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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "SOBREVIDA
POS-DESCONGELAMENTO AUMENTADA DE MATERIAL BIOLOGICO
CRIOPRESERVADO POR ESTIMULO DE PRESSAO HIDROSTATICA".
Campo Técnico

A presente invengdo refere-se a um método para aumentar a
sobrevida pds-descongelamento de material bioldgico criopreservado com-
preendendo aplicar presséo hidrostatica ao referido material biologico; man-
ter o referido material bioldgico na pressdo hidrostatica por um periode de
tempo predeterminado; fiberar a pressdo hidrostética; e congelar o referido
material biolégico usando qualquer protocolo aplicavel ao mesmo. A inven-
&0 também refere-se ao uso de um dispositivo de pressurizagao para o pré-
tratamento de um material bioldgico que esta para ser criopreservado, bem
como a um dispositivo de pressurizacio para o pré-tratamento de um mate-
rial bioldgico que estd para ser criopreservado, o dispositivo referido com-
preendendo uma camara de presséo para receber material bioldgico, meios
para produzir a pressdo referida, € meios para manter a pressdo referida
dentro da cadmara referida.

Antecedentes da Técnica

O processo de criopreservagao esta bem estabelecido para ar-
mazenar material bioldgico para uma ampia variedade de propdsitos em di-
ferentes campos da biologia e biotecnologia moderna.

Estes métodos seguem etapas basicas muito semelhantes:

1. Tratamento do material biolégico com uma solugdo contendo
um ou mais agentes crioprotetores.

2. A etapa seguinte compreende congelamento do material bio-
l6gico ate temperatura abaixo de zero.

3. O material biolégico preparado deste modo é armazenado -
mesmo por periodes de tempo muito longos - em baixa temperatura, por e-
xemplo, em nitrogénio liquido.

4, Antes do uso o material bioldgico é reaguecido.

5. O(s) agente(s) crioprotetor(es) &(sao) removido(s) do material

biolégico. Além disso, o material bioldgico pode requerer etapas adicionais
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para restaurar sua viabilidade original.

Foram tentadas vérias abordagens para aumentar este protocolo
basico resumido acima, uma vez que 0 processo de criopreservagéio & peri-
goso para o material bioldgico. Abordagens para evitar a formagéo de gelo
através de indices de resfriamento ultra-rapido e de aquecimento ou por de-
pressdo gradual do ponto de congelamento de equilibrio durante resfriamen-
to a -80 °C nédo deram uma solugdo apropriada para todo campo da criobio-
logia. Foram feitas tentativas para aumentar a sobrevida depois de congela-
mento: em vitrificagdo solugdo aquosas altamente concentradas de agentes
crioprotetores superfrios até temperaturas muito baixas, permitindo a vitrifi-
caco intracelular (Rall e Fahy, 1985). Apesar de Fahy et al. (1984) mencio-
narem o uso possivel de pressao hidrostatica consideravelmente aumentada
como um fator adicional que pode facilitar a vitrificagédo, mas também consi-
deraram que teve poucas conseqliéncias praticas em biologia reprodutiva.
Outros estudos reportam o uso de proteinas anticongelamento (AFPs) as
quais reduzem ndo-coligativamente o ponto de congelamento de solugbes
aquosas, blogueiam canais idnicos das membranas e deste modo conferem
um grau de protegdo durante o resfriametno (Baguisi et al., 1997). Os efeitos
toxicos dos crioprotetores e as consequiéncias prejudiciais das alteragbes
osmoticas néo sdo despreziveis em qualquer um dos métodos descritos.

Estes procedimentos, atualmente, tém um grau variave! de efici-
éncia para varias aplicagdes. Por exemplo, no caso da preservagio de em-
brides, a eficiéncia da criopreservagdo varia de 0 a 80 por cento, dependen-
do da espécie, do método de congelamento, do estagio do desenvolvimento
embrionario (Ishwar, 1996; Van Wagtendonk-De Leeuw, 1995, 1997; Medei-
ro, 2002; Reubinoff, 2001; Hammitta, 2003; Archer, 2003; Stachecki, 2002,
Leibo e Songsasen, 2002). Os indices de sucesso para a criopreservagéo de
ovulos humanos, sendo atualmente um problema popular, também estéo
longe de serem satisfatarios.

Desde 1912 se sabe que a égua passa por diferentes fases
quando submetida a pressdo hidrostatica em diferentes temperaturas

(Bridgman, 1911) (Figura 7). Solugbes podem ser mantidas descongeladas
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mesmo em baixas temperaturas abaixe de zero aplicando uma determinada
pressdo as mesmas (Bridgeman, 1970). Foi previamente usada alta pressdo
hidrostatica (HHP) por Takahashi et al. (2000, 2001) na preservagéo abaixo
de zero de figados de rato para transplante de modo a reduzir criolesdes.
Esta abordagem usa alta pressdo hidrostatica para reduzir substancialmente
o ponto de congelamento do meio de cultura, dete modo preservando o ma-
terial biologico em temperatura abaixo de zero sem qualquer um dos efeitos
negativos da criopreservagéo. Esta abordagem foi considerada inviavel pe-
los inventores presentes na preservagdo de embrides de camundongo, con-
forme resumido abaixo nos exemplos 2 e 3.

Pressdo hidrostatica dentro da faixa de 30 a 50 MPa geralmente
inibe o crescimento de véarios organismos: o inicio da replicagdo do DNA é
um dos processos intracelulares mais sensiveis a pressdo (Abe et al., 1999).
Os efeitos variam de gravidade dependendo da magnitude e da duragéo da
compressdo (Murakami e Zimmerman, 1973). A membrana celular é obser-
vada como um sitio primario de dano de pressao (Palou et al., 1997). O tra-
tamento com alta pressdo hidrostatica pode alterar a funcionalidade da
membrana tal como transporte ativo ou permeabilidade passiva e portanto
perturbar o equilibrio fisico-quimico da célula (Yager e Chang, 1983; Aldrid-
ge e Bruner, 1985 ; Macdonald, 1987; Schuster e Sleytr, 2002). Um recente
estudo por Routray et al. (2002) mostrou que a presséo hidrostatica (5 MPa)
facilitou a apreensdo de DMSO no experimento conduzido com oves e em-
brides de medaka (Oryzias latipes), embora houvesse uma répida perda na
viabilidade. Os processos fisicos ou bioguimicos em condigdes de presséo
alterada s&o governados pelo principio de Le Chatelier: todas as reagdes
que sdo acompanhadas por uma redugdo de volume aceleram considera-
velmente (Murakami e Zimmerman, 1973; Welch et al., 1993; Palou et al,
1997). A aplicagdo de pressdo pode levar a uma populagdo de conformeros
de proteinas, inclusive conformagtes parcialmente ou completamente des-
dobradas. A pressdo pode causar a desnaturagdo de proteinas pelos efeitos
combinados de rompimento de interagdes intraproteina e liberagéo de cavi-

dades seguida pela ligagdo de agua (Schmid at al., 1975; Weber e Dricka-
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mer, 1983; Jaenicke, 1991; Gross e Jaenicke, 1994; Silva et al., 2001).

Relatorios recentes declaram que a presséo hidrostatica aumen-
ta a produgdo de proteinas de choque (Welch et al., 1993; Wemekamp-
Kamphuis et al., 2002). Estudos descrevem que instabilidades causadas por
choque a frio subletal na sintese protéica normal em bactérias s@o supera-
das pela sintese das chamadas proteinas de choque a frio (CSPs, HSPs)
(Phadtare et al., 1999). Suspeita-se que CSPs, HSPs tenham muitas fun-
¢Bes tais como chaperones de RNA (Graumann e Marahiel, 1998) ou ativa-
dores de transcrigo (LaTena et al., 1991) ; presumiu-se que elas também
desempenham um papel na prote¢do contra congelamento (Wouters et al.,
1999). Investigagbes posteriores descobriram que a producéo de CSPs e
HSPs é ndo somente induzida por choque a frio, mas por outros estresses
ambientais também. Em E. coli, por exempto, um tipo de CSP & produzido
por stress nutricional (Yamanaka et al., 1998). Outro experimento mostrou
que tratamento por alta presséo hidrostatica provocou a produgao de deter-
minadas proteinas induzidas pelo frio e proteinas de choque térmico (Welch
et al., 1993). Outros relatorios recentes determinam que a presséo hidrosta-
tica aumenta a produgéo de proteinas de choque (Wemekamp-Kamphuis, et
al., 2002). Como choque a frio e tratamento de alta presséo ambos aumen-
tam os niveis de CSP e HSP, foram conduzidos experimentos sobre a pos-
sibilidade de protegéo cruzada. Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) descobri-
ram que o nivel de sobrevida depois da pressurizagée de Listeria monocyto-
genes submetida a choque a frio foi 100 vezes maior do que o das células
cultivadas a 37 °C.

Enquanto os microbiologistas alimentares estudam os processos
mencionados acima de modo a matar microorganismos prejudiciais (Butz
and Ludwig, 1986; Wemekamp-Kamphuis et al., 2002; Spilimbergo et al,,
2002), o objetivo da presente invengédo é aumentar a sobrevida de material
bioldgico criopreservado.

Mais atengéo foi dada recentemente ao estudo do papel das pro-
teinas de choque na criopreservagdo. Huang et al. (1999) publicaram que

uma redugdo substancial de uma proteina de choque, HSP90, pode estar



10

15

20

25

30

associada com um declinio na motilidade dos espermatozoéides durante o
resfriamento dos espermatozéides de varrdo. Wen-Lei et al. (2003) reporta-
ram que HSP90 em espermatozoides humanos foi reduzido substancialmen-
te depois de criopreservagéo que pode resultar da degradacéo da proteina.

Como um resumo, HSP90, que é induzido por alta pressao hi-
drostatica é: -Proteina citosdlica Chaperone molecular de Proteina citosolica,
desempenha um papel essencial na tolerdncia ao stress, dobramento de
proteinas, transdugao de sinal, e efc.

-Foi demonstrado que possui uma ATPase inerente que é es-
sencial para a ativagdo de proteinas clientes auténticas in vivo (Pearland
Prodromou, 2000).

Associada com a motilidade do espermatozoide: -Ativam sinteta-
se do oxido nitrico (NOS) (Garcia-Gardena et al., 1998) -Protege células de
espécies oxigénio reativas (ROS) (Fukuda et al., 1996), as quais aumentam
significativamente durante o processo de resfriamento e reduz bastante a
motilidade do espermatozoide

- Envolvida no metabolismo do ATP (Prodromou et al., 1997). O
nivel de ATP esta diminuido depois de choque a frio, e ndo seria restaurado
posteriormente (Watson, 1981) -HSP 90 diminuiu substancialmente junto
com o declinio da motilidade dos espermatozéides depois de resfriamento
de sémen de varrdo. Foi concluido, que HSP 90 pode desempenhar um pa-
pel crucial na regulacéo da motilidade dos espermatozéides porcinos (Huang
et al., 1999) -Geldanamicina, um inibidor de HSP 90 especifico, reduziu sig-
nificativamente a motilidade dos espermatozdides de sémen de varrdo em
uma maneira dose- € tempo dependente (Huang et al., 2000). |

HSP90 diminuiu substancialmente depois de criopreservagao em
espermatozoides humanos, junto com a motilidade dos espermatozoides; a
redugdo ndo foi devido a vazamento, mas uma conseqiiéncia da degradagéo
da proteina (Wen-Lei CAO et al., 2003).

0 actimulo dos efeitos de presséo é letal além de um determina-
do nivel: enquanto ocorrem alteragdes irreversiveis de algumas biomolécu-

las em maiores pressdes, a 300 MPa morre a maioria das bactérias e dos
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organismos multicelulares. Embora tardigrados - em seu estado ativo mor-
rem entre 100 a 200 MPa - podem sobreviver até 600 MPa se estiverem em
um estado de 'tonel' desidratado (Seki e Toyoshima, 1998).

Os presentes inventores descobriram inesperadamente que apli-
cando um estimulo de presséo hidrostatica, e em seguida seguindo o estado
dos protocolos de criopreservagédo da técnica, a sobrevida do material biolo-
gico pode ser aumentada significativamente. No contexto da presente inven-
¢40, 0 termo sobrevida significa, entre outros, melhora continuada do desen-
volvimento in vitro e in vivo, maiores indices de incubago ou implantacéo e
nascimento (no caso de embrides); maior motilidade pds descongelamento
elou capacidade aprimorada para fertilizago (no caso de espermatozoides)
- melhora continuada do desenvolvimento in vitro € in vivo, melhora da capa-
cidade para ser fertilizado, maiores indices de incubagéo ou implantacéo e
nascimento (no caso de odcitos). _

Se reconhece que o termo sobrevida pode englobar outras dife-
rentes caracteristicas funcionais dependendo do tipo de outro material biold-
gico tratado.

Para este fim foi estabelecida a tolerdncia & presséo de tetermi-
nados tipos de materiais bioldgicos (veja o exemplo 1, 5, e 6), seguida pela
investigagdo de varios conceitos do estado da técnica para atingir o objetivo
de melhorar a sobrevida de material bioldgico pressurizado (veja 0s exem-
plos 2 e 3). Em seguida os presentes inventores investigaram adicionalmen-
te os efeitos de tratamento de pressdo sobre diferentes tipos de material bio-
ldgico e surpreendentemente vi}am que o método de estimulo de presséo da
invencao satisfez seus objetivos.

Neste contextc deve-se enfatizar que o presente conceito da
invengdo se aplica igualmente a muitos protocolos de criopreservagéo dife-
rentes, e a escolha destes ndo esta limitada com respeito a invengéo. A dni-
ca etapa necessaria a incluir nos protocolos aperfeicoados € a etapa de es-
timulo de pressdo hidrostatica; cujos pardmetros podem ser facilmente oti-
mizados por uma pessoa versada na técnica ao seguir 0s ensinamentos da

presente descriao.
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Sumario da invencéo

A presente invencdo refere-se a um meétodo para aumentar a
sobrevida pos-descongelamento de material bioldgico criopreservado com-
preendendo

(a) aplicar pressdo hidrostatica ao referido material bioldgico,
opcionalmente de acordo com um perfil de pressdo-tempo predeterminado;

(b) manter o referido material bioldégico na presséo hidrostatica
por um periodo de tempo predeterminado;

(c) liberar a pressao hidrostatica;

(d) congelar o referido material bioldgico usando qualquer proto-
colo aplicavel ao mesmo.

Em uma modalidade, pressdo usada no o método de acordo
com a invengdo esta dentro do alcance de 1 a 250 MPa. Em modalidades
preferenciais, a pressao é preferencialmente na faixa of 10 a 100 MPa, mais
preferencialmente 20 a 75 MPa, e ainda mais preferencialmente 30 a 60
MPa.

Em outra modalidade, a pressdo hidrostatica usada no método
de acordo com a invengéo ¢ aplicada por um periodo de tempo entre 1 se-
gundo e 300 minutos. Em modalidades preferenciais, a press&o ¢ aplicada
preferencialmente por um periodo de tempo entre 1 segundo e 150 minutos,
mais preferencialmente entre 1 segundo e 90 minutos, e ainda mais prefe-
rencialmente entre 1 segundo e 60 minutos.

Em outras modalidades, o método de acordo com a invengao
compreende a liberagao gradual da presséo durante um periodo de tempo
entre 1 segundo ¢ 4 horas. Em outras modalidades o periodo de tempo para
liberar a presséo é entre 10 segundo e 2 horas, ou entre 1 minuto e 1 hora,
ou em outros casos entre ;0 min e 30 min. A liberacdo de presséo também
pode ser instantanea.

Em uma modalidade preferencial o método de acordo com a in-
vencdo é usado em conexdo com material biologico selecionado entre ©
grupo consistindo em odcitos, espermatozoides, zigotos, mérulas, blastocis-

tos, embrides, células-tronco, células ou tecidos de um animal vertebrado.
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Qutras modalidades preferenciais referem-se a um método em
que o referido animal vertebrado é um peixe, uma ave ou um mamifero, pre-
ferencialmente bovino, eqlino, caprino, avino, suino, outras criagbes, ani-
mais de estimagao, primatas, inclusive seres humanos.

A presente invengao também refere-se a um dispositivo de pres-
surizagdo para o tratamente de presséo de material bioldgico, compreen-
dendo:

- uma cémara de pressdo para receber material biologico;

- meios para produzir pressao variando de 1 a 250 MPa, prefe-
rencialmente de 10 a 100 MPa, mais preferencialmente de 20 a 75 MPa, e
ainda mais preferencialmente de 30 a 60 MPa; e

- meios para manter a referida pressédo dentro da referida cama-
ra por um periodo de tempo entre 1 segundo e 300 minutos, preferencial-
mente entre 1 segundo e 150 minutos, mais preferencialmente entre 1 se-
gundo e 90 minutos, e ainda mais preferencialmente entre 1 segundo e 60
minutos.

Em uma modalidade preferencial a presente invengéo refere-se
a um dispositivo em que

- o referido meio para produzir pressdo & um pistéo e a referida
camara de pressdo é uma cAmara cilindrica recebendo o referido pistao;

- sdo proporcionados meics para vedagéo de alta pressao entre
a camara e o pistédo e

- 80 proporcionados meios operados manuaimente e/ou aufo-
maticamente para aplicar forga sobre o referido pistéo.

Em outra modalidade preferencial a presente invengéo refere-se
a um dispositivo, em que o meio referido para aplicar forga sobre o referido
pistdo é um elemento semelhante a uma placa tendo uma superficie em con-
tato com o referido pistdo, e ha meios para ajustar a posicao do referido pis-
tao dentro da referida camara.

Em outras modalidades preferenciais o dispositivo compreende
um sistema para controlar a despressuriza¢do da camara de presséo duran-

te um periodo de tempo entre 1 segundo e 4 horas.
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Em outras modalidades preferenciais o dispositivo compreende
adicionalmente um calibre de presséo para indicar a pressao da camara.

Em outra modalidade preferencial a cdmara de presséo referida
contém meio liquido.

Em modalidades especificas a referida cdmara de presséo tem
uma parede de cerca de 10 a 25 mm de espessura, preferencialmente de
menos de 20 mm de espessura, a cdmara referida tendo um didmetro inter-
no preferencialmente menor que 100 mm, mais preferencialmente menor
que 50 mm, particularmente cerca de 20 mm, e uma altura interna preferen-
cialmente menos de 250 mm, mais preferencialmente menos de 100 mm,
particularmente cerca de 200 mm.

Em outra modalidade preferencial a invengdo refere-se a um
dispositivo em que o referido material bioldgico é selecionado entre o grupo
consistindo em o6citos, espermatozdides, zigotos, morulas, blastdcistos,
embrides, células-tronco, células ou tecidos de um animal vertebrado.

A presente invengdo também refere-se ao uso de um dispositivo
de pressurizagéo para a compressao de material biologico.

Em uma modalidade preferencial a invencéo refere-se a um uso
de um dispositivo de pressurizagdo em que a pressurizacdo € usada como
pré-tratamento para a criopreservagéo do referido material biologico.

Em modalidades preferenciais, o uso de um dispositivo de pres-
surizacdo pode incorporar quaisquer dos procedimentos de criopreservacao
da invengéo.

Em modalidades preferenciais, o uso da invengéo envolve um
dispositivo de pressurizagéo, o qual inclui uma cdmara de presso adequada
para receber o material biolégico, e meios para proporiconar pressao contro-
lada dentro do alcance de 1 a 250 MPa preferencialmente 10 a 100 MPa,
mais preferencialmente 20 a 75 MPa, e ainda mais preferencialmente 30 a
60 MPa.

Em oufras modalidades preferenciais, o uso da invengéo envolve
um dispositivo de pressurizagdo, o qual compreende meios para manter a

referida pressdo por um periodo de tempo entre 1 segundo e 300 minutos,
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preferenciaimente entre 1 segundo e 150 minutos, mais preferencialmente
entre 1 segundo e 90 minutos, € ainda mais preferencialmente entre 1 se-
gundo e 60 minutos.

Em uma modalidade preferencial o uso da invengéo engloba o
uso de um sistema controle em conexéo com o dispositivo de pressuriza¢ao
para controlar a despressurizagdo da cdmara de pressdo durante um perio-
do de tempo entre 1 segundo e 4 horas.

Em modalidades especificas a invengdo também refere-se a um
uso de um dispositivo de pressurizagdo em que presséo hidrostatica esta
sendo obtida no dispositivo de pressurizago.

Em outra modalidade preferencial a invencéo refere-se ao uso
de um dispositivo de pressurizagdo, em que o referido material bioldgico &
selecionado entre o grupo consistindo em odcitos, espermatozdides, zigotos,
morulas, blastocistos, embrides, células-tronco, células ou tecidos de um
animal vertebrado.

A invengdo refere-se adicionalmente ao uso do dispositivo de
pressurizacdo de acordo com a invengéc para a compressdo de material
biolégico.

Descricéio detalhada

A presente invengéo é descrita em mais detalhes usando embri-
des de camundongo para o fim de demonstrar o conceito da invengéo. Deve
ser evidente que os procedimentos descritos se aplicam igualmente a todo
tipo de diferentes materiais bioldgicos os quais s&o rotineiramente criopre-
servados na técnica. Por motivo de facil acesso e manipulagao, embrides de
camundongo foram selecionados como a matéria detalhada investigagéo. E
desnecessario dizer que a criopreservagao de embrides é a vanguarda da
pesquisa de criopreservagio devido a sua aplicabilidade industrial e de tra-
tamento de satde. No entanto, no método de acordo com a invencao € simi-
larmente na presente descrigdo, o termo 'embrido de camundongo’ pode ser
usado de modo intercambiavel com o termo ‘material bioldgico'. No presente
relatorio descritivo, também sdo apresentados dados experimentais para

embrides IVF bovinos e espermatozbide de touro, proporcionando sobrevida
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pos-descongelamento inesperadamente aumentada. Material biologico tipico
pode ser, por exemplo, estagios pré- e pos-implantagéo de embrides de dife-
rentes espécies mamiferas, odcito, espermatozoéide, celulas-tronco, tecidos,
6rgdos de animais vertebrados e seres humanos, ou mesmo o corpo inteiro.
O animal vertebrado pode ser de qualguer espécie, por exemplo, um peixe,
uma ave ou um mamifero, preferencialmente bovino, eqtiino, caprino, ovino,
suino, outras criagdes, animais de estimacdo, primatas, inclusive seres hu-
manos.

Como organismos eucariéticos altamente desenvolvidos, os em-
bries de camundongo sdo mais suscetiveis ao efeito da presséo hidrostati-
ca do que tardigrades e bactérias. O primeiro objetivo portanto ¢ estabelecer
as caracteristicas basicas dos embrides de camundongo sob presséo refe-
rentes a sua morfologia e sobrevida.

Para a completa investigagéo do método da presente invengéo,
foi fabricado um protétipo de dispositivo. O dispositivo de pressurizagéo 1,
representado na Figura 8, foi usado para conduzir os experimentos discuti-
dos nos exemplos a seguir.

0O dispositivo de pressurizagdo 1 compreende uma camara de
pressao cilindrica 2 tendo duas aberturas 3, 4 uma no topo e uma no fundo
com um calibre de presséo 5 sendo fixado & abertura do topo 3 e um pistao
6 sendo inserido através da abertura do fundo 4. O calibre de presséo 5 po-
de ser qualquer calibre adequado contanto que seja capaz de medir a pres-
sd0 na regido de interesse, isto €, dentro do alcance de 1 a 250 MPa, prefe-
rencialmente 10 a 100 MPa, mais preferencialmente 20 a 75 MPa, e ainda
mais preferencialmente 30 a 60 MPa. A camara de presséo 2 tem uma altura
interna de cerca de 60 mm e uma largura de cerca de 20 mm. A parede 7 da
cAmara 2 é adaptada para suportar pressdes até 250 MPa, preferencialmen-
te no minimo até 75 MPa, e ainda mais preferencialmente até 60 MPa. A
parede 7 da camara 2 & preferencialmente feita de um material resistente a
corrosdo, o qual é preferencialmente plastico ou ago inoxidavel. Para refor-
¢ar o firme encaixe entre o lado interno da parede 7 na abertura do fundo 4 e

o pistdo 6, o ultimo é provido com uma vedagéo de presséo circumferencial
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8, tal como por exemplo, uma vedag&o de anel de Teflon. Semelhante veda-
cdo ou outro tipo de vedagao de pressdo 8 é preferencialmente também u-
sada na abertura do topo 3 onde o calibre de pressdo 5 é encaixado. A parte
da parede 7 circundando a abertura do fundo tem uma protruséo periférica
formando um flange 9. A cAmara de pressdo 2 é adicionalmente equipada
com uma tampa espessa 10 para reter e mover o pistdo 6 adicionalmente
dentro da camara 2. A tampa 10 pode ser fixada ao flange 9 por meios de
fixagdo tais como parafusos 11. A forga de tragéo de cada parafuso pode ter
um valor apropriadamente elevado para resistir a forgas de tragéo devido a
alta pressdo dentro da cAmara 2. A camara de pressdo 2 é enchida com um
meio 12 adequado para produzir alta pressdo durante compressao compara-
tivamente pequena, a qual é estabelecida forcando o pistdo adicionalmente
dentro da camara de presséo 2. O meio referido pode ser qualquer tipo co-
nhecido de meio ndo sélido 12 (preferencialmente fluido ou meio gelatinoso
12) aplicavel no campo da tecnologia de alta pressao, no entanto, para os
fins da investigagéo, foi usada dgua comum. Para prevenir o aquecimento do
meio 12 durante a compresséo a parede 7 da camara de presséo 2 é prefe-
rencialmente de um material termo-condutivo.

Sera reconhecido gue o dispositivo de pressurizagdo 1 descrito
acima pode ser construido com semelhantes didmetros de modo a oferecer
meios portateis para implementar o método de criopreservago aperfeicoado
da presente invengo. As seguintes medidas servem somente como um e-
xemplo e se entende que uma pessoa versada na técnica pode facimente
imaginar tanto modalidades maiores quanto menores. A cémara de pressao
2 tem uma altura interna H de 60 mm & um didmetro interno D de 20 mm, o
qual também corresponde ao didmetro do pistdo 6. A altura Hp do pistdo 6
pode ser selecionada proporcionalmente a Hi, por exemplo, no dispositivo de
teste curto que foi de 20 mm. A parede 7 da cmara 2 tem uma espessura
Dw de cerca de 10mm. A vedagdo de press&o 8 em torno do pistdo 6 tem
uma altura Hs de 5 mm e uma espessura Ds de 2 mm. Os parafusos 11 u-
sados para fixar a tampa 10 ao flange 9 podem ter um didmetro D de 8 mm.

Parafusos 11 disponiveis comercialmente desta medida podem ter uma for-
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ca de fragdo de 800 MPa, a qual é suficiente para assegurar uma presséo
até 200 MPa. A calibragem real do dispositivo pode ser designada de acordo
com o material bioldgico a ser tratado e os meios disponiveis para aplicar o
material bioldgico dentro do dispositivo.

Durante o pré-tratamento dos embriées de camundongo a serem
criopreservados, os embrides (pré-carregados em canudo plastico com solu-
¢do apropriada para conter embrido) foram colocados dentro da cAmara de
pressdo 2 no meio fluido 12 (o (ltimo sendo dgua comum); pistdo 6 foi in-
serido na abertura do fundo 4 sem aplicar qualquer forga extra sobre o
mesmo, e a tampa 10 foi fixada ao flange 9 da camara 2 por meio dos para-
fusos 11 em uma posicao em contato com o pistéo 6, o qual, no estado nao
comprimido do meio 12, se projeta parcialmente da camara 2. Depois disso,
a tampa foi puxada mais proxima da abertura do fundo 4 para forcar o pistao
6 adicionalmente dentro da camara de presséo 2 apertando os parafusos (ou
manualmente ou por um automatismo de aparafusamento) em um indice e
em tal extensdo de modo a atingir as condi¢des de pressdo requeridas para
o experimento em particular que esta sendo conduzido. A pressao resultante
dentro da camara 2 foi monitorada pelo calibre de presséo 5. Depois de ter
passado o periodo de tempo desejado ocorreu a despressurizagao da cama-
ra ou afrouxando gradualmente os parafusos 11 ou tirando o calibre de pres-
sdo 5 da abertura do topo deste modo deixando o meio fluido 12 expandir
em um modo quase instantaneo.

O meio para colocar os embrides dentro da camara ndo esta
limitado a canudo plastico.

Dependendo da aplicagdo especifica e do material biologico, a
amostra a ser tratada pode ser colocada dentro de diferentes estruturas de
contengdo. Por exemplo, embrides ou células podem ser colocados sobre
crioalgas ou grades de microscopia eletronica. Em uma modalidade diferen-
te, uma gota de solugdo de contengdo com o material biolégico pode ser
simplesmente coberta com éleo mineral como 0 meio fluido 12. Neste caso,
todo o dispositivo de pressurizagdo pode ser miniaturizado, deixando-o ajus-

tado sob um estereomicroscopio para permitir facil recuperacdo. No caso de
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material biolégico macroscapico, ndo ha necessidade de meios de colocagéo
especificos, a amostra pode ser colocada dentro da cémara, e o proprio
meio fluido 12 pode ser a solugio de contengéo. Quaisquer meios para colo-
car efou conter o material bioldgico dentro da camara que permita que ocor-
ram os efeitos de alta pressdo hidrostatica sobre o material biologico, estao
dentro do dmbito da invencgao.

O dispositivo de pressurizagdo 1 pode ser totalmente automati-
zado proporcionando um sistema controle programavel. Semelhante sistema
controle pode incluir o seguinte como pardmetros de entrada: indice de ga-
nho de pressdo, tempo desejado em maxima presséo e indice de liberagéo
da pressdo. Também podem ser usados meios de controle da temperatura,
embora ter material altamente termocondutor como a parede 7 da cdmara de
pressdo 2 possa se comprovar suficiente para prevenir variagoes de tempe-
ratura perigosas. O meio de controle da temperatura pode ser previsto para
ser como um dispositivo de pressurizagdo-congelamento integrado para pro-
porcionar uma solugéo de uma etapa para o processo de criopreservagao.
Neste cendrio tanto os componentes de pressurizagdo quanto de congela-
mento podem ser automatizados e equipados com meios para programar o
tratamento de pressdo e congelamento de acordo com as necessidades dos
diferentes materiais biologicos.

Também é previsto um dispositivo portatil o qual pode ser muito
semelhante & unidade de teste descrita acima e o qual proporiconaria modo
facil e simples para tratar material bioldgico, em seguida esta etapa pode ser
sequida por tecnologias prontamente disponiveis para preservar o referido
material biolégico. Semelhante abordagem ajudaria os profissionais em loca-
lizabes remotas, ou podem ser usadas em diferentes projetos, tais como
conservagdo da vida selvagem.

Foram conduzidos experimentos cuidadosamente planejados
para investigar a tolerancia a presséo de diferentes materiais bioldgicos. A
escolha da escala de pressdo e tempo usada foi definida para dar o mais
amplo alcance aplicavel para aplicagdes praticas posteriores. Por exemplo,

conforme mostrado na Figura 7, a temperatura da &gua da alteragéo de fase
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diminui com a presséo a partir de 0°C a 0,1 MPa até -21°Ca 210 MPaeo
efeito oposto é observado acima deste nivel de pressdo. Portanto, a pressac
para uso no método de acordo com a invengéo é selecionada dentro do al-
cance de 1 MPa até 250 MPa, ou mesmo até o ponto onde 0 meio congela
na temperatura de operagéo do dispositivo. Mais particularmente, a presséo
hidrostatica que pode ser aplicada aos embrioes do estagio de blastocisto
expandido é 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 200 ou 250 MPa, ou qualquer valor dentro destas faixas in-
termediarias.

A pressdo hidrostatica pode ser aplicada ao referido material
biolagico de acordo com um perfil de pressao-tempo predeterminado. Sera
reconhecido pelas pessoas versadas na técnica que, dependendo do mate-
rial bioldgico a ser tratado, a pressdo aplicada ao material pode ser aumen-
tada gradualmente durante o tempo. O perfil apropriado para um dado mate-
rial biologico pode ser determinado empiricamente, € pode ser linear, em
etapas, ou outro perfil de tempo usado convencionalmente.

Similarmente, pode ser selecionado um amplo periodo de tempo
para o material bioldgico a ser mantido sob alta presséo hidrostatica. Mais
particularmente, os embrides de camundongo sdo mantidos sob a pressdo
selecionada por um periodo de tempo entre 1 segundo e 6 horas, mais es-
pecificamente 1,55,105s, 20 s, 30 s, 40 s, 50 s, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min,
5 min, 6 min, 8 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min,
70 min, 80 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min, 300
min ou 360 min. O tempo que os embrides sobrevivem sob pressdo reduz
com aumento da pressao.

E reconhecido pelas pessoas versadas na técnica gue o tempo
entre o fim da pressio pré-tratamento e o inicio da criopreservagao pode ser
consideravelmente diferente em modalidades especificas. Dependendo do
protocolo dado, o estado do material bioldgico pode mudar nesta janela de
tempo. Este periodo pode permitir a recuperacéo fisica das células caso su-
ficientemente longo ou, ao invés, podem comegar processos celulares, isto

&, podem ocorrer a sintese € 0 actimulo de proteinas de choque. Em diferen-
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tes circunstincias estes efeitos podem se comprovar ou benéficos ou preju-
diciais; portanto pode ser necessaria a otimizagdo do protocolo a este res-
peito através de expetimentagao.

A Figura 1 mostra que os embrides podem sobreviver a uma
quantidade de pressdo substancial sem qualquer alteracao visivel em sua
morfologia (por exemplo, 90 MPa por 1 s ou 30 MPa por 2 h). Os embrides
compactaram dependendo da magnitude e da duragéo do tratamento de
pressao aplicado. Sem limitar o dmbito da invengéc pela teoria, presume-se
que a pressdo ndo pode ser diretamente responsavel por comprimir a agua
dos blastocistos. Com base nos documentos citados, a compacta¢do dos
embrides foi devido as conseqiiéncias da producdo de diferentes proteinas
induzida por presséo (proteinas de choque a frio, CSPs), alteracges reversi-
veis na estrutura protéica e processos metabolicos. Os embriées compacta- .
dos podem recuperar sua morfologia normal depois de 4 a 5 horas de cultura
in vitro, e recuperar o desenvolvimento similarmente aos controles {por e-
xemplo, embrides estimulados por 90 MPa durante 30 min ou 30 MPa duran-
te 3 horas).

Sem limitar o &mbito da invengdo pela teoria, pode ser postulado
a partir dos estudos com embries bovinos IVF que a compactagao nao é
um critério para a presséo 6tima pré-tratamento. A compactag&o pode ser o
resultado de permeabilidade da membrana alterada por presséo, difusao
alterada e transporte ativo através das membranas celulares. Esta alteragao
reversivel na morfologia pode ser considerada como um 'sinal’ morfologico o
qual marca que o embrido foi tratado com um impacto 'subletal'. De acordo
com a literatura, o choque 'subletal’ ¢ um impacto que induz a producéo das
chamadas 'proteinas de choque', as quais se suspeita que desempenhem
um papel no aumento do indice de sucesso da criopreservacao.

No entanto, em determinadas aplicagdes, 0s embrides compac-
tados podem preferencialmente ser selecionados para criopreservagao. De-
pois de pressurizagéo, blastocistos expandidos se tornam compactados €
permanecem desta forma por 3 a 4 horas, em seguida eles expandem no-

vamente. Com base neste fendmeno, podem ser selecionados embrides tra-
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tados com pressdo antes do processo de congelamento. Como as altera-
ches morfolégicas dos embrides e os efeitos benéficos do pré- tratamento de
pressdo podem provir da estrutura protéica alterada efou caracteristicas efu
o aumento da producdo de diferentes proteinas induzidas por presséo, o
exame destas proteinas pode ser indicativo da alta pressao hidrostatica apli-
cada ao material biolégico antes do processo de criopreservagao.

O pré-tratamento de presséo tambeém se correlaciona em um
determinado grau com o tempo quando os embrides recuperam seu desen-
volvimento normal depois da criopreservagao. A observagao deste processo
pode indicar a natureza de um pré-tratamento, uma vez que ao usar alta
pressdo hidrostatica pode-se encurtar consideravelmente o tempo necessa-
rio para regeneragao.

Quanto maior a magnitude da pressdo, menos tempo 0s embri-
des sobrevivem. Impacto de pressdo excedendo uma determinada magnitu-
de e duragdo causou alteragdes irreversiveis: os embrides se tornaram de-
sintegrados depois de 2 horas de cultura in vitro ou ja estavam desintegra-
dos depois da descompressdo (por exemplo, embrides estimulados por 90
MPa durante 2 h ou 30 MPa durante 5 h). As pessoas versadas na técnica
devem ser capazes de determinar estas pressdes limite e tempos limite por
meio de experimentacdo de rotina com respeito a0 material bioldgico especi-
fico usado.

Sera reconhecido que o indice de sobrevivéncia dos embrides
pressurizados pode ser aumentado por descompresséo gradual dos mes-
mos. Estudos mostraram que o indice de sobrevida dos embribes pressuri-
zados aumentou notavelmente se eles foram recuperados gradualmente.
Enguanto 60 minutos a 90 MPa foi letal para todos os embriGes, 80 % S0-
breviveram quando foram usados 120 min de descompresséo gradual. O
tempo de descompressédo também é uma caracteristica da presente inven-
G40 o qual fica a critério das pessoas versadas na técnica determinarem em
vista da aplicacdo especifica. Mais particularmente, os embrides de camun-
dongo mantidos sob a presséo selecionada séo descomprimidos por um pe-

riodo de tempo entre 1 segundo e 4 horas, mais especificamente 1s, 5 s, 10
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s,20s,30s,40s,50s,1min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min, 8 min, 10
min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min, 70 min, 80 min, 90 min,
120 min, 150 min, 180 min, 210 min ou 240 min. Similarmente a aplicacéo da
presséo, a descompressdo pode ser feita de acordo com um perfil de pres-
sdo-tempo predeterminado.

Novamente, sem ser limitada pela teoria, uma possivel explica-
¢do desta caracteristica pode ser que uma consideravel quantidade de CO.
é produzida sob presséo (Abe e Horikoshi 1995). A hidratacdo e ionizagao
de CO, (HCO3- e H') sdo facilitadas por elevada pressdo porque a reagao €
acompanhada por uma redugo no volume (n2 0. 26 ml/mol) em uma manei-
ra dependente da magnitude da pressdo aplicada (Palou at al. 1997, Welch
at al. 1993). O diéxido de carbono produzido intracelularmente se dissolve
instantaneamente, e em seguida se dissocia dando HCO;- e H*, deste modo
também reduzindo o pH intracelutar (Abe e Horikoshi 1995,1997, 1998, Abe
et al. 1999). Pode ser presumido que 0 equilibrio mantido por elevada pres-
s30 & letal para os embrides em pressao atmosférica. Também pode ser su-
gerida a hipétese de que a redugéo da pressdo instantanea causa liberagao
elevada de CO, de sua forma hidratada e ionizada a partir do citoplasma,
provocando morte imediata dos embrides. Na condicdo de um determinado
tempo de descompressdo, as proteinas da membrana plasmatica (H'-
ATPase) (Schmid et al. 1975, Péqueux e Gilles 1978) inativadas reversivel-
mente por elevada pressdo hidrostatica, comegam & funcionar novamente,
(junto com difuséo passiva) mudando o equilibrio gradualmente para o esta-
do fisiologico.

Alta presséo hidrostatica (HHP) foi previamente usada por Na-
kahashi et al. (2000, 2001) em preservagdo abaixo de zero de figados de
rato para transplante de modo a reduzir criolesdes. Esta abordagem usa alta
presséo hidrostatica para reduzir substancialmente o ponto de congelamento
do meio de cultura, deste modo preservando o material biolégico em tempe-
ratura abaixo de zero sem quaisquer dos efeitos negativos da criopreserva-
cdo. Para investigar este método de criopreservacio no caso de embrioes

de camundongo, foram planejados estudos para pressurizar embrides a 0
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°C. A sobrevida dos embrides foi significativamente reduzida. Enquanto em
temperatura ambiente (RT) os embrides tiveram um indice de sobrevida mé-
dio de 90% a 30 MPa durante 45 min, nenhum dos embrides sobreviveu ao
mesmo impacto a 0 °C. Depois de 10 minutos ou 5 minutos a 0 °C, 0% dos
embrides sobreviveu a 60 MPa e a 90 MPa, respectivamente. Em contraste,
em temperatura ambiente, o indice de sobrevida foi em tormo de 90% em
ambos 0s casos. Os embrides também foram pressurizados a 0 °C e foram
descomprimidos gradualimente. A aplicagdo de descompresséo gradual em
baixa temperatura néo teve um efeito benéfico sobre a sobrevida dos embri-
des. Com base nestes achados, 0 uso do fendmeno ndo é aplicavel nesta
forma, uma vez que pressdo e baixa temperatura juntas se comprovaram
letais para os embrides.

A presente invengdo refere-se ao aumento da sobrevida pos-
descongelamento de blastocistos de camundongo ctiopreservados por esti-
mulo de pressdo hidrostatica. Isto pode ser avaliado transferindo os embri-
des pressurizados, seguindo seu tratamento por qualquer tipo de protocolo
de criopreservacéo e descongelamento, para meio de cultura e/ou em reci-
pientes pseudo-gravidos. Desenvolvimento in vitro, implantagéo e desenvol-
vimento uterino posterior e nascimento de filhotes saudaveis séo prova 6bvia
de seu potencial bioldgico e genético.

Conforme foi revelado em detalhes acima, o indice de sobrevida
de blastocistos de camundongo expandidos criopreservados pode ser me-
Ihorado por um determinado tratamento de presséo antes do procedimento
de congelamento. Um impacto de presséo de 60 MPa durante 30 min foi a-
plicado ao blastocistos, onde aproximadamente 80% a 90% dos embrides se
tomaram compactados e a sobrevida ndo foi diferente do controle néo-
tratado. De acordo com os resultados da avaliagdo in vitro, o tratamento de
presséo aplicado melhora notavelmente o desenvolvimento in vitro dos em-
bries depois de congelamento. Estudos in vitro mostraram gue o estimulo
de pressdo hidrostatica ndo somente melhora o indice de sobrevida dos
blastocistos tratados, mas também aumenta o tempo de recuperagéo neces-

sario para 0s embrides recuperam seu estado nativo. Em nossos estudos
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tipicos, depois de 6 horas, 98% dos blastocistos tratados com pressao foram
morfologicamente (didmetro, integridade estrutural, e morfologia geral) exa-
tamente idénticos aos embrides de controle e 95% dos blastocistos eclodi-
ram totalmente dentro de 20 horas, junto com os controles. Embrides conge-
lados sem tratamento de pressdo expandiram novamente somente 20 horas
depois de descongelamento. A proporgéo dos blastocistos reexpandidos foi
significativamente inferior aos recebendo tratamento de presséo (46 % vs.
98%). Além disso, nenhum embri&o eclodiu deste grupo. Portanto, é eviden-
te que 0 método de acordo com a invengéo € adequado para obter embrides
de camundongo altamente viaveis.

Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra o indice de sobrevida dos embrides em dife-
rentes pressdes entre 10 MPa e 150 MPa {por 10 MPa) por diferentes tem-
pos (1 s, 5 min, 15 min e 30 min até 300 min por intervalos de 30 min), em
temperatura ambiente. Foram usados 14 a 16 embrides em cada grupo; ca-
da expetimento foi repetido 3 vezes. O indice de sobrevida dos embrides
nos campos marcados com ‘2’ e 'b' ndo ¢ diferente do controle néo-tratado
(p<0,05).

A Figura 2 mostra os indices de sobrevida de embrides pressuri-
zados com 90 MPa durante 30, 60, 120 min e descomprimidos por 30 a 180
min. (Com sobrevida de descompressao instantanea a 30, 60 e 120 min foi
50%, 0%, e 0%, respectivamente). indices de sobrevida marcados na figura
com diferentes sobrescritos sdo significativamente diferentes uns dos outros
(p<0,05).

A Figura 3a mostra a sobrevida de embries pressurizados com
30, 60 e 90 MPa por 1 segundo até 45 min, em temperatura ambiente.

A Figura 3b mostra a sobrevida de embrioes pressurizados com
30, 60 & 90 MPa por 1 segundo até 45 min, a 0 °C. Foram usados 12 a 15
embrides em cada um dos grupos; cada experimento foi repetido 3 vezes.
S3o vistas diferencas significativas entre os grupos pressurizados em tempe-
ratura ambiente e a 0 °C (p<0,01).

A Figura 4 mostra os valores médios da motilidade dos esperma-
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tozoides (pressurizados e controle).

Figura 5 mostra a motilidade média do espermatozéide do Touro
| depois de pressurizagéo e congelamento-descongelamento.

A Figura 6 mostra a motilidade média do espermatozdide do
Touro !l depois de pressurizagao e congelamento-descongelamento.

A Figura 7 mostra o ponto de congelamento da agua em diferen-
tes pressoes.

A Figura 8 & uma vista esquematica transversal de um possivel
dispositivo de pressurizagéo de acordo com a presente invengao.
EXEMPLOS
Materiais e métodos para o exemplo, 1 a 4

Animais experimentais e producéo de embrites

Camundongos CB6F1 (Charles River, Alemanha) foram alojados
sob condicdes de rotina (22 +-2°C ; 12 h de escuriddo/12 h de luz; agua e
alimento a vontade).

As fémeas foram superovuladas por injegdo intraperitoneal de 10
Ul de PMSG (Sigma, EUA) seguida por 10 Ul de hCG (Sigma, EUA) 46 h
dpois. Depois de 6 horas de administragéo de hCG, as fémeas foram combi-
nadas com machos férteis em pares monogamos. Embrides no estagio de
uma a duas células (Dia 0 e Dia 1) foram colhidos jateando o oviduto com
meio FertiCult Flushing (FertiPro N. V., Bélgica). Os embries foram cultiva-
dos a 37 °C em termostato com CO’ a 5 % e méxima umidadade em ar. Os
embrides, entre estagios unicelular ¢ de mérula compacta, foram cultivados
em meio G 1.2 (Vitrolife, Suécia) sob dleo mineral, Ovoil {Vitrolife, Suécia).
Em seguida, os embrides foram transferidos e cultivados em G 2.2 (Vitrolife,
Suécia) sob Ovoil até o estagio de blastocisto expandido.
Pressurizacao

Os blastocistos foram carregados em canudos plésticos sem
bolhas de ar (7-9 embrides/ canudo), com M2 (Sigma, EUA), em seguida os
canudos foram selados termicamente. Os canudos foram colocados dentro
da camara de pressédo enchida com agua como meio de press&o. O disposi-

tivo de pressurizacdo customizado, que foi capaz de proporcionar pressao
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precisamente controlada dentro do alcance de 1 a 150 MPa foi feito de ago
inoxidavel com o didmetro intero de 2 cm, e foi conectado a um calibre de
pressdo. Foi produzida presséo hidrostatica pressionando-se um pistao para
dentro da camara de pressdo através do controle manual de parafusos. A
obtengdo da quantidade de presséo desejada tomou de 20 segundos a 5
min (10 MPa a 150 MPa, respectivamente); a duragéo da liberagdo da pres-
sao foi de 3 segundos. Nos experimentos onde foram investigados os efeitos
de descompresséo gradual, o tempo de liberagdo foi entre 30-210 min. Em
experimentos conduzides a 0°C, a camara de pressdo foi mergulhada no
banho refrigerante de Bio-cool (FTS-Systems, NY, EUA).

Criopreservagéo com pressurizagao previa

Os embrides foram alocados aleatoriamente para trés grupos.
Blastocistos do Grupo | foram criopreservados conforme mencionado abaixo,
em uma soluggo de vitrificagdo contendo 7 M de Etileno glicol (EG) de acor-
do com Nowshari e Brem (1998). Os embrides do Grupo Il foram tratados
com 60 MPa de pressdo durante 30 min, em seguida foram congelados do
mesmo modo. O Grupo Il serviu como controle ndo-tratado. Depois de des-
congelamento, os embrides foram cultivados in vitro durante 24 horas.

Criopreservagédo

Os embrides foram equilibrados durante 5 min em uma solugéo
contendo 1,5 M de etileno glicol (EG) (Sigma, EUA) e 0,25 M de sacarose
em M2 (Sigma, EUA), suplementada com Soro de Feto de Vitelo a 10 %
(FCS) (Sigma, EUA), e em seguida transferidos para uma solugdo de vitrifi-
cacdo (7 M EG, 0,5 M de sacarose em M2 com FCS a 10 %) pré-carregado
em um canudo pléstico de 0,25 ml (7-9 embrides/canudo). Finalmente, os
canudos foram selados termicamente. Depois de 1 min de exposi¢ao a solu-
¢éo de vitrificagdo, o canudo foi lentamente imerso em nitrogénio liquido. Os
canudos foram descongelados por transferéncia em agua a 30 °C durante 30
segundos e em seguida os embrides foram recuperados e colocados em
meio de reidratagdo (0, 5M de sacarose em M2 suplementado com FCS a
10%) durante 5 min. Em seguida os embrides foram cultivados em meio G

2.2 conforme descrito acima (Nowshari e Brem, 1998).
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Transferéncia de embrides
85] Os embrides foram cultivados em G 2.2 durante 2 horas como acima.
Em seguida, eles foram separados em cada grupo experimental como 'mor-
tos' e 'sobreviventes' e foram transferidos separadamente (7-12 embriGes
por animal) até recipientes pseudo-gravidos Dia 3. Blastocistos ndo-tratados
foram transferidos como controles.

Avaliagéo e andlise estatistica

A qualidade dos embrides foi examinada lego depois de liberar a
pressdo ou depois de descongelamento e depois de 2, 3, 4, 6, 12,20 ¢ 24
horas. A sobrevida dos embrides foi avaliada pelo aspecto morfoldgico: inte-
gridade dos biastdmeros reexpanséo do blastocele, e incubagéo da zona
pelicida foram os sinais de sobrevida. Blastocistos néo-tratados foram usa-
dos como controles.

Para avaliagdo in vivo, embrides pressurizados foram cultivados
em G 2.2 durante 2 horas como acima. Em seguida 7-12 embrides por ani-
mal foram transferidos para recipientes pseudo-gravidos Dia 3. Blastocistos
nio-tratados foram transferidos como controles. O nascimento de filhotes
saudaveis foi prova de sobrevida dos embrides in vivo.

Os indices de sobrevida foram comparados com controle por
teste qui-quadrado.

Exemplo 1. Sobrevida de embrides de camundongo em diferentes pressdes
em temperatura ambiente

Nos presentes experimentos os embrides foram expostos a dffe-
rentes pressdes hidrostaticas de 10 a 150 MPa (por incrementos de 10 MPa)
por varios tempos, entre 1 segundo a 300 min, em temperatura ambiente.

O tratamento excedendo uma determinada quantidade de pres-
sdo e tempo (Figura 1) provocou alteragbes morfologicas reversiveis. Blas-
tocistos expandidos compactados dentro da zona peliicida: o blastocele de-
sapareceu, o tamanho dos blastomeros foi reduzido mas sua integridade
estrutural ndo apresentou alteragdo. Depois de 4-5 horas de cultura in vitro
estes blastocistos reexpandiram e eclodiram da zona pelicida em 24 horas

(a). Embrides recebendo menos impacto ndo apresentaram alteragao morfo-
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logica e eclodiram dentro de 24 horas de cultura in vitro (b), ao passo que
embrides estimulados com um maior impacto ndo reexpandiram a partir do
estagio compactado e desintegraram dentro de 2 horas, ou ja estavam de-
sintegrados depois de descompresséo (c) (Figura 1).

Para avaliagdo in vivo, 0s embrides estimulados foram conside-
rados 'sobreviventes' (a e b) e 'mortos’ {c) depois de 2 horas de cultura in
vitro depois de descompresséo e foram transferidos para recipientes sepa-
radamente. De 170 embrides 'a' e 'b' transferidos, 145 filhotes saudaveis
nasceram (85%), mas 0 nasceram de 49 embrides 'c' (0%).

Nzo houve diferencas significativas entre o indice de incubagéo
(in vitro) e o indice de nascimento (in vivo) do controle néo-pressurizado, 0s
embrides compactados e 0s ndo compactados pressurizados ‘a' e b’
(p<0,05).

Estes resultados mostram que os embrides podem sobreviver a
uma quantidade substancial de pressdo sem qualquer alteragao em seu in-
dice de sobrevida, embora quanto maior a magnitude da pressdo, menos
tempo os embrides sobrevivem (Figura 1). Os embrides que ndo desinte-
gram dentro de 2 horas de cultura in vitro tém indices de sobrevida idénticos
in vitro e in vivo aos controles néo-tratados.

Exemplo 2. Sobrevida de embrides de camundongo depois de usar diferen-
tes perfis de descompressao

No presente experimento foi investigado se o indice de sobrevi-
da de embrides pressurizados pode ser melhorado por descompresséo gra-
dual.

Blastocistos expandidos foram mantidos a 90 MPa durante 30,
60 e 120 minutos, (onde o indice de sobrevida em temperatura ambiente
com descompressdo instantanea foi de 50%, 0% e 0%, respectivamente) em
sequida a pressdo foi gradualmente liberada em 9 etapas durante 30, 60, 90,
120 e 150 minutos. Os resultados mostram que a sobrevida pode ser signifi-
cativamente aumentada por descompressdo gradual, que tem um alcance
6timo dependendo do tempo gue os embrides passam sob pressdo. O tem-

po de nascimento 6time aumentou quanto mais tempo 08 embrides passam
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sob pressdo. O indice de sobrevida méximo, obtenivel por descompressao,
foi reduzido & medida que o tempo da pressurizacdo aumentou (Figura 2).

Na avaliagdo in vitro 54 embriGes 'sobreviventes' e 35 embrides
'mortos' foram transferidos para 9 recipientes. Dos 54 embriGes 'sobreviven-
tes' 47 implantaram (87%), mas 0 embrides implantaram dos 35 embrides
'mortos' na contagem de 18 dias. O indice de implantagdo do grupo "sobrevi-
vente' ndo é diferente do indice de implantagéo dos controles (p<0,05).
Exemplo 3. Sobrevida de embrides de camundongo em diferentes pressdes
em baixa temperatura

Neste experimento foi investigado o papel da temperatura sobre
a capacidade de sobrevida dos embrides pressurizados.

Foram aplicados 30, 60 e 90 MPa de presséo aos embrides du-
rante 1 segundo, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos em baixa temperatura (0 °C).
Enquanto embrides ndo-pressurizados podem viver a 0 °C por uma quanti-
dade de tempo substancial sem qualquer alteragéo significante em sua so-
brevida, tratamento de presséo simultdneo com 30, 60, 90 MPa foi letal para
100 % dos embrides depois de 45, 10, 5 minutos, respectivamente. Foi ob-
servado um indice de sobrevida significativamente reduzido com os embri-
Bes pressurizados em baixa temperatura comparados com os grupos trata-
dos em temperatura ambiente (P<0, 01%) (Figuras 3a, 3b).

Na avaliagdo in vitro 40 embries 'sobreviventes' e 28 embroes
'mortos’ foram transferidos para 7 recipientes. Dos 40 embribes 'sobreviven-
tes' 34 implantaram (85%), e 0 embrides implantaram dos 28 embroes ‘mor-
tos' na contagem de 18 dias. O indice de implantagéo do grupo 'sobreviven-
tes' ndo é diferente do indice do controle (p<0,05).

Os embrides mantidos a 0 °C sob 90 MPa de presséo durante
30 minutos também foram descomprimidos gradualmente. Nenhum embriao
sobreviveu em quaisquer dos tempos de recuperagéo que foram usados (30,
60, 90, 120, 150, 180 min). Oito a doze embrides foram usados em cada
grupo, os experimentos foram repetidos por 3 vezes.

Exemplo 4. Sobrevida de embriées de camundongo depois de tratamento de

pressio, congelamento e descongelamento



10

15

20

26

No presente estudo foi explorado se o indice de sobrevida de
blastocistos de camundongo expandidos criopreservados pode ser methora-
do por tratamento de pressdo antes do procedimento de congelamento. Os
resultados séo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Sobrevida de embrides congelados-descongelados

criopreservados com/sem tratamento prévio de pressao

n | Sinais de sobrevida | Sinais de sobrevida depois de 20 horas
depois de 6 horas
1/2 | totalmente | 1/2 | 2/3 expan- | totalmen- | Eclodi-
expan- | expandi- |expan-| didos | te expan- dos
didos dos didos didos
Grupo!l [ 115] 9% 0%° | 17% | 10% 19% | 0%°
Grupo Il | 95 - 98% *? - - 3% 95% 2
(tratado
com
pressao)
Controle | 107 | - 99% ? - - 5% 94% ?
nao-
tratado

Letras com diferentes sobrescritos sao significati\_/amente diferentes umas
das outras (p<0,01)

Foram observadas diferencas significativas no indice de sobre-
vida entre os grupos pressurizados e néo-pressurizados (p<0,01). A reex-
pans3o foi mais rapida (4-6 horas vs. 20 horas) e 0 indice de sobrevida foi
maior (98% vs. 46%) nos embrides que receberam tratamento de presséo
antes da criopreservagéo (Tabela 1). Nao houve diferenca significativa entre
o grupo controle € ¢ grupo tratado por pressao no indice de sobrevida e in-
cubagéo.

Exemplo 5. Sobrevida de embrides bovinos depois de tratamento de pres-
sdo, congelamento e descongelamento
MATERIAIS E METODOS

Coleta de O6citos e Maturaggo In vitro (IVM)

Os produtos quimicos foram adquiridos da EMBRAPA (Brasilia,
Brasil) a menos que indicado de outro modo. Os ovérios foram colhidos de

matadouro e mantidos em agua fisiolgica a 35-37 °C. Complexos cumulus-
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odcitos (COCs) foram obtidos por aspiragéo de foliculos de 2-10 mm usando
seringa de 20 ml com agulhas 18 G e foram colhidos em tubos de centrifuga
de 50 ml. Depois de 10 minutos de sedimentagéo, os COCs foram aspirados
para placas de Petri com TCM-199 de Hank (Gibco) suplementado com soro
de feto de vitelo (FCS), penicilina, estreptomicina e heparina (Sigma H3149).
Depois da coleta 0s COCs foram lavados trés vezes no meio de maturagao
(TCM-199 de Earl supplementado com FCS, LH (Sigma), FSH (Sigma), L-
Glutamina, penicilina e estreptomicina) e foram transferidos para 2 ml de
meio de maturagdo (aproximadamente 100 COCs por placa de Petri), cober-
tas com 6leo mineral. Os odcitos foram maturados em 38 °C com 5% de CO,
e umidade méxima ao ar durante 22 horas.

Preparacdo do Esperma, Fertilizagéo In vitro (IVF) e Cultura In
vitro (IVC)

Para Fertilizagdo In vitro, os COCs foram lavados trés vezes em
meio de fertilizagdo antes de serem transferidos em grupos de 20-25 para
placas de Petri contendo quatro gotas de 200pl, de meio de fertilizagdo
(TALP suplementado com BSA, penicilamina- Sigma P4875, hipotaurina-
Sigma H1384, epinefrina- Sigma E4250 e heparina- Sigma H3149)} coberto
com 6leo mineral. Espermatozéides dotados de motilidade foram obtidos por
centrifugagdo de espermatozdides congelados-descongelados (Gentec, Cui-
aba, Brasil) em um gradiente de densidade descontinua de Percoll (2 ml de
Percoll a 45% sobre 2 ml de Percoll a 90%) durante 20 min a 700 g em tem-
peratura ambiente. Péletes de espermatozoides, colhidos no fundo da fragéo
de 90%, foram lavados em meio de Tyrode tamponado com HEPES e peleti-
zados por centrifugagéo a 700 g durante 5 min.

Os espermatozéides foram contados em um hemocitmetro e
diluidos no volume apropriado de TALP para dar uma concentragéio de
2x10° de espermatozéides/ml ; uma aliquota de 200ul desta suspenséo foi
adicionada a cada gota de fertilizagao. As ldminas foram incubadas durante
19 horas em CO a 5% em ar umidificado a 39 °C. Zigotos provaveis foram
em seguida cultivados in vitro em goticulas de SOF sob oleo mineral em

uma atmosfera umidificada de CO, a 5% a 39 °C.
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Pressurizagao

Blastocistos expandidos foram carregados em canudos plasticos
de 0,25 ml sem bolhas de ar (7-9 embrides/canudo), com meio contendo
embrides (Emcare Holding, Emcare, Nova Zelandia), em seguida os canu-
dos foram selados com PVC. Os canudos foram colocados na camara de
pressdo preenchida com agua como meio de presséo. Os embrides foram
expostos a diferentes pressdes hidrostéticas de 60 a 90 MPa (por incremen-
tos de 10 MPa) por varios tempos (15, 30,45, 50,60, 90,100 minutos), em
temperatura ambiente, conforme detalhado acima.

Criopreservagio com prévia pressurizagao

Os embrides foram alocados aleatoriamente em trés grupos.
Blastocistos do Grupo | foram criopreservados conforme mencionado abaixo,
em uma solucgo de congelamento contendo 1,5 M de Etileno glicol (EG). Os
embrides do Grupo |l foram tratados com 80 MPa de pressdo durante 50
min, entéo foram congelados do mesmo modo. O intervalo de tempo entre o
inicio do congelamento e o tratamento de presséo foi entre 4 a 5 minutos. O
Grupo Hl serviu como controle ndo-tratado. Depois do descongelamento, 0s
embrides foram cultivados in vitro durante 24 horas.

Criopreservagao

Os blastocistos foram equilibrados durante 8 minutos em solu-
cdo de congelamento consistindo em 1,5 M de etileno glicol (Emcare, Nova
Zetandia) pré-carregado em um canudo plastico de 0,25 ml (7-9 embri-
des/canudo). Os canudos foram selados com PVC. Os canudos foram colo-
cados em um freezer programavel (Bio-cool, FTS-Systems, USA, NY) pré-
resfriado até -5,2 °C. Depois de 3 min, foi induzida a semeadura. Depois de
um adicional de 10 min, os canudos foram resfriados a -0,5 °C/min até -32
°C, apds o que foram mergulhados em nitrogénio liquido. Os canudos foram
descongelados por 10 segundos de suave agitagdo em ar seguida por colo-
cacdo do canudo em Agua a 35 °C até o gelo dentro do canudo fundir. Os
blastocistos foram recuperados dos canudos, lavados trés vezes em SOF e
foram movidos para SOF sob Gleo mineral e retornados para o incubador

durante 24 horas.
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Avaliagdo e andlise estatistica

A qualidade dos embrides foi examinada logo depois de liberar a
pressdo ou depois de descongelamento € depois de 2, 3, 4, 6, 12, e 24 ho-
ras. A sobrevida dos embrides foi avaliada pelo aspecto morfologico e de-
senvolvimento in vitro continuado: integridade dos blastocistos, re-expansao
do blastocele, e incubagdo da zona pellicida foram os sinais de sobrevida.
Blastocistos nao-tratados foram usados como controles.

Os indices de sobrevida foram comparados com controle por
teste qui-quadrado. O valor de probabilidade de P < 0,05 foi considerado
como estatisticamente significante.

RESULTADOS

Sobrevida e desenvolvimento continuado de embrides depois de
varios tratamentos de presséo |

Na primeira série de experimentos 0s embrides foram expostos
a diferentes pressdes hidrostaticas por varios tempos. Os resultados estéo
resumidos na tabela 2 abaixo: Tabela 2. Sobrevida de embrides bovinos

congelados-descongelados criopreservados com/sem tratamento de presséo

prévio
Pressdo | Tempo | n (compactado desenvolvimento | desenvolvimento
depois de des- | continuado 6 h | continuado 24 h (e-
compresséo / clodidos)
nao ~)
-l l-1v 2] -1V
80 MPa | 45 min 8 (5/3) 8 - 8 (4) -
60 MPa | 60 min 8 (3/5) 8 - 8 (5) -
a0 MPa | 45 min 7 (710) 4 3 4(1) 3
90 MPa | 30 min 7 (3/4) 6 1 6 (6) 1
controle 8 7 1 6 (2) 2

-l : embrides de primeira ou de segunda classe totalmente ou 2/3 reexpan-
didos: lll-IV : embrides de terceira classe ou mortos

Desenvolvimento in vitro continuado de blastocistos vitrificados
com e sem pré-tratamento de presséo

No segundo estudo foi explorado se o desenvolvimento in vitro
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continuado de blastocistos bovinos criopreservados expandidos in vitro ma-
turadosffertilizados/cultivados pode ser melhorado por tratamento de pres-
s&o antes do procedimento de congelamento. Foram usados 8-12 embrides
em cada grupo experimental, os experimentos foram repetidos 6 vezes. Os
resultados séo apresentados na tabela 3.

Foram observadas diferengas significativas no indice de sobre-
vida in vitro entre os grupos pressurizados e ndo-pressurizados (p<0,01). A
reexpansao foi mais rapida (1-2 horas vs. 4-6 horas) e o indice de sobrevida
foi maior (81% vs. 41%) nos embrides que receberam tratamento de pressdo
antes da criopreservagao (tabela 3). Nao houve diferenga significativa entre
o grupo controle e o tratado com presséo no indice de sobrevida e de incu-
bacéo.

Tabela 3. Desenvolvimento continuado in vitro de blastocistos
bovinos IVMFC depois de descongelamento, congelados com ou sem pré-

tratamento de pressao

1h 4h 12h 24 h
n DIV PN IV [ Edo-| I+ IV [ Edo-| I+ | IV
didos didos
Congelados | 59 | 88% | 12% | 81% | 19% | 12% | 81% | 19% | 17% | 81% | 19%
com pré-
tratamento

Nao trata- |61 [46% [54% | 41% | 59% | 0% |41% | 59% | 0% | 41% | 59%
dos

-1l : embrides de primeira ou de segunda classe totalmente ou 2/3 reexpan-
didos; IV: embrides mortos

Conclusdes

Os resultados mostraram que o tratamento de presséo aplicado
antes do congelamento pode melhorar os indices da velocidade de desen-
volvimento in vitro, sobrevida e incubagdo dos embribes bovinos IVMFC
(maturagdo dos odcitos in vitro, fertilizagdo in vitro, cultura de embriGes in
vitro). Este estudo proporciona evidéncia adicional de que um impulse de
pressdo pode acrescentar muito ao sucesso da criopreservagéo. Se reco-
nhece que os métodos apresentados nos experimentos acima séo faciimen-

te adaptéveis a uma ampla faixa de material biolégico, em particular embri-
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des de diferente origem, por exemplo, embrides eqlinos, caprines, suinos ou
de primatas, inclusive humanos.
Exemplo 6. Sobrevida do espermatozéide depois de tratamento de pressao,
congelamento e descongelamento |

Na primeira parte do presente estudo, pretendeu-se descrever
como a alta pressdo hidrostatica afeta a proporcéo de células dotadas de
motilidade do sémen de touro fresco. Na segunda parte do experimento, 4
pares de pardmetros da planilha de presséo-tempo-motilidade do esperma-
tozoide colhido foram escolhidos, e comparou-se a motilidade pos-
descongelamento do sémen de touro congelado pré-tratado com os parame-
tros de presséo-tempo escolhidos com os sémens que foram congelados
sem pré-tratamento.

As amostras de sémen foram obtidas do Centro de Inseminagéo
Artificial de Klessheim, na Austria. A amostra foi diluida para uma concentra-
¢do de espermatozéides de 8x107/ml com extensor AndroMed (MiniTub, A-
lemanha) conforme descrito na prescri¢do. O esperma diluido foi carregado
em canudos de 0,25 ml e mantido em temperatura ambiente. Antes do tra-
tamento de press&o, o0 canudinho com a amostra de sémen foi cortado em
duas partes. Metade foi vedada termicamente e em seguida pressurizada
com um parametro pressdo/tempo especifico, a outra metade foi usada para
comparar a motilidade pos-pressdo. Os experimentos em cada pardmetro
pressao/tempo especifico foram repetidos por sete vezes, a motilidade pro-
gressiva foi avaliada individualmente por investigagdo por microscopia dtica
por dois assistentes separados. Os grupos de tratamento foram estimulados
com os seguintes parametros: 10 MPa durante 30, 60, 90 e 120 min; 30 MPa
durante 30, 60, 90, 120 e 510 min; 50 MPa durante 30, 60 e 20 min; 70 MPa
durante 30, 60 e 90 min; 90 MPa durante 30, 60, 90, 120 e 510 min. O dis-
positivo de pressurizagao foi feito customizado de ago inoxidavel, compreen-
dendo uma camara de pressdo com agua como um meio de pressdo, e um
calibre de pressao aprovado pelas autoridades. O tempo para atingir a quan-
tidade desejada de pressdo foi entre um a cinco minutos, a despressuriza-

¢ao tomou entre dois a trés segundos.
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A motilidade média das amostras controle variou entre 75 a 90
por cento, enquanto a motilidade média-das amostras pressurizadas variou
entre 55 (90 MPa/120 min) a 84 (10 MPa/30 min) por cento. Os grupos de 30
MPa/510 min e 90 MPa/510 min tiveram motilidade significativamente redu-
zida comparados com 0s outros grupos pressurizados (27% e 33%, respec-
tivamente; p<0,05). Veja a figura 4.

Na segunda parte do experimento as amostrsa de sémen foram
obtidas de dois touros (um com um histérico de congelabilidade muito po-
bre). As amostras diluidas como acima, em seguida foram divididas em qua-
tro grupos de tratamento. Os grupos de tratamento foram divididos: metade
foi vedada termicamente e pressurizada com | : 90 MPa/30 min; Il : 90
MPa/90 min; 1l ; 30 MPa/30 min; IV: 30 MPa/90 min antes do congelamento,
a outra metade foi congelada sem pré-tratamento com o mesmo protocolo
de congelamento (60 min de equilibragéo a 5 °C, em seguida 10 minutos a -

110 °C antes de mergulhar em nitrogénio liquido). O descongelamento foi

" realizado em banho-maria a 35 °C durante 30 segundos. Cada grupo tam-

bém foi testado para motilidade inicial com e sem pressurizagao. Cada expe-
rimento foi repetido por oito vezes.

A motilidade inicial média de ambos os touros foi entre 65 e 80
por cento, enquanto depois da pressurizagdo foi reduzida para entre 45 a 75
por cento. A motilidade pds-descongelamento média de ambos os touros foi
significativamente superior com pré- tratamento de presséo comparada com
as amostras congeladas sem pressurizagdo prévia (p<0,001) (Touro 1 : 2-
3% sem pressurizagéo vs. 17-33% com pressurizagéo - figura 5; Touro II:
0% sem pressurizagdo vs. 21-35% com pré-tratamento de presséo - figura
B).

Entre os pardmetros usados, 30 MPa/90 min se comprovou sig-
nificativamente superior (33 e 35 %,; p<0,05).

O presente estudo descreve claramente o efeito benéfico de um
tratamento de pressac prévio para a motilidade pos-descongelamento de
sémen de touro criopreservado em nosso experimento. Este estudo propor-

ciona evidéncia adicional de que um impulso de presséo pode acrescentar
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muito ao sucesso da criopreservagdo. Se reconhece que os métodos apre-
sentados nos experimentos acima séo facilmente adaptéveis a uma ampla
faixa de material bioldgico, em particular espermatozoides de diferente ori-
gem, por exemplo, de origem eqiiina, caprina, suina ou de primatas, inclusi-
ve de origem humana.

Aplicabilidade Industrial

Os resultados apresentados nos exemplos acima mostram que o
tratamento de presséo aplicado antes da criopreservagéo obviamente me-
lhora os indices da velocidade de desenvolvimento, sobrevida e incubagéo
dos embrides in vitro. Conseqlientemente, pode ser obtido o objetivo final de
todo o esforco referido: produgdo de mais prole. Alem disso, os dados apre-
sentados sobre embrides bovinos e espermatozéide de touro indicam a am-
pla aplicabilidade do conceito da invengdo para a criopreservagao de materi-
ais biologicos. A aplicagdo do método de acordo com a presente invengéo
pode ser Util para aumentar as taxas de sucesso em todos os tipos de crio-
preservacdo de embrides e manipulagdo de embrides, inclusive outras espe-
cies mamiferas, seres humanos nao-excluidos, bem como a aplicagéo de
odcitos, células-tronco embrionarias, tecidos e semelhantes. O presente mé-
todo também abre amplas possibilidades para outros campos onde a crio-
preservacéo de material biolégico pode encontrar suas aplicagdes.
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REIVINDICAGOES

1. Método para aumentar a sobrevida pos-descongelamento de
material bioldgico vidvel criopreservado compreendendo

(a) aplicar pressdo hidrostatica ao referido material biologico via-
vel, opcionalmente de acordo com um perfii de presséo-tempo predetermi-
nado;

(b) manter o referido material bioldgico viavel na pressao hidros-
tatica por um periodo de tempo predeterminado;

(c) liberar a pressdo hidrostatica;

(d) congelar o referido material biolégico viavel usando qualquer
protocolo aplicavel ao mesmo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1 em que a referida
pressdo hidrostatica estd dentro do alcance de 1 a 200 MPa, preferencial-
mente 10 a 100 MPa, mais preferencialmente 20 a 75 MPa, e ainda mais
preferencialmente 30 a 60 MPa.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2 em que a referi-
da presséo hidrostatica € aplicada por um periodo de tempo de 1 segundo e
300 minutos, preferencialmente 1 segundo a 150 minutos, mais preferenci-
almente 1 segundo a 90 minutos, e ainda mais preferencialmente 1 segundo
a 60 minutos.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3
em que a presséo é liberada gradualmente durante um periodo de tempo de
1' segundo a 4 horas ou instantaneamente.

| 5. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1 a 4
em que o referido material biologico vidvel é selecionado entre o grupo con-
sistindo em odcitos, espermatozoides, zigotos, mérulas, blastocistos, célu-
las-tronco, células ou tecidos de um animal vertebrado.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdo 1a 5
em que o referido animal vertebrado é um peixe, uma ave ou um mamifero,
preferencialmente bovino, eqtino, caprino, ovino, suino, outras criagoes, a-
nimais de estimagéo, primatas, inclusive humanos.

7. Uso de um dispositivo de pressurizagéo para criopreservagao
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de acordo com qualquer uma das reivindicagéo 1 a 6.

8. Uso de acordo com a reivindicagao 7, em que o dispositivo de
pressurizago inclui uma camara de presséo adequada para receber o mate-
rial bioldgico, e meios para proporcionar presséao controlada dentro do alcan-
ce de 1 a 200 MPa, preferencialmente 10 a 100 MPa, mais preferencialmen-
te 20 a 75 MPa, e ainda mais preferencialmente 30 a 60 MPa,

9. Uso de acordo com a reivindicagdo 7 ou 8, em que o dispositi-
vo de pressurizagdo compreende meios para manter a referida pressao por
um periodo de tempo de 1 segundo a 300 minutos, preferencialmente 1 se-
gundo a 150 minutos, mais preferencialmente 1 segundo a 90 minutos, e
ainda mais preferencialmente 1 segundo a 60 minutos.

10. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicages 7 a 9,
em que é proporcionado um sistema controle para controlar a despressuri-
zagdo da cAmara de pressao durante um periodo de tempo de 1 segundo a
4 horas ou instantaneamente.

11. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicages 7 a 10,
em que esta sendo obtida pressdo hidrostatica dentro do dispositivo de
pressurizagéo.

12. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 7 a 11,
em que o referido material bioldgico viavel & selecionado entre o grupo con-
sistindo em odcitos, espermatozodides, zigotos, mérulas, blastocistos, cetu-

las-tronco, células ou tecidos de um animal vertebrado.
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