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“MEMBRANA CRIOPROTETORA DE ESPERMA”

REFERENCIA CRUZADA A APLICAGOES RELACIONADAS

Esta solicitagdo reivindica o beneficio da data de depésito da solicitagdo provisoria
americana namero 60/812.833, depositada em 12 de junho de 2006, intitulada (meio crio-
protetor de espermatozoides”, por Ostermeier et al., solicitagdo proviséria americana numero
60/840.744, depositada em 29 de agosto de 2006, intitulada "Meio crioprotetor de
espermatozdides”, por Ostermeier et al, e solicitagdo proviséria americana numero
160/854.501, depositada em 25 de outubro de 2006, intitulada "Meio crioprotetor de
espermatozéides"”, por Ostereimer et al. Os ensinamentos das referidas solicitagbes s&o
incorporados aqui como referéncia na sua integridade.

DECLARAGAO RELATIVA A PESQUISA OU DESENVOLVIMENTO COM APOIO
FEDERAL

Esta invengdo foi feita com o apoio do Governo de acordo com o numero de
concessdo RR01262-24, concedido pelo "National Institute of Health". O governo tem certos
direitos na invengéo.

ANTECEDENTES DA INVENCAQO

Os avangos revolucionarios na pesquisa do genoma e na habilidade de criagdo de
familias geneticamente especificas de camundongos, resultou em um aumento exponencial
no numero de familias de camundongos disponiveis para a pesquisa biomédica. Estas
familias criadas recentemente, especialmente aquelas nas quais a familia ou mutagdo pode
ser mantida pelo plasma de germe haploide, séo conservadas muito eficientemente através
do congelamento e estocagem de esperma. Os métodos utilizados atualmente para a crio-
conservacdo de esperma de ratos apresentam sucesso invariavelmente moderado, sao
dependentes da constituicdo genética do macho e tém sido, portanto, em geral,
considerados inadequados para a conservagéo segura da maioria das familias de ratos de
criagdo. Sao requeridos métodos adicionais para a crioconservagdo de esperma, que S&o
muito menos afetados adversamente pelos antecedentes genéticos.

RESUMO DA INVENGCAO

O meio crioprotetor e os métodos da invengdo atual, que incluem métodos de
conservagdo criogénica de esperma ( por exemplo, de mamiferos, incluindo mamiferos
humanos e ndo humanos, tais como roedores, incluindo esperma de camundongos e ratos)
sdo de grande interesse porque eles aumentam consistentemente as taxas de sucesso
obtidas com o esperma crioconservado.

Conforme utilizado aqui, o termo esperma refere-se a esperma e espermatozéides. O
meio de crioconservacdo (também referido como meio crioprotetor) da invengdo €
composto, em uma realizagdo, de um crioprotetor (também referido como um agente

crioprotetor); um protetor de membrana, que estabiliza ou auxilia a estabilizagdo de



10

15

20

25

30

35

membranas do esperma; e um removedor de radical livre (por exemplo, um agente de
redugdo, um antioxidante). Este meio de crioprotegéo é referido aqui como CPM.

Em uma realizagdo alternativa, o meio de crioconservagdo inclui dois dos
componentes listados acima: um crioprotetor (CP) e um removedor de radical livre (FRS).
Este meio de crioconservagéo é referido como CP-FRS.

Em uma outra realizagdo, o meio de crioprotegdo inclui um removedor de radical
livre. Este meio de crioprotegéo € referido como FRS.

Conforme utilizado aqui, o termo "um" inclui ou refere-se a " pelo menos um" e
também a "um ou mais". Em todas as realizagbes, podem ser incluidas substancias
adicionais (como por exemplo, um solvente ou liquido, como a agua ou uma solugdo
fisiolégica tampdo; um agente anti-bacteriano; um antibiético; um agente anti-viral, se
necessario.

Em realizagdes especificas, tais como aquelas nas quais o esperma do roedor (por
exemplo, o camundongo, rato) bovino ou humano sio crioconservados, o meio de crio-
conservagao (CPM) usado é composto de (pelo menos um; um ou mais) um e crioprotetor,
como um agucar; um (pelo menos um ou mais) protetor de membrana, e um removedor de
radical livre (por exemplo, um ou mais) como um agente de redugdo, como monotioglicerol
(MTG) e/ou um antioxidante, como glutationa reduzida (GSH). Em realizagbes especificas, o
acglicar € um trissacarideo, como rafinose, ou um dissacarideo, como lactose. Em
realizagbes adicionais, o crioprotetor é o glicerol ou propileno glicol, o qual pode ser usado
s6zinho ou em combinagdo um com o outro (glicerol/propileno glicol em conjunto) ou em
combinagdo com rafinose e/ou lactose (por exemplo, rafinose e/ou lactose em combinagé&o
com glicerol e/ou propileno glicol). Em realizagdes especificas, o protetor de membrana €&
uma proteina, uma néo proteina e uma combinagédo de proteina e uma néao proteina. Em
realizagbes especificas, o protetor de membrana é leite, leite desnatado, gema de ovo ou
um componente de/em/derivado de qualquer dos mencionados anteriormente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 mostra que o monotioglicerol aumenta a fertilidade do esperma C57BL/6J.

A figura 2 ilustra que o GSH aumenta a fertilidade do esperma crioconservado
C57BL/6J.

A figura 3 ilustra que o MTG reduz o ROS em esperma crio- conservado, tanto dos
C57BL/6J(B6) como dos BALB/cByJ (BALB/cBy) de camundongos.

A figura 4 ilustra um aumento da capacidade de fertilizagdo de esperma apds a
crioconservagao.

As figuras 5A - 5H demonstram que a presenga do monotio- glicerol (MTG) durante a
crioconservagdao do esperma bovino aumenta a viabilidade apés o descongelamento. O

esperma de trés colegbes de cada um de seis touros diferentes foram congelados na
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presengca de MTG nas concentragdes indicadas nos eixos x. Para cada colegéo, dois
conjuntos de cada trés amostras foram criadas e analisadas duas vezes em relagdo a
viabilidade do esperma. As diferengas na viabilidade da célula do esperma entre os
tratamentos foi determinada utilizando-se analise de variagado das percentagens
transformadas em aresina e as comparagbes planejadas previamente com o controle do
método de Dunnett que nio utiliza MTG. O painel A ilustra os erros médios e standard para
os seis touros enquanto que os painéis B a H ilustram a percentagem de esperma viavel
para os individuos. Foi notada uma influéncia no tratamento geral onde haviam diferengas
entre aqueles touros mostrados nos painéis B, C, e D.

A figura 6 compara o monotioglicerol congelado contra o fresco e os seus efeitos na
taxa de fertilizagao.

As figura 7A e 7B mostram os resultados das avaliagbes executadas para a
identificagdo de removedores adequados de radical livre.

A figura 8 mostra os resultados do trabalho no qual o esperma de C57BL/6J foi
congelado em 18% de rafinose suplementada com 477 microM de monotioglicerol. O
esperma foi descongelado e utilizado para a fertilizagao in vitro utilizando oécitos de fémeas
C57BL/6J super-ovuladas. Com esta técnica foi obtido um esperma viavel e foram
fertilizados 30% dos odcitos.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

E descrita aqui uma composigdo, referida como meio crio- protetor ou meio de
crioprotegdo, Util para a crio- conservagdo de esperma de uma ampla variedade de
mamiferos e ndo mamiferos. Em uma realizagdo, o meio crioprotetor é referido como CPM e
é composto de um crio- protetor; um protetor de membrana que estabiliza ou auxilia a
estabilizacido de membranas de esperma; e um removedor de radical livre (por exemplo, um
agente redutor, um antioxidante). Conforme utilizado aqui, com referéncia a CPM ,CP-FRS e
FRS (todos os tipos de meio crioprotetor descritos aqui), o termo "removedor de radical livre"
refere-se a uma substéncia ou agente que remove ou inativa radicais livres, tais como uma
substancia ou agente adicionado em uma mistura para remover ou inativar radicais livres.
Conforme usado aqui, com referéncia a CPM, CP-FRS e FRS (todos os tipos de meio
crioprotetor descritos aqui), o termo "agente de redugao" refere-se a um elemento ou um
composto o qual, em uma reagdo redox (redugdo-oxidagdo), reduz a outra espécie
(elemento ou composto). Conforme usado aqui, com referéncia a CPM, CP-FRS e FRS
(todos os tipos de meio crioprotetor descritos aqui), o termo "antioxidante" refere-se a uma
substancia ou agente que reduz os danos oxidativos nas células e biomoléculas. A
composigao, tipicamente adicionalmente é composta de agua em quantidade suficiente para
manter a funcionalidade do esperma. Alternativamente, pode ser usado um liquido ou

solvente diferente de agua, como solugédo salina, ou uma solugdo tampao fisiolégica, como
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fosfato (PBS), bicarbonato, HEPES, MOPS, CHES, MES, CAPS ou Tris, s6zinhos ou em
combinagdo com agua.

Em outra realizagdo, o meio crioprotetor inclui um crio- protetor e um removedor de
radical livre e nao inclui um protetor de membrana. O meio crioprotetor, referido aqui como
CP-FRS, é (til para a crioconservagéo de esperma de uma ampla variedade de mamiferos e
ndo mamiferos. Em uma outra realizagéo, o meio crioprotetor inclui um removedor de radical
livre, e ndo inclui um crioprotetor ou um protetor de membrana. Nestas realizagdes, a
composicédo, tipicamente adicionalmente € composta de agua em quantidade suficiente para
manter a funcionalidade do esperma, assim como de componentes adicionais, conforme
descrito aqui.

A composicdo pode ser usada para a crioconservagdo de esperma, incluindo
esperma de mamiferos, tais como roedores (por exemplo, camundongos, ratos), bovino,
canino, felino, suino, de gansos, ovelhas, coelhos, cavalos, de camelo, esperma de animais
mamiferos domésticos ou de companhia e esperma humano, assim como esperma de aves(
por exemplo, galinha, peru, ave domestica ou de companhia, e esperma de peixe (aqueles
peixes produzidos para consumo, ou de companhia). O meio crioprotetor & util para a
crioconservacgao do esperma obtido de vertebrados de todos os tipos, tais como mamiferos,
incluindo os vertebrados modificados geneticamente de todos os tipos, incluindo mamiferos
geneticamente modificados (por exemplo, esperma obtido de roedores geneticamente
modificados (por exemplo, camundongos, ratos), bovino, canino, felino, suino, de gansos,
ovelhas, coelhos, cavalos, camelos, outros mamiferos domésticos ou de companhia), assim
como ndo mamiferos geneticamente modificados (tais como esperma obtido de passaros
geneticamente modificados (por exemplo, galinha, peru, passaro de companhia) e peixes
(aqueles produzidos para consumo, peixes de companhia)). A composigdo descrita aqui
pode ser usada em qualquer método para a conservagao criogénica de esperma.

Em uma realizagdo, o método de conservagao criogénica de esperma (produgéo de
esperma conservado criogenicamente) € composto de (a) combinagdo do esperma a ser
conservado criogenicamente e uma composi¢do que é composta pelo menos de um dos: (1)
um crioprotetor; (2) um protetor de membrana que estabiliza ou auxilia a estabilizagédo de
membranas do esperma; e (3) um removedor de radical livre (como um agente de redugéo
ou um antioxidante), para a produgdo de uma combinagdo (combinagdo de meio crio-
protetor-esperma, também referido como combinagdo inicial ou combinagcdo a ser
crioconservada) e ( b) submeter-se a combinagdo a condigbes que resultam na
crioconservagdo do esperma na combinagdo, dessa forma produzindo uma combinagé&o
conservada criogenicamente que é composta de esperma conservado criogenicamente.

Em uma realizagdo especifica, 0 método de conservagcido criogénica de esperma

(produgdo de esperma conservado criogenicamente) é composto de (a) combinagdo do
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esperma a ser conservado criogenicamente e de uma composigao, referida como CPM, que
€ composta de: (1) um crio protetor; (2) um protetor de membrana que estabiliza ou auxilia a
estabilizagdo de membranas de esperma; e (3) um removedor de radical livre (como um
agente de redugdo ou um antioxidante), para produzir uma combinagdo (combinagdo de
meio crioprotetor-esperma, também referido como combinagéo inicial ou combinagéo a ser
crio- conservada) e (b) submeter se a combinagdo a condigdes que resultam na
crioconservagdo de esperma na combinagédo, dessa forma produzindo uma combinag&o
conservada criogenicamente que € composta de esperma conservado criogénicamente.

A combinagéo inicial (a combinagdo a ser crioconservada) é produzida antes da
crioconservagédo e pode ser submetida a condi¢cdes que resultam na crioconservagédo de
esperma na combinagdo imediatamente apds a produgdo ou dentro de um periodo limitado
apoés ter sido produzido. A crioconservagdo pode ser executada a qualquer tempo apés a
producao que nao afete adversamente a viabilidade do esperma, como por exemplo, para
esperma de camundongos, a qualquer tempo dentro de cerca de 90 minutos apoés ele ter
sido produzido. O esperma resultante & esperma crioconservado que apresenta um
potencial de fertilizagdo consistentemente melhor do que o potencial de fertilizagédo do
esperma crioconservado obtido utilizando-se os métodos e meios atualmente disponiveis.

A conservagao pode ser executada em uma temperatura de cerca de mais 4 °C até
cerca de menos 200 °C. Em realizagbes especificas, a crioconservagdo é executada em
uma temperatura entre cerca de menos 80 °C até cerca de menos 200 °C. Em todas as
realizagbes descritas aqui, o esperma crioconservado resultante pode ser estocado
indefinidamente em uma temperatura apropriada, conhecida por aqueles adestrados na arte
(por exemplo, em temperaturas que variam de cerca de menos 80 °C a cerca de menos 200
°C).

A capacidade de fertilizagdo ou habilidade do esperma pode ser avaliada utilizando-
se métodos conhecidos por aqueles adestrados na arte, tais como por um método in vitro
(por exemplo, através da avaliagdo da habilidade para fertilizar o6citos com os quais ele s&o
combinados/incubados (a sua habilidade para formar, por exemplo, embrides com duas
células)) e/ou através de um método in vivo (por exemplo, através da avaliagdo da produgéo
de descendentes pelas fémeas nas quais foram implantados os oécitos fertilizados). O
método pode ser usado para conservar criogénicamente o esperma obtido de vertebrados,
incluindo mamiferos e ndo mamiferos, de todos os tipos, incluindo esperma obtido de
vertebrados modificados geneticamente (por exemplo, mamiferos modificados
geneticamente, tais como roedores modificados geneticamente (por exemplo,
camundongos, ratos), bovino, canino, felino, suino, de gansos, ovelhas, coelhos, cavalos,
camelos, mamiferos domésticos ou de companhia) e ndo mamiferos modificados

geneticamente (tais como passaros modificados geneticamente (por exemplo, galinhas,
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perus, passaros de companhia) e peixe (aqueles produzidos para consumo, peixes de
companhia). Fazer referéncia a tabela 1, que é uma lista de animais para os quais pode ser
usada a invengéao atual.

Em certas realizagbes, o0 método de conservagéo criogénica de esperma é composto
de: (a) combinagéo do esperma a ser conservado criogénicamente e uma composigéo que é
composta de (1) um crioprotetor, como um ou mais agucares (por exemplo, rafinose,
lactose), glicerol e/ou propileno glicol; (2) um protetor de membrana, que é uma
macromolécula ou mistura de macromoléculas que estabiliza ou auxilia a estabilizagdo de
membranas do esperma (por exemplo, leite ou p6 de leite, como leite desnatado ou p6 de
leite desnatado; uma proteina no leite; uma proteina do leite ou componente do mesmo); e
(3) um removedor de radical livre, como um agente de redugdo ou um antioxidante (por
exemplo, monotioglicerol, glutationa reduzida (GSH)), para produzir uma combinagio
(combinagdo de meio crioprotetor-esperma); e (b) submeter-se a combinagdo a condigdes
que resultam na crioconservagdo de esperma na combinagéo, dessa forma produzindo uma
combinagéao crio- conservada que é composta de esperma crioconservado.

A macromolécula usada pode ser qualquer macromolécula descrita aqui ou qualquer
outra macromolécula que tenha as caracteristicas desejadas. A combinagéo inicial (a
combinagdo a ser crioconservada) é produzida antes da crio- conservagdo e pode ser
submetida a condigbes que resultam na crioconservagdo de esperma na combinagéo
imediatamente apoés ele ser produzido ou dentro de um periodo limitado apds ele ser
produzido. A crioconservagido pode ser executada a qualquer tempo apés a produgdo que
nado afete adversamente significativamente a viabilidade do esperma. Por exemplo, com o
esperma de camundongos ou ratos, a crioconservagédo pode ser executada a qualquer
tempo dentro de cerca de 90 minutos apés ele ser produzido. Como um exemplo adicional,
a crioconservagao de esperma humano ou bovino pode ser feita em até cerca de 24h apés a
produgdo da combinagdo. A conservagdo é executada em uma temperatura de cerca de
mais 4 °C até cerca de menos 200 °C. Em realizagdes especificas, a crioconservagéo €
executada em uma temperatura entre cerca de menos 80 °C a cerca de menos 200 °C.
Antes do esperma ser incubado, o esperma é descongelado e podera também ser lavado.
Em todas as realizagbes descritas aqui, o esperma crio- conservado resultante pode ser
estocado indefinidamente. O esperma resultante é o esperma crioconservado que apresenta
um potencial de fertilizagdo consistentemente melhor do que o potencial de fertilizagdo do
esperma crio- conservado obtido utilizando-se os métodos e meios atualmente disponiveis.

A capacidade de fertilizagdo ou habilidade do esperma pode ser avaliada utilizando-
se métodos conhecidos por aqueles adestrados na arte, tais como in vitro, através da
avaliagdo da habilidade para fertilizar o6citos com os quais ele sdo combinados/incubados

(a sua habilidade para formar, por exemplo, embrides de duas células) e/ou in vivo,
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avaliando- se a produgédo de descendentes pelas fémeas nas quais os odcitos fertilizados
sdo implantados. No caso de esperma humano, a capacidade ou a habilidade de fertilizagao
pode ser avaliada utilizando-se métodos disponiveis, tais como um ensaio funcional,
incluindo, mas néo limitado a, ensaio de mobilidade, um ensaio de viabilidade, um ensaio de
"hemizona" (ligagdo do esperma com a zona pelucida) ou penetracdo do esperma na zona
de odcitos de hamster livres da zona.

Em uma realizagdo especifica, 0 método da conservagdo criogénica de esperma ¢é
composto de: (a) combinagdo do esperma a ser conservado criogénicamente e de uma
composicdo que € composta de (1) um crioprotetor, que € um ou mais agucares (por
exemplo, rafinose, lactose); (2) um protetor de membrana, que € uma macromolécula, como
uma proteina (por exemplo, leite ou uma proteina contida no leite; leite desnatado ou uma
proteina contida no leite desnatado, gema de ovo ou uma proteina contida na gema de ovo)
e que estabiliza ou auxilia a estabilizagdo de membranas do esperma; e (3) um removedor
de radical livre, como um agente de redugdo, ou um antioxidante (por exemplo, mono-
tioglicerol, glutationa reduzida (GSH)), para produzir uma combinagdo (combinagdo de meio
crioprotetor-esperma); e (b) submeter-se a combinagdo a condigdes que resultam na
crioconservagao do esperma na combinagdo, dessa forma produzindo uma combinagéao
crioconservada que é composta de esperma crioconservado. A combinagdo inicial (
combinagdo a ser crioconservada) é produzida antes da crio- conservagdo e pode ser
submetida a condigdes que resultam na crioconservacdo de esperma na combinagéo
imediatamente apds ele ser produzido ou dentro de um periodo limitado apés ele ser
produzido. A crioconservagido pode ser executada a qualquer tempo apés a produgao que
ndo afete significativamente adversamente a viabilidade do esperma. Por exemplo, com
esperma de camundongos, a crio- conservagido pode ser executada a qualquer tempo
dentro de cerca de 90 minutos apds ele ser produzido. A conservagido € executada, por
exemplo, em uma temperatura de cerca de mais 4 °C a cerca de menos 200 °C. Em
realizagdes especificas, a crioconservagio é executada em uma temperatura entre cerca de
menos 80 °C a cerca de menos 200 °C. Em todas as realiza¢des descritas aqui, 0 esperma
crioconservado resultante pode ser estocado indefinidamente. O esperma resultante é€ o
esperma crio- conservado que apresenta um potencial de fertilizagdo consistentemente
melhor do que o potencial de fertilizagdo do esperma crioconservado obtido utilizando-se os
métodos e meios atualmente disponiveis. A capacidade de fertilizagdo iou funcionalidade do
esperma pode ser avaliada utilizando- se métodos conhecidos por aqueles adestrados na
arte, tais como in vitro, através da avaliacdo da habilidade de fertilizagdo dos o6citos com os
quais ele sdo combinados/incubados (a sua habilidade para formar embrides de duas
células, por exemplo) e/ou in vivo, através da avaliagdo da produgdo de descendéncia por

fémeas nas quais os odécitos sdo implantados. No caso de esperma humano, a capacidade
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ou habilidade de fertilizagdo pode ser avaliada utilizando-se métodos disponiveis, tais como
um ensaio funcional, incluindo, mas nao limitados a, um ensaio de hemizona (ligacdo do
esperma na zona pelucida) ou penetracdo do esperma nos odécitos de hamster livres de
zona.

Em uma realizagdo alternativa, o meio crioprotetor inclui um (pelo menos um; um ou
mais) crioprotetor e um (pelo menos um; um ou mais) removedor de radical livre e ndo inclui
um protetor de membrana. Este meio crioprotetor, referido aqui como CP-FRS, é dutil para as
mesmas finalidades e nos métodos conforme descrito aqui para CPM.

Em uma realizagéo, o método de conservar criogenicamente o esperma (produzindo
esperma conservado criogenicamente) € composto de (a) combinagdo do esperma a ser
conservado criogenicamente e uma composigao que inclui um crioprotetor e um removedor
de radical livre (como um agente de redugdo ou um antioxidante), para produzir uma
combinag¢ao (combinagdo de esperma-meio crioprotetor ou esperma-FRS) e (b) submeter-e
a combinagdo a condigbes que resultam na crioconservagdo do esperma na combinagéo,
dessa forma produzindo uma combinagdo conservada criogénicamente que € composta de
esperma conservado criogénicamente.

Em uma realizagdo especifica, o método de conservar criogenicamente esperma
(producdo de esperma conservado criogenicamente) € composto de (a) combinagdo do
esperma a ser conservado criogenicamente e uma composicéo, referida como CP-FRS, que
inclui um crioprotetor € um removedor de radical livre (como um agente redutor ou um
antioxidante), para produzir uma combinagdo (combinagdo de meio crio protetor-esperma,
também referido como a combinagéo inicial ou a combinagdo a ser crioconservada) e (b)
submeter-se a combinagdo a condi¢gdes que resultam na crioconservagdo de esperma na
combinagéo, dessa forma produzindo uma combinagéo conservada criogenicamente que é
composta de esperma conservado criogenicamente.

A combinagéo inicial (a combinagdo a ser crioconservada) é produzida antes da
crioconservagdo e pode ser submetida a condigdes que resultam na crioconservagdo de
esperma na combinagédo, imediatamente apds a producgéo ou dentro de um periodo limitado
apds ele ser produzido. A crioconservagdao pode ser executada a qualquer tempo apds a
produgao que nao afete adversamente a viabilidade do esperma, como por exemplo, para
esperma de camundongos, a qualquer tempo dentro de cerca de 90 minutos apés ele ser
produzido. O esperma resultante é esperma crioconservado que apresenta um potencial de
fertilizagdo consistentemente melhor do que o potencial de fertilizagdo do esperma crio-
conservado obtido utilizando-se os métodos e meios disponiveis atualmente.

A conservagao pode ser executada em uma temperatura de cerca de mais 4 °C a
cerca de menos 200 °C. Em realizagées especificas, a crioconservagao & executada em

uma temperatura entre cerca de menos 80 °C a cerca de menos 200 °C. Em todas as
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realizagbes descritas aqui, o esperma crioconservado resultante pode ser estocado
indefinidamente em uma temperatura apropriada, conhecida por aqueles adestrados na arte
(por exemplo, em temperaturas que variam de cerca de menos 80 °C a cerca de menos 200
°C).

Os crioprotetores e os removedores de radical livre descritos aqui sdo Uteis na
composigdo CP-FRS e nos métodos nos quais o CP-FRS é utilizado. Em uma outra
realizagéo, o meio de crioconservagdo inclui um (pelo menos um, um ou mais) removedor
de radical livre e ndo inclui um crio- protetor ou um protetor de membrana. Em uma
realizagdo, o método de conservar criogenicamente esperma (a produgdo de esperma
conservado criogenicamente) é composto de (a) combinagdo do esperma a ser conservado
criogenicamente e de uma composi¢cao que inclui um removedor de radical livre (como um
agente redutor ou um antioxidante) para produzir uma combinagédo (combinagdo de meio
crioprotetor-esperma ou FRS-esperma, também referido como a combinagéo inicial ou a
combinagdo a ser crioconservada) e (b) submeter-se a combinagdo a condigbes que
resultam na crio- conservagdo de esperma na combinagdo, dessa forma produzindo uma
combinagdo conservada criogenicamente que €é composta de esperma conservado
criogenicamente.

Em uma realizagdo especifica, o método de conservar criogenicamente esperma
(produgdo de esperma conservado criogenicamente) € composto de (a) combinagdo do
esperma a ser conservado criogenicamente e uma composigdo, referida como FRS, que
inclui um removedor de radical de livre (como um agente redutor ou um antioxidante), para
produzir uma combinagéo (a combinagdo de meio crio- protetor-esperma, também referido
como combinagédo inicial ou a combinagdo a ser crioconservada) e (b) submeter-se a
combinagdo a condigbes que resultam na crioconservagdo de esperma na combinagéo,
dessa forma produzindo uma combinagédo conservada criogenicamente que é composta de
esperma conservado criogenicamente. A combinagdo inicial (a combinagdo a ser
crioconservada) € produzida antes da crioconservagido e pode ser submetida a condi¢oes
que resultam na crioconservagdo de esperma na combinacdo imediatamente apds a
producdo ou dentro de um periodo limitado apés ele ser produzido. A crioconservagdo pode
ser executada a qualquer tempo apds a produgéo que nido afete adversamente a viabilidade
do esperma, como por exemplo, para esperma de camundongos, a qualquer tempo dentro
de cerca de 90 minutos apods ele ser produzido. O esperma resultante é esperma
crioconservado que apresenta um potencial de fertilizagdo consistentemente melhor do que
o potencial de fertilizagdo do esperma crioconservado obtido utilizando-se os métodos e
meios atualmente disponiveis. A conservacédo pode ser executada em uma temperatura de
cerca de mais 4 °C a cerca de menos 200 °C. Em realizagbes especificas, a
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menos 200 °C. Os removedores de radical livre descritos aqui sdo uteis na composigdo FRS
e nos métodos nos quais o FRS é utilizado.

Em todas as realizagbes descritas aqui, o esperma resultante crioconservado pode
ser conservado indefinidamente em uma temperatura apropriada, conhecida por aqueles
adestrados na arte (por exemplo, em temperaturas que variam de cerca de menos 80 °C a
cerca de menos 200 °C). Em todas as realizagbes, o meio crioprotetor pode ser composto
de componentes adicionais, tais como agua ou outro solvente, um agente anti-bacteriano,
um agente anti- viral, €/ou um antibidtico.

Conforme usado aqui, "um" inclui " pelo menos um" e "um ou mais".

Em certas realizagdes, o método da invengdo atual € um método de produgédo de
descendentes vivos, que podem ser vertebrados de varios tipos, incluindo mamiferos e nao
mamiferos. Ele € um método de producdo de descendentes vivos, tais como roedores (por
exemplo, camundongos, ratos) gado bovino (vacas, touros), cachorros, gatos, porcos/
suinos, gansos, ovelhas, cavalos, camelos, coelhos, mamiferos de animais domésticos ou
de companhia, passaros (por exemplo, galinhas, perus, peixes domésticos ou de companhia
(aqueles produzidos para consumo, peixes de companhia) outras espécies (incluindo
espécies correndo risco de exterminio) e humanos. O método de producgéo de descendentes
vivos € composto das etapas descritas acima para conservar criogenicamente o esperma e
além disso é composto do descongelamento do esperma crioconservado resultante (dessa
forma produzindo esperma descongelado);

a introdugdo de esperma descongelado ou de odcitos fertilizados produzidos
utilizando-se o esperma descongelado resultante do método descrito acima em uma fémea
apropriada (por exemplo, uma fémea pseudo-gravida, como um camundongo-fémea
pseudo-gravida, quando s&o utilizados odcitos fertilizados e uma fémea receptiva que esta
no periodo fértil, quando é usado esperma descongelado) e mantendo-se a fémea na qual
os obcitos ou esperma foram introduzidos em condigdes apropriadas para o crescimento e o
desenvolvimento dos odcitos fertilizados em prole viva (apropriado para a produgdo de prole
viva), através do que é/sdo produzidos descendentes vivos. Naquelas realizagdes nas quais
o esperma descongelado é introduzido em uma fémea apropriada, eles estdo presentes em
um meio apropriado, como o meio CPM ou IVF. Por exemplo, a combinagdo de meio
crioprotetor/esperma descongelado no € diluida ou é diluida em um meio apropriado IVF
(por exemplo, Cooks Mouse Vitro Fert (Cook Australia; Queensland, Australia; (Quinn et al.,
1995 )) e introduzido-se em uma fémea receptiva adequada. Ou o esperma pode ser
introduzidos através de inseminagao artificial auxiliada por cirurgia (Al). Por exemplo, a
suspensdo de esperma é transferida por meio de uma pipeta de transferéncia diretamente
para dentro de um espago entre o ovario e o invélucro do ovario préximo do infundibulo do

cano de transplante. Alternativamente, o esperma pode ser inserido na regido da ambula
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através da parede do canal do oviduto de uma fémea receptiva apropriada, como uma
fémea superovulada, ver (Sato and Kimura, 2001; Sato et al., 2004). Alternativamente, a
combinagdo do meio crioprotetor/esperma descongelado € diluido em um meio IVF
apropriado (por exemplo, Cooks Mouse Vitro Fert Cook Australia; Queensland, Australia;
(Quinn et al.,, 1995 )) e posteriormente é misturado com massas de ovo ou odcitos e é
culturado in vitro nos embribes do estagio com duas células ou com quatro células para o
estagio de 16 células do ovo fertilizado, do estagio morula ou blastocisto. Posteriormente os
embrides do estagio de 2 células ,uu 4 células para o estagio de 16 células, os embrides do
estagio mérula ou blastocisto de ovos fertilizados séo introduzidos em uma fémea receptiva
apropriada.

Os objetivos desta invengdo sdo também combinagbes de meio crioprotetor-
esperma; esperma conservado criogenicamente; e odcitos fertilizados, embrides de duas
células e zigotos produzidos pelos métodos descritos.

O objetivo desta invengdo € também a produgéo de prole viva ndo humana pelos
meétodos descritos. Em realizagbes especificas, a prole viva sdo roedores (por exemplo,
camundongos, ratos), vacas, cachorros, gatos, porcos/suinos, gansos, ovelhas, cavalos,
camelos, coelhos, outros mamiferos de companhia, passaros (por exemplo, galinhas, perus,
passaros de companhia), peixes (aqueles produzidos para consumo, peixes de companhia),
e outras espécies (incluindo espécies com risco de exterminio).

Componentes do meio crioprotetor

Crioprotetor

O meio crioprotetor pode ser variado nos seus componentes especificos. Por
exemplo, o crioprotetor (também referido como agente crioprotetor) tipicamente é um
crioprotetor ndo penetrante (pelo menos um, um ou mais crioprotetores nédo penetrantes).

Um crioprotetor penetrante (pelo menos um, um ou mais crioprotetores) também
podem ser utilizados. Pode ser utilizada uma combinagédo de um ou mais crioprotetores néo
penetrantes e um ou mais crioprotetores penetrantes.

Um crioprotetor ndo penetrante € um soluto (agente/composto) que é incapaz de se
movimentar ao longo de uma membrana de célula (aqui, a membrana do esperma) até
qualquer extensao significativa/substancial. Como um componente da suspenséo da célula,
ele altera a natureza e/ou a extensdo das alteragdes que ocorrem dentro do esperma e no
meio crioprotetor para melhorar ou aumentar o nimero (percentual) de células (esperma)
que sobrevivem a crioconservacdo. Os crioprotetores nac penetrantes (teis na invengao
atual podem ser um acgucar ou diferente de agucar ou uma combinagdo de um ou mais
agucares e um ou mais diferentes de aglucar. Em realizagdes especificas, este componente
do meio crioprotetor € um aglcar ou uma combinagdo de dois ou mais agucares. Os

agucares incluidos no meio crioprotetor podem ser um dissacarideo (treralose, melibiose,
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sacarose, lactose), um trissacarideo (por exemplo, rafinose, melezitose), um tetra-sacarideo
(por exemplo, estaquiose), um oligossacarideo (manotriose), ou um polissacarideo (por
exemplo, dextrano, hidroxi-etil amido (HES)) e alcoois de agucar dos mesmos (por exemplo,
maltitol, lactitol). Em realizagdes especificas, o agucar incluido no meio crioprotetor ¢
rafinose ou lactose. Ndo agucares, tais como polivinilpirrolidona (PVP), 6xido de polietileno
(PEO) ou polietileno glicol (PEG), podem ser incluidos no meio crioprotetor. Por exemplo,
pode ser utilizado PEG de alto peso molecular, como PEG de qualquer peso molecular
médio de PEG 400 a PEG 20.000 Dalton (PEG 400 a PEG 20.000). Alternativamente, pode
ser usado um crioprotetor penetrante. Um crioprotetor penetrante é um soluto
(agente/composto) ou um solvente que pode se movimentar ao longo de uma membrana de
célula, como a membrana do esperma. Este componente altera a natureza e/ou a extenséo
das alteragbes que ocorrem tanto dentro do esperma como no meio crioprotetor para
melhorar ou aumentar a percentagem (nimero) de células (esperma) e que sobrevivem a
crioconservagao.

Em realizagbes especificas, este componente do meio crio- protetor € um ou mais
dos seguintes: um alcool de aglcar penetrante, como glicerol; dimetil-sulféxido (DMSO); um
alcool (como etileno glicol ou propileno giicol, ou uma combinagdo de glicerol e propileno
glicol. Uma combinagdo de um ou mais crioprotetores nao penetrantes ou um ou mais
crioprotetores penetrantes também podem ser utilizados. Deve ser entendido que alguns
componentes, como glicerol, atuam como crioprotetores penetrantes ou ndo penetrantes,
dependendo das condigdes nas quais ele sdo usados. O glicerol € um alcool de agucar que
é penetrante na temperatura ambiente até a do corpo e é ndo penetrante em temperaturas
abaixo de 0 °C. Nas temperaturas ambientes, o glicerol € um crioprotetor penetrante.

Protetor de membrana

O componente protetor de membrana do meio crioprotetor pode ser qualquer de uma
larga variedade de macromoléculas que atuam como uma solugdo tampéo e diluente para
estabilizar ou auxiliar a estabilizagdo de membranas de células. O componente protetor de
membrana pode ser uma (uma ou mais, pelo menos uma) proteina, uma (uma ou mais, pelo
menos uma) ndo proteina ou uma combinagdo de uma proteina ou proteinas e uma néo
proteina ou ndo proteinas. Uma ou mais proteinas podem estar presentes em/derivadas de
fontes animais (proteinas animais) e podem ser, por exemplo, leite, € derivados ou
componentes de leite, tais como proteina de leite, leite desnatado (como leite desnatado
liquido ou p6 de leite desnatado), uma proteina no leite (por exemplo, em leite integral, leite
desnatado) ou um componente de uma proteina de leite; caseina, ovo, gema de ovo, clara
de ovo (por exemplo, ovo fresco, gema de ovo ou clara de ovo, como ovo fresco, gema de
ovo ou clara de ovo de galinha) uma proteina no ovo, gema de ovo ou clara de ovo;

colageno, elastina, gelatina, atelocolageno, fibronectina, peptonas, queratina, albumina ou
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qualquer combinagdo dos mesmos. Alternativamente, uma ou mais proteinas podem ser
derivadas de fontes de plantas (proteinas de plantas) e podem ser, por exemplo, proteina de
soja, proteina de trigo, proteina de milho, leite de coco, extrato de alovera, extrato de jojoba,
ou qualquer combinagédo dos mesmos. O protetor de membrana pode ser uma combinagéo
de uma ou mais proteinas animais € uma ou mais proteinas de plantas. Uma ou mais
proteinas podem ser uma proteina produzida recombinantemente, como caseina, colageno,
gelatina, fibronectina, albumina, lactalbumina, lactoglobulina, queratina ou qualquer
combinagdo dos mesmos. Alternativamente, o protetor de membrana pode ser um lipidio
(por exemplo, um lipidio animal, lipidio de planta, quimicamente sintetizado), lipidios
sintéticos, tais como fosfatidil glicerol, acido fosfatidico, 1,1'.2, 2'- tetra-acil-cardiolipina,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidil- etanolamina, lipidios com base em polioxietileno,
acidos graxos araquiddnicos linoleicos, linolenicos, miristico, oleico, palmitico ou estearico,
colesterol, Pluronic F-68 ou qualquer combinagdo dos mesmos, podem ser utilizados (por
exemplo, conforme o suprimento de concentrados de lipidios quimicamente definidos pela
Invitrogen Cat. No. 11905-031 ou uma mistura de lipidios | da Sigma, Cat. No. L0288). Um
outro exemplo de um protetor de membrana é um polimero, &alcool polivinilico (PVA).
Qualquer combinagdo de protetores de membrana descritos aqui ou agentes semelhantes
pode ser utilizada no meio crioprotetor. Por exemplo, uma ou mais proteinas, como uma ou
mais proteinas de origem animal e/ou uma ou mais proteinas de origem de plantas e/ou
uma ou mais proteinas recombinantes podem ser incluidas no meio crioprotetor, o qual
também pode ser composto de protetores de membrana adicionais, tais como um ou mais
lipidios (por exemplo, um ou mais lipidios de origem animal e/ou um ou mais lipidios de
origem de plantas e/ou um ou mais lipidios sintéticos, qualquer mistura destes tipos de
lipidios) e/fou PVA. A concentragdo do protetor de membrana pode ser determinada
empiricamente, utilizando-se métodos conhecidos por aqueles adestrados na arte. Em
certas realizagdes, a concentragdo do protetor de membrana é de cerca de 1% em
peso/volume a cerca de 50% em peso/volume, como 3% em peso/volume para o p6 de leite
desnatado. Alternativamente, a concentragdo pode ser de cerca de 1% em volume/volume a
cerca de 90% em volume/volume, como 23% em volume/volume para gema de ovo e 90%
para leite. Em todas as realizagbes, a concentragdo pode ser qualquer concentragdo dentro
destas faixas.

Removedor de radical livre

O componente removedor de radical livre (também referido como um agente
removedor de radical livre) do meio crio- protetor pode ser qualquer removedor que seja
compativel com a viabilidade do esperma e suficientemente efetivo (ativo) que remove ou
inativa radicais livres (espécies de oxigénio reativo) na combinagédo a tal ponto que a

percentagem (numero) de células (esperma) que sobrevivem a crioconservagdo e podem
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fertilizar os odcitos é consistentemente melhorada. Um componente removedor de radical
livre pode ser qualquer composto ou molécula, como um agente redutor ou um antioxidante,
que tem estas caracteristicas desejadas. Agentes removedores de radical livre Gteis podem
ser identificados conforme descrito no exemplo 4 e no exemplo 13, nos quais a habilidade
do monotioglicerol de agir como agente redutor foi avaliada em utilizando-se um corante
fluorescente e citometria de fluxo. Os agentes removedores de radical livre Uteis no meio
crio- protetor da invengdo atual, alternativamente podem ser identificados por métodos
conhecidos por aqueles adestrados na arte.

Um ou mais removedores de radical livre (por exemplo, um ou mais agentes
redutores e/ou um ou mais antioxidantes) podem ser incluidos no meio crioprotetor. Em
realizacdes especificas, o removedor de radical livre pode ser, por exemplo, um ou mais
agentes redutores, tais como um ou mais dos seguintes: monotioglicerol (MTG), beta-
mercapto- etanol, ditiotreitol (DTT), Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), ditioeritritol, tioredoxina
(TRX), ditionita, 2-mercapto- etilamina, dimetiltiouréia; acido nordiidroguaiaretico (NDGA),
2,3-dimercapto-1-propanol ou hidroquinona. Alternativamente, o removedor de radical livre
pode ser um ou mais antioxidantes, como um ou mais dos seguintes: um aminoacido ou
derivado do mesmo (por exemplo, glutationa reduzida (GSH), cisteina, homocisteina, N-
acetil cisteina (NAC), metionina, N-2-mercapto propionil glicina, alanina, glutationina),
bilirubina, melatonina, manitol, acido lipoico, 10,11-diidroxiaporfina (DHA), hidroxianisola
butilada (BHA), hidroxitolueno butilado, acido diidroolipoico, tetraidropapaverolina (THP),
acido 2-tiobarbituico, ou taurina, e inositol acido dimercapto succinico. Além disso, o
removedor de radical livre pode ser uma vitamina, como vitamina E (tocoferol ou um
derivado do mesmo, como formas sollveis em agua da vitamina E; vitamina C (acido
ascorbico); vitamina A, carotendides, (Astaxantina), complexo de vitamina B (incluindo
Inositol) ou coenzima Q); alopurinol, dimetil-sulféxido, deferoxamina, uma enzima (como
catalase, glutationa peroxidases ou superdxido dismutase), um esteroide (como 21-
aminosteroides, metilprednisolona), ou glutationina.

Em uma realizagdo especifica do meio crioprotetor, o removedor de radical livre é o
montioglicerol. Nesta realizagdo, o removedor de radical livre tipicamente esta presente no
meio crioprotetor em um nivel de cerca de 50 uM a cerca de 50 mM (50.000 yM). Qualquer
nivel entre cerca de 50 yM a cerca de 50 mM (50.000 M) de monotio- glicerol pode ser
utilizado. Em uma outra realizagdo, o removedor de radical livre é glutationa reduzida (GSH).
Nesta realizagdo, o removedor de radical livre, tipicamente estad presente no meio em um
nivel de cerca de 50 yM a cerca de 50 mM. Qualquer nivel entre cerca de 50 uM a cerca de
50 mM (50.000 M) de GSH pode ser utilizado. A concentragdo de outros removedores de
radical livre pode ser determinada empiricamente e variara dependendo do agente

especifico utilizado.
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Em uma realizagdo especifica do meio crioprotetor, o crio- protetor € um agucar (por
exemplo, rafinose ou lactose) ou um alcool de aglcar (por exemplo, glicerol) ou um alcool
(por exemplo, propileno glicol) ou combinag&o de dois ou mais dos anteriores (por exemplo,
lactose e/ou rafinose e propileno glicol ou lactose e/ou rafinose e glicerol); o protetor de
membrana é uma macromolécula, como leite ou proteina de leite (como proteina de leite
desnatado) ou leite desnatado ou gema de ovo; e o removedor de radical livre € um agente
redutor, como monotioglicerol, ou um antioxidante, como GSH.

Em uma realizagéo alternativa do meio crioprotetor (CP-FRS), o crioprotetor é um
agucar (por exemplo, rafinose, ou lactose) ou é um &lcool de agucar (por exemplo, glicerol)
ou & um alcool (por exemplo, propileno glicol) ou uma combinagdo de dois ou mais dos
anteriores (por exemplo, lactose e/ou rafinose e propileno glicol ou lactose e/ou rafinose e
glicerol) e o removedor de radical livre € um agente redutor, como monotioglicerol ou
ditiotreitol, ou € um antioxidante, como GSH.

Em outras realizagdes especificas, (pelo menos um; um ou mais) agucar é rafinose
ou lactose; o (pelo menos um; um ou mais) protetor de membrana € uma macromolécula,
como um leite; e o (pelo menos um; um ou mais) agente redutor € o monotioglicerol (MTG).
Em outras realizagdes especificas, (pelo menos um) agucar € rafinose; a (pelo menos uma)
macromolécula e uma proteina de leite; e o (pelo menos um) antioxidante &€ GSH.
Alternativamente, o (pelo menos um; um ou mais) protetor de membrana & leite desnatado.

Em outras realizagdes especificas, o crioprotetor € um (pelo menos um; um ou mais)
agucar, como lactose ou um alcool de agucar, como glicerol ou um alcool, como propileno
glicol; ou (pelo menos um; um ou mais) protetor de membrana é gema de ovo (por exemplo,
gema de ovo fresco, como a gema de ovo fresco de galinha) ou leite desnatado; e o (pelo
menos um; um ou mais) removedor de radical livre € monotioglicerol (MTG) ou glutationa
reduzido ou ditiotreitol (DTT). Em outras realizagdes especificas, o (pelo menos um; ou um
ou mais) agucar € rafinose; a (pelo menos uma; ou uma ou mais) macromolécula é leite
desnatado ou uma proteina de leite; e o (pelo menos um; ou um ou mais) removedor de
radical livre € GSH, MTG ou DTT.

Em uma realizagdo especifica, o método da invengédo atual € um método de
conservar criogenicamente esperma, composto da combinagdo do esperma com um meio
crioprotetor que é composto pelo menos de um acglcar; pelo menos um protetor de
membrana (por exemplo, uma macromolécula, como uma proteina ou um polimero); e pelo
menos um removedor de radical livre, como um agente redutor ou um antioxidante. Pelo
menos um agucar pode ser qualquer dos agucares descritos aqui. O protetor de membrana
é um polimero, como alcool polivinilico ou Pluronic F-68; e pelo menos um agente
removedor de radical livre pode ser qualquer agente redutor ou qualquer antioxidante

descrito aqui ou uma combinagdo de um ou mais agentes redutores e um ou mais
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antioxidantes.

As quantidades e concentragdes relativas de cada um destes componentes do meio
crioprotetor (crioprotetor, protetor de membrana, removedor de radical livre), assim como as
quantidades e concentragdes relativas de outros componentes do meio (por exemplo, agua)
podem ser determinadas empiricamente, utilizando-se métodos conhecidos por aqueles
adestrados na arte para a produgdo de uma variedade de meios. Ver os exemplos.

Métodos de conservagéo de esperma

Os meios e métodos de crioconservagao da invengdo atual podem ser usados para a
conservagao de esperma de uma larga variedade de mamiferos em realizagbes especificas,
e séo utilizados para a crioconservagdo de esperma de roedores, tais como o esperma de
camundongos ou ratos; o esperma bovino ou esperma humano. Conforme discutido em
maiores detalhes abaixo, o meio e métodos podem ser usados com qualquer familia/sub-
familia ou estoque de camundongos. Em condigdes especificas, a composigdo do meio de
crioconservagdo podera ser ajustada em relagdo ao seus componentes e/ou as suas
concentragdes respectivas, para melhorar a eficiéncia do meio na protegdo do tipo
especifico de esperma (por exemplo, ajustado para servir a uma familia especifica de
esperma de camundongos) da crio- conservagdo. Podem ser feitos ajustes empiricamente,
utilizando-se métodos conhecidos por aqueles adestrados na arte. Por exemplo, a familia de
camundongos pode ser da mesma origem (por exemplo, C57BL/6; BALB/c; FVB/N;
12983/Svim) ou de estoque de origens diferentes.

O meio crioprotetor e os métodos desta invencgdo sdo especialmente Uteis para a
crioconservagao de esperma de camundongos, como esperma de familias de camundongos
da mesma especie, especialmente as familias de camundongos C57BL, tais como C57BL/6,
e portanto, para a produg¢do de camundongos vivos de todos os tipos e familias, tais como
uma prole viva de C57BL, tais como uma prole viva de C57BL/6. O método pode ser usado
para produzir prole viva de todos os camundongos com antecedentes de C57BL, tais como
as familias de C57BL6 especialmente a prole de C57BL6 (por exemplo, transgénicos
geneticamente modificados, anestesiados, assim como, mas néo limitados a, prole viva 129,
prole viva FVB e prole viva BALB/c. Ver, por exemplo, as tabelas 3A e 3B).

O esperma que € processado pelo método utilizando-se o meio crioprotetor da
invengdo atual pode nado ser ejaculado, com aquele obtido conforme descrito aqui, ou
esperma ejaculado. A combinagdo de meio crioprotetor-esperma pode ser colocada em
frascos, tubos criogénicos, € ampolas de vidro, mini-corddes ou corddes para a conservagao
criogenia e estocagem subseqiente. A quantidade ou concentracdo de esperma a ser
usada pode ser determinada empiricamente, utilizando-se métodos conhecidos, levando-se
em consideragao fatores tais como o tipo de esperma e o tipo, tamanho e formato do

recipiente que esta sendo utilizado. Nas condigbes nas quais o esperma de camundongos




10

15

20

25

30

35

17

estad sendo crioconservado ou utilizado, geralmente sédo usados 0,3 x ou 3 x esperma por 10
ul de CPM ou CP-FRS. A concentragdo de 1x € definida de tal forma que o esperma de um
macho é recolhido em 1 ml de CPM ou de CP-FRS. No caso dos camundongos C57BL/6,
esta é uma concentragdo na faixa de 31,5 + 2,8 x 10° esperma/ml. Para outras familias e
espécies, a concentragdo 6tima podera ser diferente daquela para o esperma C57BL/6 e
pode ser determinada empiricamente utilizando-se técnicas conhecidas pela pessoa
adestrada na arte.

Conjuntos

Em outro aspecto, a invengéo atual apresenta qualquer das composigées descritas
aqui em conjuntos, opcionalmente incluindo instrugdes para o uso das composigdes (por
exemplo, para a conservagao de esperma e/ou outras células). Isto &, o conjunto pode
incluir uma descricdo de uso de uma composi¢do em qualquer método descrito aqui. Um
"conjunto”, conforme usado aqui, define tipicamente uma embalagem, conjunto ou recipiente
(como um recipiente isolado) e incluindo um ou mais dos componentes da invengéo, e/ou
outros componentes associados com a invengdo, por exemplo, conforme descrito
anteriormente. Cada um dos componentes do conjunto podera ser fornecido na forma
liquida (por exemplo, em solugéo) ou na forma sélida (por exemplo, um pé seco, congelado,
etc).

Em alguns casos, o conjunto inclui um ou mais componentes, que poderdo estar no
mesmo ou em dois ou mais receptaculos, e/ou em qualquer combinagdo dos mesmos. O
receptaculo é capaz de conter um liquido, exemplos nao limitantes incluindo garrafas,
frascos, jarras, tubos, frascos, bécheres, ou semelhantes. Em alguns casos, o receptaculo €
a prova de respingos (quando fechado, o liquido ndo pode sair do receptaculo,
independentemente da orientagao do receptaculo).

Em algumas realizagbes, um conjunto podera ser composto de dois ou mais
protetores de membrana, um removedor de radical livre, ou um agente crioprotetor, que
podera estar no mesmo receptaculo, ou dividido entre dois ou mais receptaculos. Como um
exemplo especifico, ndo limitante, um primeiro receptaculo podera conter pelo menos dois
dos protetores de membrana, o removedor de radical livre, e o agente crioprotetor, enquanto
que um segundo receptaculo podera conter um componente que ndo esta presente no
primeiro vaso. Em alguns casos, os componentes do conjunto poderédo estar contidos dentro
de um recipiente adequado, como uma caixa de papeldo, uma caixa de isopor, etc. O
conjunto podera ser despachado na temperatura ambiente (em torno de 25 ° C), resfriado
(por exemplo, em torno de 4 ° C), e/ou qualquer um ou mais dos componentes podera ser
despachado congelado (por exemplo, entre -20 ° C e -80 ° C, em torno de -150 ° C, etc) ou
em nitrogénio liquido (em torno de -196 ° C). Em alguns casos, um ou mais dos

componentes sdo congelados e/ou despachados sobre gelo seco (em torno de -80 ° C).



10

15

20

25

30

35

18

Com relagédo a solugdes congeladas, se esta presente mais de um componente (por
exemplo, conforme descrito acima), os componentes poderdo ser congelados em conjunto
ou em um liquido comum (por exemplo, dentro de um receptaculo comum), ou como dois ou
mais liquidos separados (por exemplo, dentro de receptaculos separados).

Em certos casos, alguns dos componentes poderdo ser processaveis (por exemplo,
até uma forma ativa), por exemplo, pela adigdo de um solvente adequado ou outra espécie,
que podera ou nao ser fornecida com o conjunto. Por exemplo, o componente podera ser
aquecido ou um liquido podera ser adicionado no componente (por exemplo, se ©
componente é congelado, liofilizado, despachado na forma concentrada, etc).

Em uma realizagdo, o conjunto para uso na crioconservagao de esperma € composto
pelo menos de um crioprotetor; pelo menos um removedor de radical livre; e pelo menos um
protetor de membrana. Em uma realizagdo especifica, o removedor de radical livre foi
identificado por um método descrito aqui. Em outras realizagbes, o conjunto € composto
pelo menos de um crioprotetor e pelo menos um removedor de radical livre.

Em alguns casos, o conjunto incluird um vaso criogénico que € um vaso adequado
para conter materiais em temperaturas criogénicas, por exemplo, nitrogénio liquido. Aqueles
com conhecimento normal na arte tém conhecimento de vasos criogénicos adequados, por
exemplo, um frasco Dewar (por exemplo, formado de ago inoxidavel e/ou aluminio, etc), um
transportador vaporizado, um recipiente de ago inoxidavel, um recipiente de isopor, ou
semelhante. Tipicamente, temperaturas criogénicas incluem temperaturas em torno de -150
° C, abaixo de cerca de -170 ° C, ou abaixo de cerca de -190 ° C. Por exemplo, o nitrogénio
liquido tem um ponto de ebulicdo em torno de -196 ° C.

O conjunto podera também conter um receptaculo para reter o esperma e/ou outras
células. Em alguns casos, este receptaculo é capaz de conter o liquido que contém o
esperma, e/ou uma solugdo congelada ou liquido contendo o esperma. Por exemplo, o
receptaculo podera ser construido de forma que possa suportar temperaturas criogénicas
sem se romper ou fraturar. Em algumas realizagbes, o receptaculo pode ser colocado dentro
de um vaso criogénico, conforme descrito acima, por exemplo, utilizando-se um flutuador
(por exemplo, que pode flutuar sobre nitrogénio liquido ou outro liquido criogénico dentro do
vaso criogénico). Exemplos néo limitantes de receptaculos para esperma e/ou outras células
adequados incluem tubos de células, ampolas de vidro, tubos criogénicos, frascos
criogénicos, etc. O receptaculo podera ser marcado previamente, em certos casos.

Exemplos de outras composi¢des ou componentes associados com a inveng&o
incluem, mas ndo sao limitados a, diluentes, sais, solugdes tampao, agentes quelantes,
conservantes, agentes de secagem, antimicrobianos, agulhas, seringas, materiais de
embalagem, tubos, garrafas, frascos, bécheres, e semelhantes, por exemplo, para uso,

modificagdo, montagem, estocagem, embalagem, preparagdo, mistura, diluigdo, e/ou
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efeito da mobilidade do esperma; e (c) o efeito sobre a vitro- fertilizagdo, onde o removedor
de radical livre candidato produz um efeito benéfico sobre pelo menos um dos (a), (b) ou (c),
o removedor de radical livre candidato é um removedor de radical livre. Por exemplo, se ha
uma redugédo na espécie de oxigénio reativo no esperma quando o esperma €& contatado,
combinado ou incubado com o removedor de radical livre candidato, o removedor de radical
livre candidato € um removedor de radical livre adequado para uso na crioconservagéao do
esperma. Se a mobilidade do esperma é aumentada ou pelo menos é mantida
substancialmente no mesmo nivel de antes da crio- conservagdo, quando o esperma é
contatado, combinado ou incubado com um removedor de radical livre candidato, o
removedor de radical livre candidato € um removedor de radical livre adequado para uso na
crioconservacdo de esperma. Se a fertilizagdo in vitro € aumentada ou pelo menos é
mantida substancialmente no mesmo nivel de antes da crioconservagao, quando o esperma
é contatado, combinado ou incubado com um removedor de radical livre candidato, o
removedor de radical livre candidato € um removedor de radical livre adequado para uso na
crio- conservagao de esperma. Em uma realiza¢do, se um removedor de radical livre a ser
identificado € um removedor de radical livre para uso na crioconservagdo de esperma de
camundongos, as atividades (a) e/ou (c) sdo avaliadas. Em uma realizagdo, se o removedor
de radical livre a ser identificado € um removedor de radical livre para uso na
crioconservagdo de esperma bovino, a atividade (a) e/ou a atividade (b) sdo avaliadas. O
método pode ser executado utilizando-se varias técnicas para a detecgdo do efeito, se
algum, de um removedor de radical livre candidato, como em um método no qual & utilizado
um corante. Em uma realizagdo, o método é composto da incubagdo (a) de esperma
carregado com um indicador de permeacgdo de célula (corante) para uma espécie de
oxigénio reativo que nao é fluorescente, a ndo ser que ocorra a oxidagao dentro do espermé
e (b) um removedor de radical livre candidato, dessa forma produzindo uma combinagéo
incubada e avaliando o nivel de espécie de oxigénio reativo dentro do esperma na
combinagao incubada. Se é reduzido o nivel de espécie de oxigénio reativo no esperma (por
exemplo, em relagéo ao nivel de espécie de oxigénio reativo dentro do esperma na auséncia
do removedor de radical livre candidato), o removedor de radical livre candidato € um
removedor de radical livre adequado para uso na crio- conservagdo de esperma. Um
removedor de radical livre identificado através da avaliagdo de uma ou duas das trés
atividades descritas acima, pode ser adicionalmente avaliado em relagdo a sua utilidade
como um removedor de radical livre, através da avaliagdo de atividades adicionais. Por
exemplo, se a capacidade (habilidade) para reduzir a espécie de oxigénio reativo no
esperma é avaliada, o efeito do removedor de radical livre sobre a mobilidade do esperma, o
seu efeito na fertilizagdo in vitro; ou ambos podem ser avaliados, conforme seja apropriado,

para produzir indicagdo adicional da adequagdo do removedor de radical livre para o uso na
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AlJ 92,67% Nenhum dado
CAST/EiJ 2,38% 0%

DBA/2J 87,85% 45%

FVB/NJ 98,6% 27,4%
NOD/LtJ A 75,21% Nenhum dado
SJL/d 46,56% Nenhum dado

Exemplo 2: Crioconservagdo de esperma de camundongos com GSH contendo COM

Os solicitantes demonstraram que as taxas de fertilizagdo sdo grandemente e
consistentemente melhoradas quando sdo executados o meio e os métodos descritos. Os
epididimidas e "vas deferentia" sdo extraidos do macho C57BL/6J e sdo colocados no meio
crioprotetor descrito aqui. Ele sdo extraidos e colocados em uma porgéo de recolhimento de
meio crioprotetor (CPM) de 1 ml incubado composto de rafinose [ 18%, peso/volume], leite
desnatado [ 3%, peso/volume] e glutationa reduzida (GSH ; 500 M a 50 mM]. Foram feitas
incisdes nos tecidos, permitindo que o esperma nadasse para dentro do CPM; isto é
permitido durante pelo menos 5, mas ndo menos do que 20 minutos. Os tecidos residuais
sdo entdo removidos da porgdo de recolhimento. 10 uL de amostra de esperma s&o
colocados em tantos quantos uma centena de "French straws" de 250 uL (IMV; Maple grove,
MN). Dois canudos de 250 uL, contendo uma coluna de 5,5 cm de CPM, uma coluna de ar
de 2,5 cm, uma coluna de 0,6 cm de amostra de esperma seguido por uma coluna de ar,
sdo selados com um selante térmico instantaneo. Isto resfria instantaneamente o esperma
com uma velocidade de 37 ° C/min. Depois de serem estocadas em nitrogénio liquido, trés
amostras de cada tratamento sdo descongeladas em um banho de agua a 37 ° C durante 30
segundos, e entdo cada por¢gdo de 10 uL é colocada diretamente na sua porgdo de
fertilizagao in vitro (IVF) de 500 uL de "Cooks Mouse Vitro Fert (Cook Australia; Queensland,
Australia)”. Depois de 1h de incubagdo, 4 conjuntos de oécitos acumulados intactos de
fémeas C57BL/6J superovuladas sdo adicionados nas porgbes de fertilizagdo in vitro
(Nakagata, 2000a; Nakagata, 2000b).

O esperma e os odcitos sdo incubados em conjunto durante 4h antes dos zigotos
presumido serem removidos da porgédo de IVF e colocados em uma porgdo de cultura para
incubagdo durante a noite.

Aproximadamente 18h depois, € determinada a taxa de fertilizagdo (embrides de #
duas células / # total de odcitos). Para a analise estatistica, as percentagens sdo de arcsina
transformada e as médias das porgGes de 3 IVF por tratamento sdo comparadas com o
controle sem nenhum GSH, utilizando os métodos Dunnett. Os resultados sdo apresentados
na figura 2. Uma diferenga significativa em relagdo ao controle é ilustrada com um

asteristico. Para a apresentagio, os erros médios e standard sdo convertidos de volta para
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percentagens.

O teste de concentragdes diferentes de GSH revela que a concentragéo de 500 M a
5 mM aumentam as taxas de fertilizagdo, em comparagdo com o CPM sem um agente de
redugdo. O uso de 500 yM de GSH mostra uma melhoria nas taxas de fertilizagao
semelhante aquela obtida com 477 yM de MTG sob condigbes semelhantes.

Exemplo 3: As taxas de fertilizagdo com o esperma crio- conservado de varias
familias de camundongos séo diferentes na resposta a crioconservagao com MTG.

Porgdes de dez ulL de esperma de varias familias de camundongos sdo congeladas
na auséncia de (CPM-MTG) ou na presenga de monotio glicerol (CPM). Foi utilizado um
total pelo menos de seis amostras de esperma por tratamento de cada familia. Isto
representou pelo menos trés amostras de pelo menos dois conjuntos de dois machos, cujo
esperma foi recolhido no momento do recolhimento e entdo foi dividido em dois tratamentos.
Apés o descongelamento, as amostras sdo colocadas diretamente na sua propria porgéo de
fertilizagéo in vitro (IVF) de 500 uyL da Cooks Mouse Vitro Fest (Cook Australia; Queensland,
Australia; (Quinn et al.,, 1995 )). Depois de 1h de incubagédo, quatro conjuntos de odécitos
intactos acumulados de familias isogénicas sdo adicionados no meio de incubagdo. Apds
uma incubagéo conjunta de 4h, os zigotos presumidos sdo lavados e culturados durante a
noite. Aproximadamente 18h mais tarde, é determinada a taxa de fertilizagdo ( # de
embrides de duas células / # total de o6citos). Ver tabela 5

Tabela 5: Taxas de fertilizagdo determinadas na presenga (CPM) e na auséncia de
MTG (CPM-MTG)

Tratamento Familia

129S81/SvimJ BALB/cJ C57BL/6J
CPM-MTG 31,1% 46,2% 49,0%
CPM 48,1% 58,4% 68,4%

Exemplo 4: Avaliagdo da redugéo da espécie de oxigénio reativo (ROS) pelo MTG -
Descrigdo do removedor de radical livre pelo método de corante/esperma

O esperma crioconservado na presenga e na auséncia do removedor de radical livre,
o agente de redugdo monotio- glicerol (MTG), sdo colocados com o corante verde
fluorescente CM-H2DCFDA para medir a espécie intracelular de oxigénio reativo. O
esperma ¢é testado com varios niveis de peréxido de terc-butilidrogénio para induzir danos
oxidativos e a fluorescéncia verde € medida utilizando-se citometria de fluxo. Conforme
mostrado na figura 3, o MTG reduz o ROS no esperma crioconservado, tanto para os
camundongos C57BL/6J como para os BALB/cByJ (BALB/cBy).

Exemplo 5: Crioconservagcdo e recuperagdo de esperma de familias de
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camundongos modificados geneticamente

Foram utilizadas as mesmas abordagens em relagcdo ao esperma obtido dos machos
C57BL/6J tendo modificagdes genéticas e contribuigdes genéticas variaveis da familia 129,
assim como de outras familias, tais como a de FVB/N.

Porcbes de dez uyL de esperma de varias familias de camundongos modificados
geneticamente sdo congeladas no CPM com 477 uM de monotioglicerol como o removedor
de radical livre (CPM) de acordo com o método descrito no exemplo 1. Para os
camundongos transgénicos contendo um padrdo de expressdo YAC, foi recolhido o
esperma da familia Tg(YAC72)2511 Hay suportado por FVB/NJ. Para camundongos que
apresentavam modificagdes devido ao esperma direcionado para o gene (nocaute) do
nocaute PLAU de familias de camundongos, foi recolhido o nocaute de 38 sintase quinase
de glicogénio e o nocaute de doze membros do transportador de cations e anions / 22
orgénicos da familia do veiculo do soluto. O suporte da familia significa aqui uma
contribuigdo de 50% ou mais desta familia para o suporte genético da familia de
camundongos. A taxa de fertilizagdo foi determinada (# embriées com duas células / # total
de odcitos) e a percentagem média foi calculada. Os valores dentro de parénteses ilustram o
# total de duas células / niUmero total de odcitos ao longo de IVFs. Conforme mostrado na
tabela 6, foram obtidas taxas elevadas de fertilizagdo em todos os casos. Isto demonstra
que a crioconservacgdo de plasma de germe de camundongos machos para a reconstituigéo
da familia € uma opgéo viavel.

Tabela 6: Capacidade de fertiizagdo de esperma a partir de camundongos

modificados geneticamente

Nr. de referencia JR | Suporte de familia | Modificagdo genética | % do estagio de 2 cel.
(# 2 cel / # obcitos)

3640 FVB/NJ Transgene 81 (105/130
Tg(YAC72)2511 Hay

3238 BALB/cJ Nocaute c2ta |76(112/148)
(transativador classe
in

2329 FVB/NJ Nocaute PLAU (186 (15/176)
ativador plasminogen,
uroquinase)

5817 C57BL/6J Nocaute glicogenio | 65
sintase quinase 38 (72/111)

5839 C57BL/6J Nocaute da familia de |68
vehiculo soluto 22|(53/78)
organicos/12 membros
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transportador  anions
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Exemplo 6: Determinagéo da concentragédo e da mobilidade do esperma

Para se determinar a concentragdo, mobilidade, e mobilidade e progressiva de
esperma "Recolhido recentemente a", o esperma tipicamente é diluido a 1:20 em solugao
salina tamponada com fosfato ou em Cooks mouse vitro fert (Cook Australia; Queensand,
Australia; (quinn et al.,, 1995 )). para a avaliar o esperma descongelado, o esperma €
incubado em meio IVF durante 1h, com uma diluigdo de 1: 50 na porgéo IVF. e ele entéo é
colocado em um analisador de sémen computadorizado Hamilton Thorn IVOSS (Hamilton,
Thorn, Bevewrly, MA). para medigdo, os parametros de calibragdo a sdo ajustados como se
segue:

Numero de aplicagdes: 2

Reprodugdes adquiridas: 30

Velocidade da reprodugao: 60 Hz

Contraste minimo: 30

Tamanho minimo de célula: 4 pixels

Contraste estatico minimo: 15

Retidao (STR), limite mimino: 50%

“Culoff VAP baixo™:10,0 ym/s

“Culoff VAP médio”™: 50,0 ym/s

“Culoff VSL baixo”: 0,0 ym/s

Tamanho da cabega, ndo mével: 13 pixels

Intensidade da cabecga, ndo maével: 75

Tamanho estatico da cabega: 0,57 a 2,91

Intensidade estatica da cabega: 0,14 a 1,84

Alongamento estatico: 0 a 87

Movimentagé&o lenta das células: SIM

Ampliagao: ,82

Fonte de video: Camera

Freqgliéncia de video: 60

Campo de luminosidade: Nao

Luminosidade para o LED: 2663

Luminosidade para o Ident: 3000

Ajuste de temperatura: 37 ° C

Tipo de célula: Usuario

Regulagem da profundidade da célula: 100,0 ym
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Modo de selegdo do campo: ESCOLHER
Ativo ident: NAO
Modo ident: B

Tempo de integragdo: 1 quadro

Oticos

Ganho do video: Médio

Brilho do video: 2300

Contraste do video: 40

Nivel de sincr. do video: Nivel de sincr. FW 100

Sincronizacgéo do vertical do video: 75

Saida#2

Pontos na trilha: 16 a 100

Velocidade da trilha (VCL): 146,0 as 1000,0

Linearidade (LIN): 0,0 a 20,0

Exemplo 7: Avaliagdo da capacidade de fertilizagdo do esperma depois da
crioconservagao

Para assegurar que a melhoria da capacidade de fertilizagao do esperma C57BL/6J
apos a crioconservacdo ndo € somente o desenvolvimento de embribes com duas células,
os solicitantes também transferiram os embribes para recipientes pseudo-gravidas. Dos 225
embrides transferidos, de um total de 3 inoculagées de 3 machos, 80 se desenvolveram até
o fim (35,6%). Isto € uma melhora de aproximadamente trés a cinco vezes em relagdo aos
dados anteriores obtidos pelos solicitantes e varios outros laboratérios IVF com o esperma
C57BL/6 crioconservado (Figura 4).

Exemplo 8: Crioconservagdo de esperma de camundongos modificados
geneticamente com MTG contendo CPM e recuperagdo dos nascidos vivos

Porgdes de dez uL de uma variedade de familias de camundongos, conforme listado
na tabela 7, sdo congelados em CPM com 477 uM de monotioglicerol como ROS (CPM). E
utilizado um total pelo menos de seis amostras de esperma por tratamento dentro de uma
familia. isto representou pelo menos trés amostras de cada um pelo menos de dois
conjuntos de dois machos, cujo esperma foi inoculado no momento do recolhimento e entéo
dividido em dois tratamentos. Apdés o descongelamento, as amostras sdo colocadas
diretamente na sua prépria porgao de fertilizagéo in vitro (IVF) de 500 L de Cooks Mouse
Vitro Fert (Cook Australia; Queensland, Australia; (Quinn et al., 1995 )). Depois de 1h de
incubagao, quatro conjuntos de odécitos intactos de familias isogénicas foram adicionados no
meio de incubagdo. Apdés uma incubagdo conjunta de 4h, os zigotos presumidos foram

lavados e culturados durante a noite. Aproximadamente 18h mais tarde, foi determinada a
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taxa de fertilizagdo (percentagem de 2 células: # embrides de duas células / # de total de
odcitos, ver a tabela 7). Foi determinada a percentagem média. Para cada linha, cerca de 30
embrides com duas células foram implantados em fémeas receptivas. Depois de
aproximadamente 21 dias, foi determinado o nimero de camundongos nascidos vivos,
mostrado como percentagem de nascidos vivos na tabela 7.

Em resumo, os procedimentos descritos aqui, nos quais foi utilizada o meio
crioprotetor conforme descrito acima, apresentou resultados bons e consistentes para o
esperma de camundongos modificado geneticamente, comparaveis com as familias
paternas cruzadas. Com as familias paternas, foram obtidas as seguintes taxas de
fertilizagdo: 129 S1/SvimJ 18%; C57BL/6J 68%; Balb/cJ 58%, para BALB/cByJ 69%, e
FVB/NJ 98%.

Tabela 7:

Doador do esperma Doador de odcito #  odcitos

C57BL/6-Tg(Cwsftr-EGFP-

NGFR/FKBP1A/TNFRSR6)2Bck/J C57BL/CJ 219
B6(Cg)-Ncfi<m1>/J C57BL/CJ 218
B6.Cg-Mapt<tm1(EGFP)KIt> Tg(MAPT)8cPdav/d C57BL/CJ 224
B6.129S-Shh<tm2(cre/ESR1)C/t>/J C57BL/CJ 182
B6;C3H-Tg(Scgb1at-Scnn1b)6608Bouc/J B6C3FeF1 209
CbyJ.A-Ttc7<fsn>/J BALB/cBydJ 221
B6.129S2©-Stat6<tm1Gru>/J C57BL/CJ 223
C3.B6-Tg(Fabp1-Ccnd1)4Rdb/J C3H/HeJ 138
B6.129S1-Csf2rb1<tm1Cgb>/J C57BL/CJ 253
B6.HRS(BKS)-Cpe<fat>/J C57BL/CJ 237
B6.D2N-Ahr<d>/J C57BL/CJ 143
B6.Cg-F2rl1<tm1Msib>/J C57BL/CJ 186
B6.129P2-P2rx7<tm1Gab>/J C57BL/CJ 242
FVB-Tg(Sod1-G86R)M1Jwg/J FVB/NJ 134
C.Cqg-Fv4<r>/HmJ BALB/cJ 138
C.Cg-Gata1<tm6Sho>/J BALB/cJ 70
STOCK Dicer1<tm1Bdh>/J C57BL/CJ 217
B6.Cg-Gusb,mps>/BrkJ C57BL/CJ 289
B6.129S4-Cxcl10<tm1AdI>/J C57BL/CJ 257

B6.CgMsr1<tm1Csk>/J C57BL/CJ 161
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B6;129S7-Ephb4<tm1And>/J C57BL/CJ 285
B6.Cg-Tg(F2RL1)1Mslb/J C57BL/CJ 235
B6.129S2-Thbs1<tm1Hyn>/J C57BL/CJ 204
B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2J C57BL/CJ 232
B6.C3-Gusb<mps-2J>/BrkJ C57BL/CJ 188
B6.C-H2<bm1>/ByBir-Gusb<mps>/SopJ B6.C-H2<bm1>/Byd 94
B6.Cg-Tg(ACTB-EGFP)10Osb/LeySopJ C57BL/CJ 299
B6.129S6-Pt1tm1Hof/J C57BL/CJ 227
C3h/HeOuJ-Gusb<mps-2J>/BrkJ C3H/HeOuJ 211
C57BL/6J-Kit<W-41J>/SopJ C57BL/CJ 304
129-Gt(ROSA)26Sor<tm1Luo>/J 129/SvimdJ 281
Cby.Cg-Gpi1<a-m1Ehs>/BrkJ BALB/cJ 141
B6.Cgi1<a-m1Ehs>/Brkj C57BL/CJ 195

Exemplo 9: Crioconservacdo de esperma de ratos

Foram recolhidos os epididimidas e "vas deferentia” de um rato com idade de 33
semanas LEW/SsNHsd (Harlan, Indianapolis, Indiana). Foram feitas incisbes no tecido e o
esperma foi permitido nadar para dentro de 2 ml de uma solugdo contendo 18% de lactose
[peso/volume] (Sigma Aldrich; St. Louis, MO) e 23% de gema de ovo [ volume/volume] de
ovos frescos em &gua destilada (Invitrogen; Carlbad, California) durante 10 minutos. A
suspensdo de esperma foi entdo dividida com a metade sendo colocada em uma solugdo de
lactose/gema de ovo e a outra metade sendo colocada em uma solugdo em suspensao em
lactose/gema de ovo contendo 954 ymols de MTG em 15 ml de tubos cénicos. Isto resultou
em uma concentragédo final de MTG de 477 uM. Os tubos cdnicos de 15 ml contendo as
amostras de esperma foram colocados em um becher contendo aproximadamente 150 ml
de agua a 15 ° C durante 10 minutos. Depois do periodo inicial de resfriamento, o becher
contendo agua e os tubos conicos foram transferidos para um refrigerador a 4 ° C onde as
amostras foram resfriadas durante 1h15. Depois do resfriamento a 4 ° C, o esperma foi
diluido em seis composigdes diferentes de meio conforme descrito na tabela 8. O CPM para
o esperma de rato tinha a seguinte composi¢ao: o crioprotetor era somente lactose ou
lactose e glicerol ou propileno glicol; o protetor de membrana era gema de ovo fresco de
galinha e MTG como o removedor de radical livre.

O esperma foi colocado em "French straws" de 250 uL (IMV; Maple grove, MN; cat#
AAA201), que foram entdo selados com um selante térmico instantdneo (modelo AlE-
305HD; American International Electric; Whittier, CA) e 5 dos mesmos foram colocados em
cassetes (Zanders Medical Supplies; Vero Beach, FL). Os cassetes foram colocados sobre
um flutuante situado dentro de uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido e as

amostras foram expostas ao vapor de LN2 durante pelo menos 10 minutos antes de serem
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mergulhadas na fase liquida. O aparato utilizado permitiu essencialmente que o esperma
fosse resfriado a 37 ° C/min de uma temperatura de -10 ° C para uma temperatura de -60 °
C. As amostras de esperma foram estocadas em nitrogénio liquido durante pelo menos 20
horas. As amostras foram descongeladas em um banho de agua a 37 ° C e colocadas

para fora do canudo e para dentro de um prato petri BD Falcon standard de 35 x 10
mm (Fischer Scientific, USA). O esperma foi diluido a 1:50 em Cooks Mouse Vitro Fert
(Cook's; Spencer, IN) e a mobilidade foi avaliada contando- se pelo menos cinco campos
diferentes, utilizando-se um monitor de video conectado a um microscopio utilizando uma
ampliagdo de 40 x. Foram utilizados os seguintes valores: 0 para nenhuma mobilidade, + a
++++ para a proporgdo de células moéveis, com ++++ sendo a mais elevada. Em todos os
casos testados, a adicdo de MTG produziu uma mobilidade aumentada com o CPM
composto de lactose, glicerol, e gema de ovo, o MTG produzindo o melhor resultado.

Tabela 8: Andlise de mobilidade de esperma de rato depois da crioconservagao em

uma quantidade de meios diferentes.

Composigdo do CPM Resposta de
mobilidade apos
descongelamento

Crioprotetor Protetor de | Removedor de

membrana radical livre

8% de lactose 23% de gema de ovo +

8% de lactose 23% de gema de ovo | 477 uM MTG +

8% de lactose, 0,9M |23% de gema de ovo ++

glicerol

8% de lactose, 0,9M |23% de gema de ovo [477 uM MTG ++++

glicerol

8% de lactose, 0,9M | 23% de gema de ovo 0

propileno glicol

8% de lactose, 0,9M |23% de gema de ovo (477 uyM MTG +++

propileno glicol

Exemplo 10: Crioconservagado de esperma bovino

Foi recolhido sémen através de uma vagina artificial de 6 touros Holstein diferentes
em trés dias diferentes. Os touros foram escolhidos de tal forma que trés produziram
esperma com qualidade boa e consistente de congelamento e trés produziram o esperma
que respondeu & crioconservagdo com uma consisténcia pior. Foram adicionados
antibiéticos ao sémen puro e o volume inicial e a concentragdo foram determinados
utilizando-se um cilindro graduado e espectrofotometria. De cada conjunto, cinco porgoes
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diferentes de 500 uL de sémen foram diluidos com 1,5 ml de de diluente de gema de ovo
Triladil (Minitube; Verona, WI) contendo glicerol. Posteriormente 2 ml do mesmo diluido n&o
contendo nenhum MTG, 200, 1000, 2000 ou 10.000 uM de MTG foram adicionados no
sémen diluido para produzir a a concentracéo final de MTG de 0, 100, 500, 1000 ou 5000
uM. Depois da diluigdo, o sémen foi transferido para uma sala fria e foi resfriado até 4 ° C
durante aproximadamente 1,5 horas. O diluido contendo a concentragédo apropriada de 1x
de MTG foi adicionado a cada porgao trazendo a concentragéo final de esperma para 80 x
10%ml. Este sémen adicionalmente diluido foi colocado em "French straws” 1/4CC
utilizando-se carregadores autométicos (MRS4; IMV Technologies, Maple Grove, MN) e
estocados a 4 ° C durante 3h. Apos o periodo de tempo de equilibrio, os canudos foram
congelados em um congelador de temperatura controlada como se segue: 4 ° C/min até -12
° C; 40 ° C/min até -100 ° C; 20 ° C/min até -140 ° C. As amostras foram transferidas para
tagas e estocadas em nitrogénio liquido até o exame.

Para o exame, foram descongelados seis canudos por tratamento por recolhimento
em um banho de agua a 37 ° C durante pelo menos 60 segundos. Para cada tratamento
dentro de um recolhimento, foram criadas duas inoculagées de sémen e foram analisadas
combinando-se os teores de trés canudos. Em relagdo a mobilidade, as amostras de
esperma foram diluidas a 1:3 em solugéo salina tamponada de fosfato (PBS) é manchadas
com 100 wg/ml do corante fluorescente de DNA da Hoechst 33342 antes de serem
examinados utilizando-se o sistema 6tico visual integrado Hamilton Thorme (IVOS). A
percentagem de esperma movel foi determinada em quatro campos diferentes dentro de
cada um das duas camaras separadas. Para a viabilidade, as amostras de esperma foram
diluidas a 1:100 em PBS e manchadas com SYBR 14 (00 nM) e iodeto de propidio (12 uM,
cerca de 10.000 células foram contadas utilizando-se o citdmetro de fluxo Partec Flomax (Ft.
Collins, CO).

Resultados:

Mobilidade. Nao foram detectadas diferengas de mobilidade entre os tratamentos.
Esta ndo discrepancia foi mantida mesmo depois de 3h de incubagdo. Da mesma forma,
quando os touros foram agrupados com base nas suas caracteristicas de congelamento de
esperma, ndo foram detectadas diferengas na hora 0 ou 3. Estes resultados mostram que o
CPM consistindo de glicerol, gema de ovo e MTG em varias concentragées ndo tem nenhum
efeito prejudicial na mobilidade geral posterior ao descongelamento de esperma de touro.

Viabilidade. Conforme mostrado na figura 5C, a viabilidade total ndo foi influenciada
negativamente pelo COM, que consistia de glicerol, gema de ovo e MTG, em varias
concentragdes. Quando os touros individuais foram analisados individualmente (FIGURA
5C) apareceram com evidéncia efeitos positivos.

A adicdo de MTG no meio de crioconservagio resulta em um aumento da viabilidade
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com um ligeiro efeito para os trés touros e cerca de 8% de aumento para os outros trés
touros.

Exemplo 11: Crioconservagao de sémen humano

Foi recolhida uma amostra de sémen para cada macho fértil, saudavel, normal. Os
homens férteis sdo definidos como individuos com idade de 19 - 30 anos, que foram pais de
uma crianga no prazo de até seis meses antes. Além disso, as amostras sdo consideradas
normais se elas atendem os parametros estabelecidos pelo critério WHO para a contagem,
mobilidade e morfologia de esperma. A amostra de sémen é recolhida ap6s um minimo de
48 - 72h de abstinéncia sexual, mas ndo mais do que sete dias. O sémen é obtido por
masturbagdo e ejaculagdo em um recipiente de plastico estéril com boca larga que foi
testado em relagéao a toxidez. O individuo é instruido para que sejam tomados cuidados para
a inclusdo de todo o espécime no recipiente. Apés o recebimento do ejaculado pelo
laboratério, cada amostra de sémen é registrada em um livro de analise de sémen. A
amostra de sémen recebe um numero de codigo de acesso consecutivo, o qual é registrado
juntamente com o nome do paciente e a data do recolhimento. A amostra do paciente &
identificada pelo numero de coédigo de acesso durante todo o procedimento de
congelamento; todos os tubos, slides, etc sdo marcados com este numero. Enquanto a
amostra é liquefeita, o meio crioprotetor & preparado recentemente: TYB (Irvine Scientific,
cat # 90.128: 20% de gema de ovo - de flocos SPF (isentos de virus) certificados pela
USDA, inativados termicamente a 56 °C durante trinta minutos; 12%,v/v, de glicerol; 10
ug/ml de sulfato de gentamicina) e 477 uM de MTG ou somente TYB. Para o controle é
utilizado o meio TYB sem MTG.

A amostra de sémen é suavemente misturada com o meio crioprotetor preparado
recentemente em uma proporgdo de 1:1 e 0,25 ml de volume da mistura de
amostra/crioprotetor é transferida para cada um dos crio-frascos marcados (1 ml de Nunc).
Os crio-frascos s&o colocados em uma prateleira metalica e sdo colocados em suspensao
em vapor de LN2 no tanque de estocagem durante 12 minutos. Depois de 12 minutos, os
crio-frascos sdo colocados em um receptaculo de aluminio resfriado, marcado, € o
receptaculo é inserido na embalagem de papeldo resfriada, marcada e colocada em um
receptaculo no tanque de estocagem. O sémen crio- conservado sera estocado durante pelo
menos 1 hora em nitrogénio liquido. Somente um frasco sera descongelado colocando-se o
crio-frasco em um becher contendo dgua morna a 37 ° C durante 10 minutos. Ent&o, a
amostra é suavemente misturada utilizando-se uma pipeta estéril. O sémen é analisado em
relagdo a morfologia (por exemplo, acrosoma), mobilidade, progressao, viabilidade, e
contagem, imediatamente apds o descongelamento. O teste de penetragdo de odcitos de
hamster isento de zona ou o ensaio de capacitagdo de clorotetraciclina podem ser

executados para se determinar a qualidade do sémen.
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Exemplo 12: Preparacéo e estocagem do meio crioprotetor

Aproximadamente 80 ml de 4gua destilada e engarrafada (Invitrogen, cat # 15.230-
238) foram colocados em um becher e aquecidos durante 40 segundos em um microondas
de alta poténcia. Deve-se tomar cuidado para que ndo entre em ebuligdo. O becher foi
colocado sobre uma placa aquecida de agitagdo e foram adicionadas 18 g de rafinose
(Sigma, cat # R7630). A solugéo foi aquecida e agitada até ser clarificada. Posteriormente,
foram adicionadas 3 g de leite desnatado (BD Diagnostics; cat # 232100) e a solugéo foi
agitada até que o pd de leite desnatado foi dissolvido. A solugéo foi transferida para um
frasco volumétrico e foi diluida com 100 ml de agua destilada estéril (Invitrogen, cat #
15.230-238). Outra vez, a solugdo foi bem misturada e dividida em dois tubos de centrifuga
de 50 ml. Para clarificar a solugéo, ela foi centrifugada a 13.000 X g durante 15 minutos na
temperatura ambiente (22 ° C) e entéo foi filtrada através de um filtro de celulose de 0,22 ym
e isto resultou em uma solugdo de 18% de rafinose / 3% de leite desnatado tendo uma
osmolaridade final de 488 mOsm. Um terco desta solugéo foi suplementado com 477 yM de
monotioglicerol (MTG; Sigma cat # M6145) e congelada a -80 ° C em um congelador Revco
da série Elite® (Asheville, NC). Os outros dois tergos foram congelados a -80 ° C sem
nenhuma suplementagao.

Depois de 8 semanas de estocagem a -80 ° C, as solugbes de rafinose e leite
desnatado foram descongeladas em um banho de agua a 37 ° C até ndo ser mais
observado nenhum precipitado (aproximadamente 1 hora). O primeiro meio crioprotetor
consistia de 18% de rafinose, 3% de leite desnatado, 477 uM de MTG congelado durante 8
semanas (FROZEN MTG). O segundo meio crioprotetor consistia de 18% de rafinose e 3%
de leite desnatado congelado durante 8 semanas sendo suplementado no momento do
recolhimento de esperma com 477 uM de MTG fresco (FRESH MTG). O terceiro meio
crioprotetor consistia de 18% de rafinose e 3% de leite desnatado que tinha sido congelado
a -80 ° C durante 8 semanas (NENHUM MTG).

Dezoito machos C57BL/6J foram sacrificados e foram obtidos os seus “vas deferens”
e epididimidas e o esperma foi isolado conforme descrito anteriormente (ver o exemplo 1).
Nove grupos diferentes, cada um deles de dois machos, foram criados, e cada grupo foi
indicado para ter o seu esperma recolhido em um de trés meios crioprotetores diferentes.
Isto resultou em serem coletados trés grupos de machos para cada tratamento. Quatro
porgdes, de 10 uL cada uma, foram colocadas em 10 "French straws” 1/4 CC (IMV; Maple
Grove, MN; cat# AAA201). Estes foram entdo selados com um selante térmico instantdneo
(modelo AIE-305HD; American Internatioan! Electric; Whittier, CA) e 5 dos mesmos foram
colocados em um cassete (Zanders Medical Supplies; Vero Beach, Fl). Os cassetes foram
colocados sobre um flutuante dentro de uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido e

as amostras foram expostas ao vapor de LN2 durante pelo menos 10 minutos antes de
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serem mergulhadas na fase liquida. Isto permitiu que o esperma fosse resfriado a 37 ° C/min
de uma temperatura de -10 ° C até uma temperatura de -60 ° C. As amostras de esperma
foram estocadas em nitrogénio liquido durante aproximadamente 3 meses.

Para se determinar se a estocagem do meio crioprotetor a -80 ° C alterou a atividade
do esperma de camundongos C57BL/6J, foram executadas fertilizagdes in vitro (IVF)
conforme descrito anteriormente (ver o exemplo 1, ver também as publicagbes de Nakagata,
2000a; Nakagata, 2000b, Sztein et al., 2000; Byers et al., 2006). Em resumo, o esperma €
os odcitos, ambos de camundongos C57BL/6J, foram incubados em conjunto durante 4h em
um incubador com tampa a 37 ° C. Depois de 4h de incubagdo conjunta os zigotos
presumidos foram lavados através de duas solugées de 150 uL. de meio IVF ( MVF; Cook's;
Spencer, IN) e entdo culturados durante a noite. Aproximadamente 16h mais tarde, a
proporgdo de odcitos fertilizados foi calculada dividindo-se o niumero de embrides de duas
células pela soma de duas células e dos odcitos presumidos de uma célula, de aparigdo
normal.

A figura 6 demonstra claramente que a estocagem do meio crioprotetor com MTG
durante 2 meses a -80 ° C tem um desempenho igual, comparado com o meio crioprotetor
com MTG adicionado recentemente. A coluna FROZEN MTG mostra que a taxa de
fertilizagdo com o esperma C57BL/6J foi crioconservada com o meio completo sendo
estocado a -80 ° C. A coluna FRESH MTG mostra a taxa de fertilizagdo quando o esperma
de C57BL/6J foi crioconservado com o meio sendo estocado a -80 ° C, mas com o MTG
sendo adicionado recentemente. A coluna NO MTG mostra a taxa de fertilizagdo quando o
esperma de C57BL/6J foi crio- conservado com o meio sendo estocado a -80 ° C, mas que
ndo continha MTG fresco. As diferengas nas percentagens de odcitos que desenvolveram
duas células entre os tratamentos foram determinadas utilizando-se analise de varidncia em
percentagens transformadas no arcoseno e em comparagdes para todos os pares de
médias utilizando-se a analise estatistica Tukey-Kramer HSD (JMP; SAS Institute, Cary,
NC). Aqueles meios com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05). Para a
apresentagido, sdo mostrados os desvios médio e standard das percentagens. Nao pdéde ser
observada nenhuma diferencga significativa entre as duas preparagdes de meios FROZEN
MTG e FRESH MTG.

Exemplo 13: Identificagdo de um varredor de radical livre adequado

Um varredor de radical livre adequado (Util para a crio- conservagédo de esperma)
pode ser identificado testando-se uma ou mais das seguintes atividades (a) capacidade para
a redugdo de espécies de oxigénio reativo (ROS), (b) efeito sobre a mobilidade do esperma
e (c) efeito sobre a fertilizagdo in vitro (IVF). Naquelas circunstdncias nas quais €
identificado um removedor de radical livre adequado para uso como esperma de

camundongos, (a) e (c) sdo avaliados e executados. Para o esperma bovino, séao
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executados (a) e (b). Em cada caso, pode ser executada a terceira atividade ((b) para
camundongos e (c) para bovino). Em realizagées especificas, uma das (b) ou (c) acima
serdo testadas, além da (a) acima.

Por exemplo, a capacidade de reducédo de ROS pode ser testada por um método de
corante/esperma conforme descrito no exemplo 4 e ver também as publicagdes por Nelid et
al, 2006, e Guthrie e Welch, 2006. O esperma fresco ou crioconservado pode ser utilizado
neste ensaio. Por exemplo, o esperma coletado de vas deferens e epididimis de dois
camundongos C57BL/6J em 1 ml de uma solugdo contendo 3% de leite desnatado
(peso/volume; BD Diagnostics; cat # 232100) e 18% de rafinose (peso/volume; Sigma; cat #
R7630). Uma fragdo do esperma recolhido foi diluida a 1:1 na mesma solugéo de rafinose e
leite desnatado enquanto que a outra fragédo foi diluida a 1:1 utilizando-se a solugdo de
rafinose e leite desnatado suplementada com 954 mM de monotioglicerol (MTG; Sigma
Aldrich; cat # M6145). Outro conjunto de machos C57BL/6J foi utilizado para o recolhimento
de esperma e a diluigdo na solucao de rafinose e leite desnatado com 1 mM de glutationa
(GSH; Sigma Aldrich; cat # G6013) ou 2mM de ditiotreitol (DTT; Sigma Aldrich; cat #
646563). O esperma foi crio- conservado conforme descrito no exemplo 1 e estocado em
nitrogénio liquido durante pelo menos 24 horas.

Para se determinar se o MTG, GSH ou o DTT podem agir como um removedor de
radical livre, o esperma foi congelado e carregado com o corante fluorescente verde 5-(e 6-)-
clorometil-2',7'-diclorodiidrofluoresceina diacetato (CM-H2DCFDA,; Invitrogen C6827). Este
corante € um indicador penetrante de célula para espécies de oxigénio reativo que € né&o
fluorescente até a remogado dos grupos acetato, através de esterase intracelular e a
oxidacdo ocorre dentro da célula. A emissdo de fluorescéncia é correlacionada com a
geragédo de ROS como resultado da oxidagdo DCFH. Para carregar o esperma, pelo menos
150 uL de esperma foram descongelados e diluidos a 1:1 em um meio de incubagéao de
esperma descrito por Bath et al. ((Bath 2003 ); 123 mM de NaCl; 4,7 mM de KCI; 0,2 mM de
MgS0,.7H,0; 10 mM de NaHCO;, 21 mM de HEPES; 0,33 mM de piruvato de sédio; 4,6
mM de glicose; 100 IU/ ml de penicilina G; 1,33 mg/ml de BSA). O corante liofilizado foi
recolocado em suspensdo em dimetilsulfoxido até uma concentragdo de 432,5 uM e entdo
adicionado nas células, de tal forma que a concentragéo final do corante era de 40 uM. O
esperma foi manchado durante 30 minutos e entdo 50 uL das células foram colocadas em
tubos (FACS) de armazenagem de células ativadas fluorescentes (tubos de 12 x 75 mm de
poliestireno, Falcon # 2052 ou 2054 ou tubos de polipropileno, USA Plastics PN 1450-0000).
Foram adicionados 500 ul de meio de incubagdo de esperma contendo uma diluigdo de 50
vezes do agente de redugédo em potencial usado para o esperma crioconservado. Este nivel
de agente redutor foi escolhido para refletir a mesma diluigdo de 50 vezes observada

durante a rotina da fertilizagéo in vitro. Entdo, o esperma foi centrifugado durante 5 minutos
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a 300xg, o sobrenadante foi decantado e as células foram recolocadas em suspens&o em
100 pL de meio de incubagdo de esperma contendo a diluicdo de 50 vezes do agente
redutor em potencial apropriado. O esperma foi entdo testado com varias concentragbes de
terc-butil hidroperéxido (por exemplo, Sigma Aldrich; cat # B2633) para induzir o estresse
oxidativo. As amostras estressadas foram incubadas durante 1 hora, diluidas a 300 L em
meio de incubagdo de esperma suplementado com o agente redutor sendo investigado e
entdo manchadas com 5 pg/ml de iodeto de propidineo (por exemplo, Invitrogen, cat # P-
3566) e 5 ug/ml de LDS-751 (Invitrogen, cat # L7595) para diferenciar as células vivas
nucleadas e as mortas. As amostras foram carregadas em um citdmetro de fluxo CFACScan
(BD Biosciences; Franklin Lakes, NJ) ou FACSCalibur(BD Biosciences; Franklin Lakes, NJ)
e a fluorescéncia verde foi medida em cerca de 5000 espermas viaveis. As figuras 7A e 7B
mostram que todos os aditivos testados nesta experiéncia reduziram o nivel de espécies de
oxigénio reativo dentro das células de esperma de camundongo crioconservado.

As figuras 7A e 7B mostram resultados dos seguintes: o esperma de C57BL/6J
crioconservado na presenga e na auséncia de trés removedores de radical livre em potencial
( monotioglicerol (MTG) ;ditiotreitol (DTT); glutationa (GSH)) foram carregados com o
corante fluorescente verde CM-H2DCFFDA para medir as espécies de oxigénio reativo
intracelular (ROS). O esperma foi testado com varios niveis de terc-butil hidroperéxido para
induzir o estresse oxidativo e a fluorescéncia verde foi medida utilizando-se a citometria de
fluxo (A) FACSCalibur e (B) FACScan. Conforme mostrado, os agentes redutores em
potencial limitaram o nivel do ROS dentro do esperma de camundongos crio- conservado. O
eixo y mostra a fluorescéncia relativa sendo a mais elevada quando nao estad presente
nenhum removedor de radical livre (linha sélida) e o eixo x mostra a concentragéo de terc-
butil hidroperéxido.

Se o composto é capaz de reduzir o ROS na concentragdo testada, entdo é testado
o seu efeito sobre a mobilidade e a fertilizagdo do esperma. Embora o ensaio de mobilidade
de esperma seja uma ferramenta rapida e util para a selegdo no caso dos camundongos,
este ensaio ndo é requerido para camundongos e pode ser executado somente o ensaio IVF
no caso dos camundongos. Para outras espécies, por exemplo, bovino, o ensaio de
mobilidade de esperma juntamente com o ensaio de fluorescéncia é suficiente. O ensaio de
mobilidade de esperma pode ser feito com o esperma fresco ou o crioconservado. Por
exemplo, a mobildade pode ser determinada conforme descrito no exemplo 6
(Determinagdo de concentragdo e mobilidade de esperma) utilizando-se um instrumento
IVOS. Em resumo, o esperma de C57BL/6J foi diluido a 1:50 no "mouse vitro fert”
previamente aquecido e gaseificado (Cook's; Spencer, IN) em 6leo mineral leve. As
amostras foram incubadas durante 1h a 37 ° C, em uma atmosfera umidificada de 5% de
CO;, 5% de O, e 90% de nitrogénio, em um incubador com tampa K-MINC-1000 (Coock's;
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Spencer, IN). Depois da incubagdo, o esperma foi colocado em tubos de 0,1 x 2,0 mM de
D.I. (VitroCom Inc. Mt Lks. N.J.) utilizando-se a agdo capilar e trés campos escolhidos
manualmente por amostra foram analisados em relagdo a mobilidade, utilizando-se o
sistema ético visual integrado Hamilton Thorn (Beverly, MA) para a andlise computadorizada
do sémen. Os solicitantes mostraram que o esperma congelado em CPM nédo contendo
nenhum removedor de radical livre, 0,477 mM de MTG, 0,1 mM de DTT, 1 mM de DTT, 5
mM de DTT, 20 mM de DTT, 0,5 mM de GSH, 1 mM de GSH, 5§ mM de GSH ou 50 mM de
GSH podem ser avaliados em relagédo & mobilidade e aquela mobilidade de pelo menos 5%
€ requerida para se conseguir a fertilizagdo no IVF. Todas as medigdes foram feitas em
triplicata e a média é listada na tabela 9.

Tabela 9: Mobilidade do esperma de C57BL/6J depois de tratamentos diferentes com

COM
Removedor de radical livre Mobilidade média apods | Adequacgéo de IVF
descongelamento

Nenhum 10-29% sim
0,1 mMde DTT 24,6% sim
1 mMde DTT 34% sim
5 mMde DTT 17,6% sim
20 MM de DTT 1,6% nao
0,5 mM de GSH 32% sim
1 mM de GSH 25,3% sim
5 mM de GSH 41,67% sim
50 mM de GSH 0,6% nao
0,477 mM de MTG 16% sim

Se o composto passou no teste de esperma/corante e no teste de mobilidade, entao
o seu efeito sobre o IVF é testado. O IVF foi executado conforme descrito no exemplo 1,
com o esperma de C57BL/6J crioconservado no meio contendo como o removedor de
radical livre, DTT, GSH ou MTG.

Tabela 10: Fertilidade do esperma de C57BL/6J depois de tratamentos diferentes
com CPM

Removedor de radical livre Taxa de fertilizagdo (embrides de 2 células do total

de od6citos)
Nenhum 31,2% (56 de 179)
0,1 mMde DTT 19,2% (33 de 169)
1 mMde DTT 2%(2 de 94)
5mMde DTT 0,9% (2 de 212)
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20 mM de DTT 6,4% (11 de 147)
0,5 mM de GSH 59,7% (138 de 229)
1 mM de GSH 49,5% (99 de 202)
5 mM de GSH 39,9% (74 de 195)
50 mM de GSH 0,0% (0 de 249)
477 mM de MTG 75,2% (111 de 149)

Estes dados mostram claramente que o esperma com uma mobilidade abaixo de 5%
esta comprometido e tem menos habilidade de fertilizar o6citos (20 mM de DTT e 50 mM de
GSH). Além disso, estes dados mostram que, além do critério de esperma mével, a taxa de
fertilizagdo resulta em um ensaio confidvel para a determinagéo da eficiéncia do composto e
da sua dose.

Exemplo 14: Crioconservagdo de espermatozdides de camundongos com CPM
contendo um crioprotetor e um removedor de radical livre (CP-FRS).

Os epidiimidas e vas deferentia sdo extraidos de 3 machos C57BL/6J e colocados no
meio crioprotetor descrito aqui. O esperma € extraido e colocado em uma solugéo incubada
de recolhimento de 1 ml do meio crioprotetor (CPM), que & composto, por exemplo, de
rafinose [18%, peso/volume] e monotioglicerol [MTG: 100 M a 1 mM] ou de rafinose [ 18%,
peso/volume] e glutationa reduzida [GSH; 500 M a 50 mM]). Neste exemplo, os solicitantes
utilizaram 18%, peso/volume, de rafinose e 477 uM de monotioglicerol. O esperma foi
permitido nadar para dentro do CPM; e isto foi permitido durante pelo menos 5 minutos, mas
menos de 20 minutos. Os tecidos residuais foram entdo removidos da solugdo de
recolhimento. Dez yL da amostra de esperma sdo colocados em tantos quantos uma
centena de "French straws” de 250 uL (IMV; Maple Grove, MN). Quatro porgoes de dez ulL
do esperma recolhido foram colocadas dentro dos canudos, os quais foram selados com um
selante térmico instantaneo. Os canudos foram colocados em cassetes e expostos ao vapor
de nitrogénio liquido durante 10 minutos. Isto resfriou essencialmente o esperma a 37 °
C/min. Depois de ser estocado em nitrogénio liquido durante pelo menos 24 horas, seis
amostras de cada tratamento foram descongeladas em um banho de agua a 37 ° C durante
30 segundos, e entdo cada porgdo de 10 uL foi colocada diretamente na sua prépria solugéo
de fertilizagdo in vitro (IVF) de 500 uL de Cooks Mouse Vitro Fert (Cook Australia;
Queensland, Australia; Quinn et al., 1995). Depois de 1h de incubagéo, 4 aglomerados de
odcitos intactos e acumulados de fémeas superovuladas de C57BL/6J foram adicionados na
solugdo de fertilizagdo in vitro (ver o exemplo 1 e também Nakagata, 2000a; Nakagata
2000b, Sztein et al. 2000; Byers et al., 2006).

Em resumo, o esperma e os odcitos, ambos de camundongos C57BL/6J, foram

incubados em conjunto durante 4h em um incubador com tampa a 37 ° C. Depois de 4h de
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incubag&o conjunta, os zigotos presumidos foram lavados através de duas solugdes de 150

uL do meio IVF (MVF; Cook's; Spencer, IN) e entdo culturados durante a noite.

Aproximadamente 18h mais tarde, a proporgéo de odcitos fertilizados foi calculada dividindo-

se 0 numero de embrides de duas células pela soma dos duas células e dos o6citos de uma

célula presumiveis de aparigdo normal.

Tabela 1: Animais para os quais foi utilizada a invengéo atual

Categoria

Exemplos, mas nao limitados a:

Notas

Linhas de
camundongos da

mesma origem

C3H
CBA
DBA
FVB
NOD
BALB/c
128
CH78L

Camundongos C57BL

C57BLISJ, CETBLENTac,
CS7BL/SNCH, C57BL/D

www.informatics.jax.orglexternalffesting/mouse/
docs/C57BL.shird

Todas as outras

familias de
camundongos da
mesma origem,

incluindo familias da
mesma origem

recombinante

7205 1/5vimJ, T20T2/SvEmsJ,
129X1/Svd, 125P31), AJJ, AKRA,
BALB/cBy, BALB/cBy.J, BALB/c
BALB/cd, C3HHeJ, C3H/HeCul,
C3HeBfFeJ, C57BLM0Y, £58,
CBA/CatN-Btkxid/J, CBAJJ, DBAM,
DBAMLac), DBAR), FYBINJ,
MRUMpJ, NODILL, SJLAJ, SWRY,
MNOR/LL, NZB/BINS, NZWLacd,
RBF/OnJ, 12956/SvevTac, AITAC,
BALB/cAnNTae, BALB/ABomTac,
BALB/cABomTac, C57BL/BNTac,
Cs78L/8JBomTac, C57BL/10SgAITac,
C3H/HeNTac, CBALBomTac,
DBA/1JBomTac, DBA/2NTac,
DBAZJBomTas, FYB/NTac,
NOD/WirkTac, NZM/Aeg Tac,
SN JcrNTac, BALB/CANNCHBR,
C3H/HeNCriBR, CS7BL/GNCHBR,
DBAJZNCABR, FVBINCIBR, C.B-
171crCriBR, 129/SvPasicoCriBR,
SJLlorlicoCriBR, AllolaHsd,
BALB/cAntHsd, C3H/HeNHsd,
C57BL/MOScNHsd, C57BL/BNHsd,
CBA/JCrHsd, DBAS2NHsd, FVB/NHsd|
SAMP 1/KaHsd, SAMPS/TaHsd,
SAMPB/TaHsd, SAMP10/Talsd,
SJLICTHsD, AKR/OlaHsd,
_BiozziABHIRijHsd, C57BL/BJOlaHsd,

Definicdo: camundongos de cruzamento
da mesma espécie sdo geneticamente
homogéneos e homozigotos em todas as
partes. O "International Committee on
Standardized Nomenclature for Mice"
determinou que uma familia de
camundongos pode ser considerada "de
cruzamento da mesma espécie” na

geragéo Fyo
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FVB/NhanHsd, MRUMpOlaHsd,
NZB/ClaHsd, NZW/OlaHsd,
SWR/OlaHsd, 128P2/01atsd, 1 e
12882/Svksd.
B6.129P2-AposimtUncl)
NOD.CB17-Prkdcscid/J
12081/SvimJ
129X118vd
B10.A-H2a H2-T18a/SgSnJ
B10.02-Hc0 H2d H2-T18c/oSnd
B810.02-Het H2d H2-T18¢/aSnd
B10.RII-H2r H2-T18bA7INS)SRJ
B&{C)-H2-Ab1bm12/KhEg)
B5.120P2-010tm1Cgnid
B5.129P2-Nos2tm1Lauf)
B6.120P2-Nos3tm1Uncid
BB.12652-CdBatmI Mak/J
B5.12982-igh-6tm1Cgnld
B5.12987-ingtm1TsHJ
B6.129S7-Ragtimihiomil
BB.CB17-Prrdescid/Sz)
B6.MRL-Faslpr/d
BE&.V-LepoblJ
BKS.Cg-m +/+ LeprdblJ
C3HeBFaJ
C578L108
C578LM08nd . )
C57BL/6-THAPOAT) 1RublJ
C57BLIBS-Tyre-20)
CBAICaHN-Blkxid/J
CBA/CaJ
CBySmn.CB17-Prkdcscid!)
FVBIN-Tg(MMTVneu)202Mull)
KK.Cg-Ayl)
MRUMpJ
MRL/MpJ-Faslpr/J

Sl

SWR/J

B10.PL-H2u H2-T18a/(73NS)SnJ

NONCNZOSL

WR

B8PHM2
: BPLA

FS
Pl

PiA

PRO

Todas as mutagdes
geneticamente
engenheiradas (por
exemplo,

transgénicos, nocaute,

"knockin",
"knockdown",
retrovirais, virais)
induzidas
quimicamente (por

exemplo , ENO, EMS,

Exemplos: B6, 129 P2-Apoetm
1Unc/J, B6.129S4-Pdyn ™"V®/y;
B6; 129P2-Pem' "/, BS;
129P2-Pem™"/J, NOD.Cg
Prkdc®®- B2m®/Dvs,
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também incluindo
arquivos de
mutantes); mutagdes
induzidas por
radiagao;

mutag¢des/modificacde
s espontaneas
mantidas em familias
de
como por exemplo:
C57BL7, 129, FVB,
C3H, NOD, DBA/2,
BALB/c, CD-1,

incluindo familias

camundongos,

congénicas e familias
congénicas
recombinantes

Familias hibridas de
camundongos
produzidas pelo

cruzamento de duas

familias da mesma
origem, incluindo
familias da mesma

origem misturadas

Camundongos:

NZBWF1/J
BGCBAFIN
BESJLF1/4
CBBF1M
CByBSF1/4U
PLSJLF 14
WEBBBF 1/J-KIWAGIW-v
B6129PF1/J
CAFY -
BG&129PF2/J
BE&128SF 1
BE6129SF2/)
BEAF1/
BGC3F1A)
BECBAF1IN
BESILFI

(incluindo qualquer outra
combinag&o)
As proporgdes variam de 50:50

F1 a99:1

de
de

Camundongos
cruzamento

origens diferentes

CD-1; ICR; Black Swiss; Swiss
Webster: NiH Swiss: CF-1. Nude

de
diferentes: Animais de uma populagéo
definida
esquemas de cruzamento que evitam

Definicdo de geracdo espécies

que sao produzidos por

cruzamentos entre individuos com
descendéncia préxima para manter o
nivel maximo de heterozigosividade em

todos os nascimentos.
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Cruzamento de ratos

de origens diferentes

ACI, Brown Norway (BN}, BCIX,
Copenhagen (COP), MWF, D Agou
(DA), Goto-Kakizaki (GK), Lewis,
Fischer 344 (F344), Wistar Furth (V
Wistar Kyoto (WKY; WKYN1), ZDF

Todas as mutagoes
geneticamente
engenheiradas (por
exemplo,

transgénicos, nocaute,

"knockin",
"knockdown",
retrovirais, virais)
induzidas
quimicamente (por
exemplo , ENU,
também incluindo
arquivos de
mutantes); mutagdes
induzidas por
radiagao;
mutag¢des/modificagbe
s espontaneas

mantidas em familias
de
familias congénicas

ratos, incluindo

F344/NTac-Tg(HLA-B27)-Tg(2M)33
3Trg; HsdAmc TR-Abec2;
HsdHIRZUCKER-Leprfa; NIH Nude

Ratos hibridos | BHR Definicdo de geragdo de espécies
produzidos pelo | FBNF1/Hsd diferentes: Animais de uma populagdo
LBNF1/Hsd

cruzamento de duas
familias da mesma

espécie

definida sdo produzidos

esquemas de cruzamento que evitam

que por

cruzamentos entre individuos com
descendéncia préxima para manter o
nivel maximo de heterozigosividade em

todos os nascimentos.

Ratos de cruzamento

de espécies diferentes

Holtzman, Sprague Dawley, Long
Evans, Wistar, Wistar Han, WH, W
Zucker, JCR (Russel Rat), OFA

Todas as mutagdes
geneticamente
engenheiradas (por
exemplo,

transgénicos, nocaute,

coelhos, gansos, ovelhas,

porcos, vacas, cavalos,

cachorros, gatos,
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"knockin",
"knockdown",
retrovirais, virais)
induzidas
quimicamente (por
exemplo , ENO,
também incluindo
arquivos de
mutantes); mutagdes
induzidas por
radiagao;

mutagdes/modificagde

s espontaneas
mantidas em
mamiferos

Outros roedores

gerbils, porcos da Guiné,

hamsters, rato do algodéo

Todas as mutagdes
geneticamente
engenheiradas (por
exemplo,

transgénicos, nocaute,

"knockin",
"knockdown",
retrovirais, virais)
induzidas
quimicamente (por
exemplo , ENO,
também incluindo
arquivos de
mutantes); mutagdes
induzidas por
radiagao;

mutacgdes/modificagde

Peixes (por exemplo, zebrafish,

medaka, salmao, tilapia,

lampreia, atum); galinha, peru

s espontaneas

mantidas em

vertebrados.

Vacas populagbes de cruzamento de
espécies diferentes ou
aleatérias

Porcos populagdes de cruzamento de
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espécies diferentes ou
aleatorias

Gansos populagbes de cruzamento de
espécies diferentes ou
aleatérias

Ovelhas populagdes de cruzamento de
espécies diferentes ou
aleatérias

Cavalos populagdes de cruzamento de

espécies diferentes ou

aleatorias

Seres humanos

populagbes de cruzamento de
espécies diferentes ou
aleatorias

Todos os outros

mamiferos

Outros vertebrados

cachorros, gatos, camelos,
primatas ndo humanos, todas as
populagdes de cruzamento de
espécies diferente ou aleatérias,
animais de zoolagico,
marsupiais, mamiferos em risco
de exterminio, peixe de agua
doce (por exemplo, carpas,
siluroides, salmonodide, tilapia
medaka, zebrafish)

Peixes marinhos (por exemplo,
arenque, enguia, perca do mar,
linguado, garoupa, peixe-porco,
truta marrom, "drums",
"croaker", "weakfish”, golfinho,
cavalas, atum, tartaruga, peixe-
espada, garopa, peixe azul,
flexa, peixe de bico, camurupim,
peixes tropicais); peixes com
risco de exterminio

Passaros (galo, peru, pato,
ganso, "quail", faisdo, galinha de
Angola, pinguim, passaros de
companhia, passaros com risco

de exterminio,
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REIVINDICACOES
1. Composigéo para preservacdo criogénica de esperma, CARACTERIZADA pelo

fato de que compreende pelo menos um criprotetor, pelo menos uma membrana protetora e
pelo menos um varredor de radical livre.

2. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o crioprotetor é agucar.

3. Composigéo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, CARACTERIZADA pelo fato
de que o crioprotetor € selecionado do grupo que consiste de: rafinose, lactose, trealose,
melibiose, melezitose, manotriose, estaquiose, dextrana, hidréxi-etil amido, sucrose, mailtitol,
lactitol, glicerol e outros alcoois de agucar.

4. Composigéo, de acordo com a reivindicagao 2 ou 3, CARACTERIZADA pelo fato
de que o aglcar € rafinose ou lactose.

5. Composigédo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o crioprotetor é selecionado do grupo que consiste de polietilenoglicol, DMSO, etileno-
glicol, propilenoglicol, polivinil pirrolidona, glicerol e 6xido de polietileno.

6. Composigéo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que a membrana protetora é uma proteina, uma nédo proteina ou uma combinagdo de uma
proteina e uma nao proteina.

7. Composigéo, de acordo com a reivindicagédo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que a membrana protetora € uma proteina selecionada do grupo que consiste de: caseina,
albumina, queratina, colageno, atelo-colageno, elastina, gelatina, peptonas, fibrinogénio,
fibronectina, proteina de ovo, proteina de gema de ovo, proteina de clara de ovo, uma prote-
ina de soja, uma proteina de trigo, uma proteina de milho, um hidrossilato destes e uma
combinagao destes.

8. Composigéo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
gue a membrana protetora € leite desnatado ou um componente deste, leite em pé ou um
componente deste ou gema de ovo ou um componente desta.

9. Composicéo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que a membrana protetora é selecionada do grupo que consiste de um lipideo, um lipideo
quimicamente sintetizado e um lipideo sintético, fosfatodilglicerol, acido fosfatidico, 1,1',2,2’-
tetra-acil-cardiolipina, fosfatodilcolina, fosfatodilserina, fosfatodiletanolamina, um lipideo a
base de polioxietileno, acido linoléico araquidénico, acido linoléico, acido miristico, acido
oléico, acido palmitico ou acidos graxos estearicos, colesterol, F-68 Plurénico, alcool polivi-
nilico e combinagdes destes.

10. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que o varredor de radical livre € um agente redutor.

11. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADA pelo fato
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23. Composigdo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-20,
CARACTERIZADA pelo fato de que o esperma é isolado de um rato.

24. Composigdo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-20,
CARACTERIZADA pelo fato de que o esperma é selecionado de um camundongo.

25. Composicéo, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADA pelo fato
de que o camundongo é um camundongo de linhagem ou sub-linhagem endogamica.

26. Composicédo, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADA pelo fato
de que a linhagem de camundongo endogdmica é selecionada de C57BL, BALB/c, FVB,
129, C3H, CBA, DBA e NOD.

27. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADA pelo fato
de que a sub-linhagem & selecionada de C57BL/6, BALB/c, FVB/N, 129X1/Sv e
129S1/Svim.

28. Composi¢do, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-27,
CARACTERIZADA pelo fato de que adicionalmente compreende esperma.

29. Recipiente, CARACTERIZADO pelo fato de que contém a composugéo con-
forme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1-28.

30. Método de preservagéo criogénica do esperma, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende adicionar ao esperma, antes da criopreservagdo, uma composigdo que
compreende pelo menos um crioprotetor, pelo menos uma membrana protetora, e pelo me-
nos um varredor de radical livre.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o crioprotetor é selecionado de um grupo que consiste de rafinose, lactose, trealose, melibi-
ose, melezitose, manotriose, estaquiose, dextrana, sucrose, e alcoois de acgucar destes,
glicerol, maltitol e lactitol.

32. Método, de acordo com a reivindicagédo 30 ou 31, CARACTERIZADO pelo fato
de que o criprotetor é rafinose ou lactose.

33. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
a membrana protetora é uma proteina selecionada de um grupo que consiste de proteina de
ovo, proteina de gema de ovo, proteina de clara de ovo, caseina, albumina, queratina, cola-
geno, atelo-colageno, elastina, gelatina, peptonas, fibrinogénio, fibrinonectina, uma proteina
de soja, uma proteina de trigo, uma proteina de milho, uma proteina de leite, e hidrossilatos
destes.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
a membrana protetora é leite desnatado ou um componente deste, leite em p6 ou um com-
ponente deste ou gema de ovo ou um componente desta.

35. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que

o varredor de radical livre € um agente redutor ou um antioxidante.
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36. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, CARACTERIZADO pelo fato de que
o agente redutor € monotioglicerol.

37. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, CARACTERIZADO pelo fato de que
o antioxidante & glutationa reduzida ou ditiotreitol.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
a concentragao do aglcar ¢ de cerca de 10% peso/volume a cerca de 30% peso/volume ou
cerca de 10% volume/volume a cerca de 90% volume/volume.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 33, CARACTERIZADO pelo fato de que
a concentragdo da proteina é de cerca de 1% peso/volume a cerca de 50% peso/volume ou
de cerca de 1% volume/volume a cerca de 90% volume/volume.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o varredor de radical livre € monotioglicerol e a concentragdo de monotioglicerol € de cerca
de 50um a cerca de 50000um.

41. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o varredor de radical livre é glutationa reduzida e a concentragdo de glutationa reduzida &
de cerca de 50um a cerca de 50000um.

42. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o esperma ¢ isolado de um vertebrado.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o esperma é isolado de um mamifero.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 43, CARACTERIZADO pelo fato de que
o mamifero é selecionado do grupo que consiste de: um camundongo, um rato, um hams-
ter, um porquinho da india, um gato, um cachorro, um bode, um cavalo, um gado, um came-
lo, um porco, um coelho, uma ovelha ou um humano.

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o esperma é isolado de um animal de fazenda.

46. Método, de acordo com a reivindicagido 45, CARACTERIZADO pelo fato de que
o animal de fazenda é gado, um porco, um bode, um cavalo ou uma ovelha.

47. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o esperma é isolado de um animal de companhia.

48. Método, de acordo com a reivindicagdo 47, CARACTERIZADO pelo fato de que
o animal de companhia é um gato, um cachorro, um cavalo, um camelo, um passaro ou um
peixe.

49. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de que
o esperma é isolado de um roedor.

50. Método, de acordo com a reivindicagdo 30 ou 49, CARACTERIZADO pelo fato

de que o esperma é isolado de um rato.
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51. Método, de acordo com a reivindicagdo 30 ou 49, CARACTERIZADO pelo fato
de que o esperma ¢ isolado de um camundongo.

52. Método, de acordo com a reivindicagdo 51, CARACTERIZADO pelo fato de que
o camundongo € um camundongo de linhagem ou sub-linhagem endogamica.

53. Método, de acordo com a reivindicagédo 52, CARACTERIZADO pelo fato de que
a linhagem de camundongo endogamica é selecionada de C57BL, BALB/c, FVB, 129, C3H,
CBA, DBA e NOD.

54. Método, de acordo com a reivindicagédo 52, CARACTERIZADO pelo fato de que
a sub-linhagem ¢& selecionada de C57BL/6, BALB/c, FVB/N, 129X1/Sv e 12951/Svim.

55. Método, de acordo com a reivindicagdo 31, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 agucar ¢ rafinose ou lactose, a proteina € proteina do leite, proteina no leite, proteina de
ovo, proteina de gema de ovo ou proteina de clara de ovo e o varredor de radical livre &
monotioglicerol.

56. Método de preservagéo criogénica do esperma, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende adicionar ao esperma, antes da criopreservagdo, uma composi¢do que
compreende pelo menos um agucar, pelo menos uma membrana protetora, e pelo menos
um varredor de radical livre.

57. Método, de acordo com a reivindicagdo 56, CARACTERIZADO pelo fato de que
o agucar é rafinose ou lactose; a membrana protetora € gema de ovo, leite desnatado, leite
ou um componente deste e o varredor de radical livre € monotioglicerol, glutationa ou ditio-
treitol.

58. Método de producgédo de esperma que tem maior capacidade de fertilizagéo se-
guinte a preservagao criogénica, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) combinar o esperma com um composigdo, em que a composi¢cdo compreende
pelo menos um crioprotetor, pelo menos uma membrana protetora, e pelo menos um agente
redutor, dessa maneira produzindo uma combinagao;

(b) criopreservar a combinagao, dessa maneira produzindo uma combinag¢éo crio-
preservada compreendendo esperma criopreservado;

59. Composigao criogenicamente preservada, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende (a) esperma e (b) uma composigdo que consiste de um crioprotetor, uma
membrana protetora que estabiliza ou auxilia na estabilizagdo de membranas de esperma e
um varredor de radical livre.

60. Composicédo criogenicamente preservada, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende (a) esperma e (b) uma composicdo para preservagdo criogénica do esperma,
em que a composigdo consiste de pelo menos um crioprotetor, pelo menos uma membrana
protetora, e pelo menos um varredor de radical livre que € um agente redutor ou um antioxi-

dante.
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pelo menos um varredor de radical livre foi identificado por um método de identificagéo de
varredor de radical livre, compreendendo avaliar pelo menos uma das seguintes atividades
de um candidato a varredor de radical livre:

(a) capacidade de reduzir as espécies reativas com oxigénio no esperma;

(b) efeito na mobilidade do esperma; e

(c) efeito na fertilizag&o in vitro.

em que se o candidato a radical livre exibir um efeito benéfico em pelo menos uma
dentre (a), (b), ou (c), o candidato a varredor de radical livre € um varredor de radical livre
adequado para uso na criopreservagdo de esperma.

74. Kit, de acordo com a reivindicagdo 72 ou 73, CARACTERIZADO pelo fato de
que ainda compreende:

(d) instrugdes para uso dos componentes do kit para preservar o esperma.

75. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que ainda compreende um recipiente.

76. Kit, de acordo com a reivindicagdo 75, CARACTERIZADO pelo fato de que o
recipiente € uma caixa Styrofoam ou um recipiente isolado.

77. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que ainda compreende um vaso criogénico.

78. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que ainda compreende um receptaculo para esperma.

79. Kit, de acordo com a reivindicagdo 78, CARACTERIZADO pelo fato de que re-
ceptaculo é um canudo, uma ampola de vidro, um critotubo ou criofrasco.

80. Kit, de acordo com a reivindicagdo 73, CARACTERIZADO pelo fato de que o
pelo menos um agente crioprotetor é selecionado do grupo que consiste de rafinose, lacto-
se, trealose, melibiose, melezitose, manotriose, estaquiose, dextrana, hidroxi-etil amido,
sucrose, maltitol, lactitol, glicerol e combinagdes destes.

81. Kit, de acordo com a reivindicagdo 73, CARACTERIZADO pelo fato de que o
pelo menos um agente crioprotetor € selecionado do grupo que consiste de polietilenoglicol,
DMSO, etilenoglicol, propilenoglicol, polivinil pirrolidona, éxido de polietileno, e combinagdes
destes.

82. Kit, de acordo com a reivindicagdo 72, 73 ou 74, CARACTERIZADO pelo fato
de que a pelo menos uma membrana protetora é caseina, albumina, queratina, colageno,
atelo-colageno, elastina, gelatina, peptonas, fibrinogénio, fibronectina, gema de ovo ou
componente desta, uma proteina de soja, uma proteina de trigo, uma proteina de milho,
leite, leite em po, leite desnatado ou um componente deste, um hidrossilato de um dos ante-
riores e combinagdes destes.

83. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 72-74, CARACTERIZADO
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pelo fato de que a pelo menos uma membrana protetora é selecionada do grupo consistindo
de um lipideo, um lipideo quimicamente sintetizado, um lipideo sintético, fosfatodilglicerol,
acido fosfatidico, 1,1’,2,2'-tetra-acil-cardiolipina, fosfatodilcolina, fosfatodilserina, fosfatodile-
tanolamina, um lipideo a base de polioxietileno, acido linoléico araquidénico, acido linoléico,
acido miristico, acido oléico, acido palmitico ou acidos graxos estearicos, colesterol, F-68
Plurénico, alcool polivinilico e combinagdes destes.

84. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que o pelo menos um varredor de radical livre € um agente redutor.

85. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que o pelo menos um agente varredor de radical livre é selecionado do grupo
consistindo de monotioglicerol, beta-mercaptoglicerol, ditiotreitol, tris(2-carboxietil)fosfina,
ditioeritritol, tioredoxina, ditionita, 2-mercaptoetilamina, dimetil tiouréia, DMSO, acido nordii-
droguaiarético (NDGA), 2,3-dimercapto-1-propanol, hidroquinona, e combina¢des destes.

86. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 84-85, CARACTERIZADO
pelo fato de que o pelo menos um agente redutor € monotioglicerol e a concentragéo do
monotioglicerol é de cerca de 50 micromolar a cerca de 50000 micromolar.

87. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 72-74, CARACTERIZADO
pelo fato de que o pelo menos um varredor de radical livre € um antioxidante.

88. Kit, de acordo com a reivindicagdo 72, 73 ou 74, CARACTERIZADO pelo fato
de que o pelo menos um varredor de radical livre é selecionado do grupo consistindo de um
aminodcido, um derivado de aminoacido, uma vitamina, um derivado de vitamina, hidroxia-
nisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido diidrolipdico, tetraidropapaverolina, acido 2-
tiobarbiturico ou taurina, acido dimercaptosuccinico, alopurinol, deferoxamina, melatonina,
catalase, peroxidase glutationa, superéxido dismutase, esterdides, GSH e combinagbes
destes.

89. Composigdo para uso na criopreservagdo de esperma, CARACTERIZADA pelo
fato de que a composigéao inclui:

(a) pelo menos um crioprotetor e

(b) pelo menos um varredor de rdical livre,

em que a coposi¢cdo nao inclui uma membrana protetora.

90. Método de preservagéo criogénica do esperma, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende adicionar ao esperma, antes da criopreservagdo, uma composigdo que
inclui pelo menos um crioprotetor € pelo menos um varredor de radical livre.

91. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, CARACTERIZADO pelo fato de que
o crioprotetor é selecionado do grupo que consiste de rafinose, lactose, trealose, melibiose,
melezitose, manotriose, estaquiose, dextrana, sucrose, e alcoois de aglcar destes, glicerol,

maltitol e lactitol.
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92. Método, de acordo com a reivindicagdo 90 ou 91, CARACTERIZADO pelo fato
de que o varredor de radical livre € um agente redutor ou um antioxidante.

93. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, 91 ou 92, CARACTERIZADO pelo
fato de que o varredor de radical livre € monotioglicerol, GSH ou ditiotreitol.

94. Composigao para uso na criopreservagao de esperma, CARACTERIZADA pelo
fato de que inclui pelo menos um varredor de radical livre.

95. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 94, CARACTERIZADA pelo fato
de que ainda compreende pelo menos um dos seguintes: agua, tampéo, antibiético, agente
anti-viral ou um agente anti-bacteriano.

96. Método de preservagao criogénica de esperma, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende adicionar ao esperma, antes da criopreservagdo, uma composi¢gdo que
inclui pelo menos um varredor de radical livre.

97. Método, de acordo com a reivindicagdo 96, CARACTERIZADO pelo fato de que
o varredor de radical livre € um agente redutor ou um antioxidante.

98. Método, de acordo com a reivindicagédo 96 ou 97, CARACTERIZADO pelo fato
de que o varredor de radical livre € monotioglicerol, GSH ou ditiotreitol.

99. Método de identificagdo de um radical livre adequado para uso na criopreserva-
¢ao de esperma, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende avaliar pelo menos uma
das seguintes atividades de um candidato a varredor de radical livre:

(a) capacidade de reduzir as espécies reativas com oxigénio no esperma,

(b) efeito na mobilidade do esperma; e

(c) efeito na fertilizagao in vitro.

em que se o candidato a radical livre exibir um efeito benéfico em pelo menos uma
dentre (a)-(c), o candidato a varredor de radical livre € um varredor de radical livre.

100. Método, de acordo com a reivindicagdo 99, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o varredor de radical livre a ser identificado € um varredor de radical livre para uso na
criopreservagdo de esperma de camundongo e pelo menos atividade (a) e atividade (c) s&o
avaliadas.

101. Método, de acordo com a reivindicagdo 99, CARACTERIZADO pelo fato de
que o varredor de radical livre a ser identificado € um varredor de radical livre para uso na
criopreservagdo de esperma bovino e pelo menos atividade (a) e atividade (b) s&o avalia-
das.

102. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 99-101,
CARACTERIZADO pelo fato de que a avaliagdo é conduzida usando um método coran-
te/esperma, compreendendo incubar: (a) esperma carregado com um indicador permeavel a
célula (corante) para espécies reativas com oxigénio que é nao fluorescente a ndo ser que a

oxidacdo ocorra no esperma e (b) um candidato a varredor de radical livre, de maneira a
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produzir uma combinagdo incubada e avaliar o nivel das espécies reativas com oxigénio no
esperma, em que se o nivel de espécies reativas com oxigénio for reduzida, em relagéo ao
nivel de espécies reativas com oxigénio no esperma na auséncia do candidato a varredor de
radical livre, o candidato a varredor de radical livre € um varredor de radical livre adequado
para uso na criopreservagao de esperma.

103. Método, de acordo com a reivindicagdo 102, CARACTERIZADO pelo fato de
que ainda compreende avaliar (a) o efeito do varredor de radical livre na mobilidade do es-

perma; (b) o efeito do varredor de radical livre na fertilizagédo in vitro; ou ambos (a) e (b).




FIGURA 1: Monotioglicerol aumenta a fertilidade de esperma C57BL/6J.
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RESUMO
“MEMBRANA CRIOPROTETORA DE ESPERMA”
Sédo descritas composigbes que compreendem um crioprotetor; uma membrana
protetora que estabiliza ou auxilia na estabilizacdo de membranas do esperma; e um varre-

dor de radical livre(por exemplo, um agente redutor, um antioxidante).
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