tratamento com pressdo do que sem. A inse-

" minagdo de sémen de javali tratado com pressao forneceu niumero um pou-

co mais alto do que foi alcangavel rotineiramente na instalacéo.
Similarmente aos tratamentos mencionados acima, amostras de

Escherichia coli and Lactobacillus plantarum foram pressurizadas para exa-

minar se a sobrevivéncia das bactérias pode ser aumentada depois da se-

cagem por congelamento. O numero de bactérias sobreviventes em parame-



10

15

20

25

30

14

tros de pressao/tempo selecionados depois de secagem por congelamento
era mais alto com tratamento com pressao do que sem.

As presentes descricdbes mostram o aperfeicoamento na capaci-
dade de viabilidade/sobrevivéncia de material bioldgico por desafio de pres-
sao hidrostatica usando-se blastécitos de camundongo, ovécitos de porco,
espermatozoides de touro e de javali e duas espécies de bactérias como
sistemas de modelo. Isso pode ser avaliado por transferéncia dos embrides
pressurizados, apos seu tratamento para cultivar meio e/ou em receptores
pseudogravidos; ou ativagao in vitro; ou inseminagdo do sémen tratado ou
contagem da sobrevivéncia de bactérias depois da secagem por congela-

mento, respectivamente. Desenvolvimento in vitro, implantagdo e desenvol-

'vimento uterino ulterior e clivagem e outro desenvevolvimento sdo testes

Sbvios da viabilidade de embrides e ovécitos. Similarmente, a armazenagem
in vitro e insemihagéo do sémen, fornecendo nimero mais alto de epermato-
z6ides moveis (in vitro) e taxas dé gravidez mais altas suportam a aplicabili-
dade do dito método. |

A pressurizagéio pode ser realizada por uso de qualquer disposi-
tivo de pressurizagédo disponivel que pode ser adaptado para os protocolos
de acordo com a presente invengdo. Exemplos ndo limitantes de tais instru-
mentos s&o, por exemplo, os dispositivos descritos no WO 2005022996 ou
no presente documento.

A presente mvengao € ulteriormente |Iustrada pelos exemplos
experimentais descritos abaixo, no entanto, o escopo da invengdo ndo sera
de modo algum limitado pélas concretizagdes especificas descritas nos e-
xemplos. |
ExemQIo . Sobrevivéncia de embnoes de camundongo a pressoes diferen-
tes a temperatura ambiente, efeito de tratamento com pressao no implante e
nas taxas de nascimento

Producao de Embridao e Cultura

‘Embrides de camundongo de estagio de uma célula foram cole-
tados a partir de doadores de CB6F1 de 6-8 semanas de idade superovula-
dos e foram cultivados a 37°C com 5% de CO. e umidade méxima em ar em
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meios de G 1.2 e G2.2 (Vitrolife, G6teborg) no estagio de blastdcito expandido.

Pressurizacao

Blastécitos foram carregados em canudos de plastico dé 0,08 ml
(7-9 embrides/canudo) com (M2 Sigma St. Louis, MO). Canudos, enchidos
com M2 como meio de pressao, foram colocados para dentro da camara de
um dispositivo feito por encomenda que é capaz de gerar e precisamente
detectar pressao hidrostatica até 150 Mpa. Alcangando a quantidade dese-
jada de pressao levou 20 segundos a 5 minutos (10 Mpa a 150 Mpa, respec-
tivamente); a duracéo de liberagdo da pressio era de 2-4 segundos.

Transferéncia

Para avaliagdo in vivo, embribes pressurizados com 60 Mpa
(600 bars) por 30 minutos forarh cultivados em G 2.2 por duas horas como
acima. Entao, eles foram transferidos (7-12 embrides por animal) para dentro
do dia 3 de receptores pseudogravidos. Blastdcitos néd tratados foram trans-
feridos como controles.

Avaliacdo analise estatistica

Conclusbes foram tiradas dos desafios na aparéncia morfolégica
dos embridGes examinadbs a 400 x de ampliagéo durante 24 horas de cultura
in vitro continuada, e da taxa de origem dos embribes transferidos. Morfolo-
gia microscopicamente ndo mudada dos blastometros, reexpansdo da blas-
tocele e nascimento a partir da zona pelicida foram sihais de sobrevivéncia
in vitro. O niimero de fetos no dia 18 de dissecagdo das fémeas gravidas ou
nascimento de cachorrinhos saudaveis era prova de vs‘obrevivéncia in vivo
dos embribes. As taxas de sobrevivéncia foram comparadas com controle
por teste de chi-square.

' ‘Nas presentes experiéncias embrides foram expostos a pres-

~ sbes hidrostaticas diferentes de 10 a 150 Mpa (por aumentos de 10 Mpa) por

varias horas, entre 1 s a 300 min, & temperatura ambiente.

O tratamento que excede uma certa quantidade de pressdo e
tempo causou mudangas morfoldgicas reversiveis. Os blastécitos expandi-
dos compactados dentro da zona pelicida: a blastocele desapareceu,‘o ta-

manho dos blastdémeros reduziu mas sua integridade estrutural ndo mostrou
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nenhuma alteragdo. Depois de 4-5 horas de cultura in vitro esses blastdcitos
foram reexpandidos e criados da zona pelicida em 24 horas (a). Embrides
que recebem menos impacto ndo mostrou nenhuma mudanga morfolGgica e
criou no periodo de 24 horas de cultura in vitro (b), enquanto embrides desa-
fiaram com um impacto maior ndo expandiram do estagio compactado e de-

sintegram no periodo de 2 horas, ou foram ja desintegrados depois da des-

.compressao (c).

Para a avaliagéo in vivo, embrides desafiados foram julgados
"sobrevidas" (a&b) e "mortos" (c) depois de 2 horas de cultura in vitro depois
da descompressao e foram transferidos pafa dentro dos receptores separa-
damente. Vinte e nove embrides tratados com pressdo foram trahsferidos
para maes pseudogrévida_s, dos quais 28 nasceram. Essa razdo era mais
alta do que que foi alcangavel com embrides ndo tratados. Esse aperfeigoa-
mento significativo sobre o estado dos dados da técnica (por volta de 85%)
também mostra a robustez do pré-tratamento com pressdo. Quando os Oti-
mos parametros de tempo e pressdo sdo aplicados, o aperfeicoamento da
viabiliade do material biolégico ainda pode ser significativo mesmo quando
os valores de linha de base totalmente altos e ja satisfatorios para a indus-
tria. No entanto, no campo de ART, cada ponto de percentagem pode ter
significancia econémica adicionada. _ _

Exemplo 2. Sobrevivéncia de espermatozdides de touro a pressdes diferen-
tes na temperatura ambiente, efeito de tratamento com pressao na preven-
¢ao do declinio de motili.dade de esperma. |

Embora sémen de touro seja usualmente armazenado congela-
do, a possibilidade do presente método foi ulteriormente testada em um si-
tema industrialmente importante. | o _

Sémen de 13 toufos foi diluido a uma concentragao de esperma
de 8 x 10”/mL com diluente AnerMed (MiniTlb, Tiefenbach, Alemanha).

'Esperma diluido foi carregado em canudos de 0,25 mL a 25°C. Canudos

foram divididos em grupos de tratamento e grupo de controle de nao trata-
mento. Os grupos de tratamento foram pressurizados com maquina de pres-
sao controlada por computador (Crio-Innovation, Budapest, Hungary) com 9
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perfis diferentes. Para aparelho de CASA de testagem de mobilidade to-
tal/progressiva, SpermVision Versao 3.0 (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha) foi
usado. | '
Foi concluido que tratamento com pressao abaixo da regido de
60 Mpa (600 bars) néo afeta negativamente sobrevivéncia de esperma. De-

. pois de 8 horas de armazenagem de sémen a temperatura ambiente a moti-

lidade das amostras tratadas/ndo tratadas foram analisadas novamente: a
proporgao das células méveis eram mais altas nas amostras tratadas.
Exemplo 3. Sobrevivéncia de espermatozéides de javali a pressoes diferen-
tes na temperatura ambiente, efeito do tratamento com pressao na preven-
¢ao do declinio da motilidade de esperma _

| Para ulteriormente examinar a aplicabilidade o0 método de acor-
do com a invengéo, sobrevivéncia de espermatozoides de javali foi examina-’
da, onde armazenagem na temperatura ambiente é pelo contrario um padrédo
industrial. |

Coleta de Sémen

Sémen foi coletado a partir de javalis duas vezes por semana. A
fracao rica em esperma‘ filtrada foi coletada por técnica manual servido com
luva para dentro de uma garrafa a vacuo isolada de 250 ml, entdo esperma
foi avaliado (Hancock and Hovell,-1959). As frages ricas em esperma de
ejacula¢cdes com mais do que 70% de esperma movel fdram usadas.

Preparacao de Sémen

Preparagdo de sémen congelada seguido um método anterior-
mente descrito (Almlid and Johnson, 1988; Maxwell and Johnson, 1997) com
uma modificagdo menor. Resumidamente, o sémen foi diluido de 1:2 com
37°C de diulente de solugdo de descongelamento de Beltsville (BTS) na gar-
rafa isolada entdo foi resfriada a temperatura ambiente (20-23°C) por 1 h
depois da coleta. Depois do resfriamento, sémen foi transferido para dentro
de tubos de 10 ml, foi centrifugado a temperatura ambiente por 3 min a 2400
X g, e a solugdo de sobrenadante foi descarregada. Os péletes foram res-
suspensos em diluente de gema de ovo e lactose a temperatura ambiente.
Entao, diluente de glicerol (o segundo diluente) e pasta de Equex (Minitb,



10

- 15

20

25

30

18

Tiefenbach, Alemanha) foi adicionada ao sémen para dar uma concentragéo
final de 6% de glicerol e 0,5% de Equex. Ministrraws, 0,25 ml, (IMV, L'Aigle,
Franga) foram, entdo, enchidos com sémen, canudos foram selados a quen-
te. A concentragéo foi ajustada para prover 300 x 10° esperma/ml.

Pressurizacao

Os canudos foram colocados na camara de pressdo, foram en-
chidos com agua como um meio de pressio, do dispositivo de pressuriza-
¢éo, e o protocolo de pressdo predeterminado foi aplicado. O dispositivo de
pressurizagao feita por encomenda era capaz de prover precisamente pres-
s&o controlada na faixa de 1 Mpa - 1000 Mpa (10-10000 bars)’. Foi produzido
de ago inoxidavel (KO 33) com o didmetro interno de 20 x 220 mni, e foi li-
gado a um medidor de pressdo. Um pistdo, movendo na cidmara de pressao
gerada a pressao hidrostatica. Velocidade de pressurizagédo -e- despressuri-
zagao era de 20 Mpa/min (200 bar/min).

Amostras foram presSurizadas a temperatura ambiente (TA) ou
com 20, 40 ou 80 Mpa (200, 400 ou 800 bars) ou por 40, 80 ou 120 minutos.
Amostras nao pressurizadas foram mantidas a temperatura ambiente para o
tempo correspondentemente.

Avaliacao

Depois de 20 min de incubagéo, duas gotas de 5 pl foram trans-
feridas sobre laminas de vidro e duas laminulas de 22 mm x 22 mm foram
aplicadas. As amostras foram inseridas no microscopio (Olympus BX 30),
equipado com uma Stica de contraste de fase e de estagio de micrdscépio a
37°C (20X, Olympus, Japao) e 5-5 campos forarh avaliados a partir de cada
gota por meio de aparelho de CASA, SpermVision Version 3.0 (Minitib, Tie-
fenbach, Alemanha). Espermatozéides com VSL>10 pm/s é AOC >10 foram
considerados méveis progressivos.

Resultados

Depois da andlise dos parametros de motilidade usando-se mo-
delo misto (fatores; tempo, pressdo, data (aleatdrios)), o fator de pressao
provou ser significativo (p = 0,001, motilidade total; p = 0,0103, motilidade
progressiva). Depois das multiplas comparacdes dos tratamentos com pres-
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s&o o impacto de tratamento de 80 Mpa (800 bars) provou ser significativo (P
< 0,001, motilidade total; P <0,05, motilidade progressiva) pior db que 0s ou-
tros niveis (Tabela 1.). .
Tabela 1: Pardmetro de motilidade (modilidade média (erro padrio)) apés os
tratamentos com pressao diferentes '

40 min 80 min 120 min
tm pm tm pm tm pm
200 bar 81 (4) 71,5 (6,5) 91 (2) 61(16) |825(0.5) | 64(16)
400 bar 87 (3) 73 (2) 87 (2) 52-(9) 80 (4) 63 (9)
800 bar 65,5 (6,5) 48 (2) 78,5 (3,5) | 53.5(9.5) | 69.5(3.5) | 52(10)
Pressao 88 (2) 70 (11) 88 (1) 61(10) | 80(1) | 68.5(8.5)
atmosférica. _

tm: motilidade total; pm: motilidade progressiva. Ha 2 repeticées de cada
combinacgdo de tratamento. -

A sequir, foi examinado se a aplicagédo de tratamento com pres-
sao afeta as taxas de motilidade de esperma depois de 5 horas de tempo de
aclimatizagdo a frio por 5 horas. Um modelo misturado foi ajustado nova-
mente com pressao, tempo e exame (com dois niveis: antes e depois do
tempo. de aclimatizagao por 5 horas), interagdes dos fatores de fixagao, e
data como um fator aleatério. Apenas a pressao e fatores de exame prova-
ram ser significativo (Tabela 2.). | _

Tabela 2: Parametros de motilidade (motilidade média (erro padréo)) depois
de 5 horas de tempo de aclimatizagao a frio

40 min 80 min 120 min
tm pm tm pm tm pm
20 Mpa (200 bar) 78,5 51,25 85,67 71,33 80 56,5
(1,66) (7,5) (2,33) (5,46) (2 (4,5)
40 Mpa (400 bar) 77 63,25 78,67 64 80,5 74

(1,58) (5,76) -| (4,18) | (7,77) (4,5) (2)

80 Mpa (800 bar) 67 46,75 64 47,33 76,5 66

(4,53) (4,5) (0,58) (2,19) (1,5) (1)

Pressao atmosférica 72,25 47,75 78,33 60 75 455
(2,56) | (10,59) | (4,1) | (10,21) | (4 (3,5)

tm: motilidade total; pm: motilidade progressiva. Ha 4, 3 e 2 repétig:éés de
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cada um dos tratamentos de pressao durante intervalos de tempo de 40, 80
e 120 minutos, respectivamente. |

A motilidade total das amostras ndo pressurizadas (atm) reduzia
significativamente, enquanto depois de tratamento de 20 e 40 Mpa (200 e
400 bars) a motilidade nao reduziu depois de 5 horas de tempo de aclimati-
zacgao a frio, em comparag¢ao com a motilidade inicial.

Exémglo 4. Efeito de tratamento com pressdo na capacidade de fertilizagdo
de espermatozéides de javali '

Cinco porcas, ja excluidas da produgéo, foram inseminadas com
sémen de javali iratado com pressao, a fim de observar a capacidade de
fertilizagao de espermatozoides tratados com pressdo, bem como para in-
vestigar quaisquer malformagoes na prole.

Ejaculagbes de dois javalis foram prorrogadas de 1:3 diluente
comercial, na temperatura de‘ corpo, entao amostras foram deixadas se res-
friar para a temperatura ambiente em 30 minutos, antes do enchimento de
sémen prorrogado em bolsas de fuséo. Boisasde infusdo foram colocados.
para dentro da cérhara de pressdo de um dispositivo de pressurizacdo au-
tomatico (Crio-Innovation Ltd., Budapeste, Hungria) e programa de presséao
foi realizado a temperatura ambiente.

O tratamento com pressado usado era de 30 Mpa (300 bars) por
90 minutos. Depois do tratamento, amostras de sémen foram ulteriormente
prorrogadas com o mesmo diluente comercial a temperatura ambiente, entéo
5 porcas foram inseminadas no periodo de 1 hora depois da pressurizagéo.
A inseminacéo foi repetida 12 horas depois da pfimeira inseminagdao com o
sémen tratado, foi deixado a 5°C pelo tempo correspondente.

~ No exame de ultrassom a totalidade dos cinco porcas foram pro-
vadas estarem gravidas. Apés o fornecimento normal, 58 leitdes saudaveis
nasceram. Os leitbes estavam livres de quaisquer defeitos e malformacoes.

Foi cohcluido que o tratamento com presséb aplicado mantém a
capacidade de fertilizagédo de espermatozdides de javali, e ndo causa qual-
quer efeito de malformagao na prole. A ninhada menor média na fazenda era
de 9,8 leit6es/pofca, enquanto que com o tratament_o de pressao aplicado
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resultaria em 100% de taxa de gravidez e 11,6 de nimero de ninhada médio.
Foi também incluido, portanto, que o tratamento de pressao apliéada_ aumen-
ta também o numero de ninhada médio. ,
Exemplo 5. Sobrevivéncia (clivagem apds ativagao in vitro) de ovécitos de
porco depois dos tratamentos com pressao diferentes

Ovdcitos de porco maduros in vitro foram ativados via eletroati-
vagao in vitro apds as combinagdes de tratamento com pressio diferentes, a
fim de determinar a toleréncia a pressao dos ovdcitos.

Seiscentos ovécitos desnudados, maduros in vitro foram dividi-
dos em grupos de tratamento (n = 15-20 ovdcitos/grupo) e grupos de contro-
le. Grupos sao. pressurizados em canudos artificiais de 0,5 ml em meio de
TCM-HEPE'S} (canudos foram sélados com 6leo mineral e bola de metal)
com 20-40 Mpa (200-400 bars) por 30 — 90 min a 24°C e a 38,5°C. Controles
foram mantidos nas mesmas circunstancias, e um grupo de controle foi dei-
xado no meio de IVM no termostato pelo tempo correspondente. - |

Depois doé tratamentos, ovécitos foram ativados in vitro, e foram
colocados para dentro de um meio de cultura para dentro de um termostato

a 38,5°C para outro desenvolvimento. Clivagem foi checada 48 horas depois

da ativacao

P/t (24 °C) 30 min 60 min 90 min
20 Mpa (200 bars) 71% 65% 68%
40 Mpa (400 bars) 85% 86% 74%
grupo de controle I.: 65%

P/t (38.5 °C) 30 min - 60 min 90 min
200 bar 91% 94% 76%
400 bar 72% 75% 83%
grupo de controle |l.: 90%

grupo de controle lll.: (termostato) 81%

Foi calculado que tratamentos com 20-40 Mpa (200 - 400 bars)
por 30 - 90 minutos ndo eram nocivos para os ovocitos de porco maduros.
Também, o tratamento de 40 Mpa (400 bars) por 30-60 minutos a 24°C, e o
tratamento de 20 Mpa (200 bars) por 30-60 minutos a 38,5°C forneceu taxas
de clivagem mais altas, do que os grupos de controle correspondentes. T ra-
tamentos foram também feitos com 60-80 Mpa (600 - 800 bars)/30 - 90 mi-
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nutos. Nesses grupos nenhum ovdécito sobreviveu aos tratamentos; esses |
parametros de pressao eram nocivos. »

Exemplo 6. Ovdcitos de porco maduros in vitro depois de combinagdes de
tratamento com pressao diferentes, ativados com um pulso elétrico 10 vezes
mais forte do que o étimo. '

Ovdcitos de porco maduros in vitro foram ativados via eletroati-
vagao de magnitude de 10 x in vitro, apés combinag¢des de tratamento com
pressao diferentes, a fim de examinar, se ovécitos tratados melhor sobrevi-
vem ao eletrochoque nocivo. ,

Trezentos - seiscentos ovécitos maduros in vitro (diariamente) |
foram divididos em grupos de tratamento (n = 15-20 ovécito,s/grupb) e gru-
pos de controle. Grupos com células cumulus foram pressurizadas em canu-
dos artificiais de 0,5 ml em meio de TCM-HEPES (canudos foram selados
com Oleo mineral e bola de metal) com 20-80 Mpa (200-800 bars) pbr 30 -
120 minutos a 24°C. Controles foram mantidos nas mesmas Circunsténcias,
e um grupo de controle foi deixado no meio de IVM no termostato para o
tempo correSpondente.ADepoisdos tratamentos, ovdcitos foram desnudados
com turbilhonamento, entdo, foram ativados in vitro com uma impulso elétri-
co 10 vezes mais forte do que o impulso 6timo, e, éntéo, foram colocados
para dentro de um meio de cultura para dentro de um termostato de 38,5°C
para outro desenvolvimento. Clivagem foi checada 48 horas depois da ativa-
cao, formacgao de blastdcito foi exavminada no sexto dia. Experiéncias foram
repetidas trés vezes. } ' _ .

Tabela 4. Percentagem dos ovdcitos nos grupos diferentes, que clivaram e

desenvolveram ulteriormente depois de ativagao in vitro com pulso elétrico

de 10x. | _
P/t 30 min 60 min 120 min
20 Mpa (200 bars) 42% 54% , 26%
40 Mpa (400 bars) 35% 35% 29%
60 Mpa (600 bars) 0% 0% ' 0%
80 Mpa (800 bars) 0% 0%
grupo de controle |. 24°C: 20%
grupo de controle Il.: (termostato) 10%
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A Formagao de blastécito

P/ 30 min 60 min | 120 min
20 Mpa (200 bars) ' 47% 44% 32%
40 Mpa (400 bars) 29% 35% 28%
60 Mpa (600 bars) - 0% 0% 0%
80 Mpa (800 bars) v . 0% 0%
Control I. (24 °C): 28%

| grupo de controle Il.: (termostato) 21%

Tratamento de 20-40 Mpa (200 - 400 bars) por 30-60 minutos
forneceram numero significativamente superior de ovdcitos sobrevientes do
que aqueles sem tratamento ou aqueles tratados com 60 ou 40 Mpa (600 ou
800 bars). Foi concluido que os tratamentos com pressdo de 20 Mpa (200

bars) pdr 30 ou 60 minutos provaram prover taxa de cIivagem significativa-

mente supenor ou taxa de blastécito em comparagéo com os grupos de con-
trole ou outros grupos. _
Exemplo 7. Sobrevivéncia de bactérias depois das cbm'binag:c")es de trata-
mento de pressao diferentes apos secagem por congelamento

Para a expenencna dois microbios, Escherichia coli e LactobaCIl-
lus plantarum foram usados. Contagens de célula foram determinadas no
meio nutritivo de TGE (Trlpton Glucose Extract) (MERCK) e &gar de MRS
(MERCK) respectlvamente Contagens de célula foram determinadas antes
da preparagao dos grupos de tratamento, depois do tratamento de pressao,
e depois de 96 horas de incubagéo de 37°C apds secagem por congelamen-
to (c.f.u.). Tratamentos com presséo foram executados com 9 maquinas de

pressurizagcdo na mesma hora de acordo com a seguinte tabela:

Presséo/tempo 30 min - 60 min 90 min
: grupo de ~grupo de grupo de
20 Mpa (200 bars) tratamento 1 tratamento 2 tratamento 3
grupo de grupo de grupo de
40 Mpa (400 Mpa) tratamento 4 tratamento 5 tratamento 6
60 Mpa (600 bars) grupo de , grupo de grupo de
tratamento 7 tratamento 8 tratamento 9

Amostras foram introduzidos em canudos artificiais estéreis de
0,5 mi, e foram selados com bola de ferro estéril. Secagem por congelamen-
to foi feita por equipamento de secagem por congelamento Edwards. Experi-
éncias foram replicadas duas vezes. Resultados sdo apresentados nas se- .
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Tabela 5.: Numero de células de Lactobacillus plantarum vivas (c.f.u./0,4 ml)

antes e depois secagem por congelamento (duas repeticbes). (Contagem de

célula inicial (c.f.u./ml) antes do tratamento: 9,0 x 10° - 1,1x 107)

Numero de células vivas\0,4 ml

Grupo de Antes da Depois Depois da

tratamento no. secagem por secagem por secagem por
congelamento congelamento |. congelamento 1.

1 1,30 x 107 2,29 x 106 2,56 x 106

2 7,80 x 106 3,02 x 106 2,54 x 106

3 8,80 x 106 2,01 x 106 2,05 x 106

4 5,70 x 106 4,25 x 106 4,19 x 108

5 6,38 x 106 1,99 x 106 2,10x 106

6 1,26 x 107 4,34 x 106 4,13x 106

7 7,50 x 106 3,12 x 106 3,59 x 106

8 8,70 x 108 2,71 x 108 - 3,88x 106

9 8,30 x 106 3,36 x 106 4,83 x 106

Controle 1,05 x 107 2,56 x 106 4,08 x 106

5 Tabela 6.: Numero de células de Escherichia coli vivas (c.f.u./0,4 ml) antes e

depois da secagem por congelamento (duas fepetigées). (Contagem de cé-

lula inicial (c.f.u./ml) antes do tratamento: 4.08 x 10® - 4,10 x 10%)

Numero de células vivas \ 0.4 ml

Grupo de
tratamento no.

Antes da

secagem por
congelamento

Depois da
secagem por
congelamento |I.

Depois da
secagem por
congelamento |l.

1 6,10 x 108 1,55 x 107 1,65 x 107
2 3,20 x 108 2,56 x 108 2,90 x 108
3 4,80 x 108 9,30 x 107 9,0 x 107
4 3,90 x 108 1,36 x 108 1,00 x 108
S 5,90 x 108 . 2,14 x 108 1,80 x 108
6 5,95 x 108 2,27 x 108

1,70 x 108
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Numero de células vivas \ 0.4 ml
Grupo de Antes da Depois da Depois da
tratamento no. secagem por secagem por secagem por
congelamento congelamento |. congelamento II.
7 6,10 x 108 7,50 x 107 9,50 x 107
8 6,60 x 108 1,65 x 108 7,80 x 107
9 6,20 x 108 1,52 x 107 1,21 x 107
Controle 5,10 x 108 2,50 x 107 7,7 x 107

Grupos de tratamento marcados com nimeros em negrito repre-
sentam taxa de sobrevivéncia de célula significativamente mais alta em
comparagao com o grupo de controle. Entre os grupos de tratamento, grupos
No. 2 e No. 4 provaram ser supériores. Foi concluido que um tratamento de
alta presséo hidrostatica especifico antes da secagem por congelamento
aumenta significativamente a taxa de sobrevivéncia de célula depois da se-
cagem por congelamento. | , |
Exemplo 8. Sobrevivéncia de embries bovinos depois da biopsia de embri-
40 ou sexo com/sem tratamento com pressao

Coleta de ovocito e Maturagao In vitro (IVM)

COCs (aspirados de ovarios oriundos de matadouros) sdo matu-
rados em TCM-199 Earl’'s suplementados com FCS, LH (Sigma), FSH (Sig-
ma), L-Glutamina, penicilina e estreptomicina, sdo cobertos com éleo mine-
ral, em 38°C com 5,1% de CO. e umidade maxima em ar por 22 horas.

Preparagdo de esperma, Fertilizagdo /n vitro (IVF) e Cultura In -
vitro Culture (IVC) | ' ,

Meio de fertilizagdo era: TALP suplementado com BSA, penici-
lamin (Sigma), hipotaurina (Sigma), epinefrina (Sigma) e heparina (Sigma)

- cobertos com 6leo mineral.

Espermatozdides mdveis foram obtidos por centrifugacdo de
espermatozdides congelados-descongelados (Gentec, Cuiaba, Brasil) em
um gradiente de densidade descontinuo Percoll (2 ml de Percoll a 45% so-
bre 2 ml de Percoll a 90%) por 20 min a 700 g a temperatura ambiente. De-
pois da ressuspenssdo espermatozdides séo adicionados as gotas de fertili-
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zagao. Placas foram incubadas por 19 h em 5% de CO. em ar umidificado a
39°C. Zigotos presumiveis foram, entdo, cultivados in vitro em goticulas de
SOF sob 6leo mineral em uma atmosfera umidificada de 5% de CO, a 39°C.

Pressurizacao

Blastocitos espandidos foram carregados em canudos de plasti-
co de 0,25 ml sem bolhas de ar (7-9 embriées/canudo), com meio de manu-
tencao de embrido, entao canudos foram selados com PVC. Canudos foram
colocados no dispositivo de pressurizagao (Crio-Innovation Ltd., Szeged,
Hungary). Embrides foram expostos a diferentes pressoes hidrostatica de 60
a 90 Mpa (por aumentos de 10 Mpa) por varias vezes (15, 30, 45, 50, 60, 90, |
100 minutos), a temperatura ambiente.

Resultados

A taxa de sobrevivéncia dos embrides sexuais ou embrides de-

- pois da biopsia € significativamente mais alta com tratamento com presséo

especialmente selecionado do que sem.
Exemplo 9. Sobrevivéncia de embrides bovinos'depois da transferéncia de.
gene com/sem tratamento com pressdo

Na presenfe experiéncia embrides bovinos sdo expostos a pres-
sao hidrostatica a fim de verificar se seu comportamento sob condigbes de
presséo alterada é similar aquele dos embrides de camundongo. Depois do
desafio com pressao hidrostatica, amostras sao submetidas a transferéncia
de gene. Depois da cultura in vitro e transferéncia, a sobrevivéncia das a-
mostras € aumentada em comparagdo com as amostras que nao foram tra-
tadas com pressao anteriormente. ' '
Exemplo 10. Sobrevivéncia de embrides humanos depois do ICSI e biopsia
de embri_éo com/sem tratamento com pressao |

Na presente experiéncia embrides bovinos sdo expostos a pres-
sao hidrostéatica a fim de verificar se seu comportamento sob condigdes de
presséo alterada é similar aquele dos embrides de camundohgo. Depois do
desafio com presséo hidrostatica, amostras s@o submetidas a ICSI ou biop-
sia. Depois da cultura in vitro e trahsferéncia, a sobrevivéncia das amostras

€ aumentada em comparagao com as amostras que ndo foram tratadas com
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pressao anteriormente.
Exemplo 11. Sobrevivéncia. de ovécitos (humano, bovino, caprino, suino)
depois da tratamento com pressdo, maturagdo e armazenagem in vitro
O objetivo da presente experiéncia é prover que ovécitos toleram
qualquer processo (incluindo armazenagem/maturagao in vitro) com eficacia
muito maior se eles forem tratados anteriormente com pressdo hidrostatica.
Ovdécitos sdo tratados com pressdo hidrostatica e amostras sdo mantidas in
vitro depois da liberagao da pressao. A sobreviéncia in vitro e in vivo dos
ovdcitos é aumentada em comparagao com as amostras que nao foram tra-

tadas com pressao anteriormente.

Exemplo 12. Sobrevivéncia de células-tronco embridnicas depois da trata-

mento com pressao, armazenagem in vitro

O objetivo da presente experiéncia é prover que a sobrevivéncia
de células-tronco embridnicas € aumentada por um tratamento anterior com
pressao. Células-tronco embridnicas de camundongo sdo tratadas com
presséo hidrostatica e amostras sdo armazenadas e tratadas depois da libe-

racdo da pressdo. Depois da sobrevivéncia in vitro e in vivo das células é

aumentada em comparagdo com as amostras que nao foram tratadas com -

pressao anteriormente.

Os resultados apresentados nos presentes exemplos mostram
que o tratamento com pressao aplicado antes de qua'lquer tipo de técnica
reprodutiva ou biotecnoldgica assistida aperfeicoa a sobrevivéncia (toleran-
cia a tensdo) dos gametas e embrides (e vcélulas-tronco). Também, os dados
apresentados nos embrides de camundongo, espermatozoides de javali e de
touro indicam ampla aplicabilidade do conceito inventivo. A aplicagéo do mé-.
todo de acordo com a presente invengdo pode ser Util no aperfeicoamento

" de taxas de sucesso em toda a espécie de técnica reprodutiva ou biotecno-

I6gica assistidas, manipulagdo de embrido, incluindo outras espécies de
mamifero, seres humanos nao excluidos. O presente método também abre
amplas possibilidade para outros campos onde manipulagdo de gametas e
embrides podem encontrar suas aplicagoes. |

Uma vez que congelamento de sémen fornece sobrevivéncia de
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espermatozéides pds-congelamento pobre nos javalis (e também cavalos), a
ferramenta mais comum de reproducgdo dessas espécies é a inseminagdo de
sémen fresco, prorrogado, prorrogado e resfriado ou prorrogado e esfriado.
Pelo uso de sémen pré-tratado com HHP é significativamente melhor pre-
servado na dada temperatura, e também, o tempo de armazenagem com
qualidade superior € consideramente aumentado.

Similarmente, produgdo de embrido in vitro e in vivo, cultura in
vitro de embrides, sexo, divisdo e uso de qualquer procedimento biotécni-
co/biotecnoldgico, transferéncia de embrido, maturagao de ovécito, ICSI ou
qualquer procedimento biotécnico/biotecnolégico no ovécito ou esperma

grandemente reduzem sua capacidade de viabilidade/sobrevivéncia. Como

‘uma extrapolagao das caracteristicas acima, pelo uso de gametas de pré-

tratamento com HHP e embriGes entrardo em. qualquer tipo de tecnologia
reprodutiva assistida (ART) ou procedimento biotécnico/biotecnolégico com
uma capacidade de sobrevivénca aumentada.
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REIVINDICAGOES

1. Método para o aperfeicoamento da viabilidade de material
bioldgico viavel e uso do dito material compreendendo

(a) aplicagéo de presséo hidrostatica ao dito material biolégico;

(b) manuteng¢édo do dito material bioldgico viavel na pressdo hi-
drostatica por um periodo de tempo predeterminado;

(c) liberagao da pressao hidrostatica; |

(d) uso do dito material para qualquer finalidade desejada de

acordo com qualquer protocolo util, com a condigdo de que o dito uso nao

compreende criopreservagao e a dita aplicagdo da dita pressdo hidrostatica |
nao resulta em alotriploidizagao do dito material bioldgico. |
} 2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a dita pres-
sdo hidroestatica esta na faixa de 1 a 200 MPa, de preferéncia de 10 a 100
MPa, mais de preferéncia de 20 a 75 MPa, e éinda mais preferéncia de 30 a
60 MPa. |

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em que a dita
pressao hidrostatica é aplicada por um periodo de tempo entre 0,001 segun-
dos e 600 minutos, de preferéncia de_ 1 segundos' a 300 minutos, mais de
preferéncia de 10 segundos a 150 minutos, com preferéncia de 20 segundos
a 90 minutos, e ainda mais preferéncia de 30 segundos a 60 minutos.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
3, em que a dita pressdo é liberada gradualmente durante um periodo de
tempo entre Iiberagéo inétanténea e 6 horas. |

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
4, em que a dita presséo é aplicada, mantida e liberada de acordo com um
perfil de presséo predeterminado. - |

6. Método de acdrdo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
5, em que a dita pressdo é aplicada, mantida e liberada de acordo com um
perfil de temperatura predeterminado. | | |

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
em que o dito material bioldgico é um gameta ou embrido, e é de preferéncia

~ selecionado do grupo que consiste em oécitos, espermas, zigotos, mérulas,
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blastécitos, embrides e células tronco de um animal vertebrado.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, em que o dito ani-
mal vertebrado € um peixe, passaro, ou um mamifero, de preferéncia boviho,
equino, caprino, ovino, suino, outros animais de criagdo, animais de estima-
¢ao, primatas, incluindo ser humano.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, em que o dito material biolégico é uma cultura de microorganismos.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que a dita cul-
tura de microorganismo é uma cultura bacteriana.

11. Método de acordo com qualquér uma das reivindicagdes 1 a

10, em que o dito uso do dito material biolégico incorpora quaisquer técnicas

ou protocolos que séo aplicaveis no campo das técnicas reprodutivas assis-
tidas, manipulagoes biotécnicas e/ou biotecnoldgicas.
12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

11, em que o dito uso é secagem por congelamento.
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RESUMO

Patente de Invengao "AUMENTO DA VIABILIDADE E TOLERANCIA A
TENSAO DE MATERIAL BIOLOGICO VIAVEL". : o

'A presente invengéo refere-se a um método para o aperfeicoa-
mento da toleréncia a tensdo e/ou viabilidade de material biolégico viavel e
manipulagdo do dito material compreendendo apIAicag:éo deipreSSéo-hidrosté- '
tica-ao dito material biolégico; manutengao do dito material biologico yiévél
na pressao hidrostatica por um periodo de tempo predetermiriadO' liberagao

' da pressao hldrostatlca e mampulagao do dlto matenal para qualquer fim -

desejado de acordo com qualquer protocolo util. A mampulagao do dlto ma-
terial biolégico incorpora qualsquer técnicas, protocolos que séo apllcavels

‘no campo de técnicas reprodutlvas aSS|st|das mampulagoes biotécnicas

e/ou biotecnolégicas.
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