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@ Resumen:

Método para la conservacién indefinida de esperma
de cefalépodos.

La presente invencion reivindica un método de
conservacion a largo plazo del esperma de
cefalépodos mediante la criopreservacion de sus
espermatoforos y espermatangios. La
criopreservacion se obtiene mediante el empleo de
protocolos éptimos de incorporacion y eliminacion de
crioprotectores permeables (alcoholes, sulféxidos y
formamidas en solucién acuosa), y rampas de
congelacién y descongelacion adecuadas. El método
aqui descrito presenta una elevada utilidad en la cria
en cautividad de especies de cefalépodos con interés
comercial, en la conservacién de especies en peligro
de extincién y en investigaciones que desarrollan
técnicas de fertilizacion in vitro en cefalépodos.
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DESCRIPCION
METODO PARA LA CONSERVACION INDEFINIDA DE ESPERMA DE

CEFALOPODOS

La presente invencidn se engloba en el sector técnico de la preservacion de
células vivas de invertebrados. También pertenece al sector de la preservacion de
partes vivas de animales. En cuanto a la aplicacion de la invencion, pertenece al

sector de la cria de invertebrados.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La presente invencion presenta un meétodo para la conservacion de
espermatozoides de cefalopodo, en suspension o mantenidos en el interior de
espermatoforos y/o espermatangios, los cuales pueden conservarse enteros o

seccionados en porciones.

Los cefalépodos constituyen un grupo de invertebrados marinos de gran interés
para la industria alimentaria y asi como con aplicaciones en industria farmaceéutica
y cosmética; e.g., patentes KR20080086751, KR100659040, US2005129739), o
para investigacion en biomedicina (Lee et al. 1994). Los cefalopodos se obtienen
principalmente mediante actividades pesqueras, capturandose 4.313.510
toneladas en el afio 2007, con un valor de 7.351 millones de US$ (FAO 2009),
principalmente calamares de los géneros Dosidicus, Illlex y Todadores. No
obstante, al contrario que otras especies acuaticas, la produccidon mediante
acuicultura es aun muy reducida, produciéndose solo 30 toneladas. Aun asi
informes de expertos indican que los esfuerzos para establecer cultivos intensivos
y semi-intensivos de estos animales deberian intensificarse, debido a las
caracteristicas propias de este grupo de rapido crecimiento y riqueza en proteina,
su importancia economica actual, el estado de las pesquerias y la proyeccion
futura de su creciente consumo (Sykes et al., 2006; Pierce et al. 2010).

La incipiente acuicultura de cefalopodos se ha desarrollado principalmente con los
geéneros Sepia y Octopus (Vaz-Pires et al. 2004; Sykes et al., 2006). En la ultima
década se han realizado engordes de ejemplares subadultos de pulpo (Octopus
vulgaris) con fines comerciales en el noroeste de la Peninsula Ibérica (Chapela et
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al. 2006; Rodriguez et al., 2006). Existen varias patentes orientadas a la cria de
cefalopodos, especialmente relacionadas con estructuras y métodos para el
mantenimiento y engorde de individuos subadultos y adultos (e.g., CN201163931,
ES2121700, JP2002360105, CN201160421, JP9023782, CN201204867,
CN101268767, CN101491226, CN101637141). El principal problema actualmente
consiste en la cria de paralarvas y juveniles, habiéndose realizado progresos
significativos en los ultimos afos (lglesias et al., 2007; Villanueva & Norman 2008;
Jones et al., 2010; Uriarte et al., 2010), reflejados en algunas patentes para la cria
de paralarvas (CN101317551, CN101455188) vy fertilizacion in vitro en
cefalopodos (CN101703013, CN101427658). La patente CN101703034 propone
un sistema para la cria de pulpo que incluye entornos para el apareamiento de los
adultos, la puesta de huevos y la separacion y cria de las paralarvas.

El esfuerzo realizado en investigacion y su transferencia en tecnologia permite
augurar un rapido crecimiento de la acuicultura de cefalépodos, y un incremento
de su importancia relativa en la produccion destinada a su consumo o utilizacion
industrial. Al mismo tiempo que se mejoran las técnicas de cultivo de cefalépodos
y se incrementa el rendimiento de las instalaciones, se pretende mantener el ciclo
vital completo de las especies en cautividad. La presente invencion se encuadra
en este contexto. La aplicacion de tecnologias reproductivas ha permitido mejorar
la gestion, reducir costes y facilitar programas de seleccion genética en otras
especies (Gosden et al,, 2002). Dentro de estas tecnologias, la congelacion de
esperma, extendiendo su vida util indefinidamente, tiene una importancia crucial,
ya que ha permitido la extension de programas de inseminacion artificial, e incluso
el comercio de dosis seminales. La aplicacion de esta tecnologia en cefalépodos
seria muy beneficiosa para mejorar el rendimiento de cultivos de especies
oceanicas mediante fertilizacion in vitro (Sakurai et al. 1995), para la seleccion de
stocks de progenitores (lglesias et al. 2007), asi como para la conservacion de
especies en peligro de extincion (Freeman et al., 2010).

En la actualidad no existe publicado ningun estudio cientifico ni ninguna patente
en relacion con la congelacion de espermatozoides ni espermatoforos o
espermatangios en cefalopodos. Existen varios estudios relacionados con la
estructura y caracteristicas morfologicas de los espermatozoides de varias
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especies (Diaspro ef al., 1997; Giménez-Bonafé et al., 2002; Giménez-Bonafé et
al., 2004; Cuccu et al., 2007; Li et al., 2010), asi como con la fisiologia de los
espermatoforos de cefalopodos (Austin et al., 1964; Mann et al., 1981; Naud et al.,
2006; Wada et al., 2010).

Los espermatoforos constituyen estructuras caracteristicas de cada especie y por
ello tienen importancia taxondmica. Todas las especies de cefalopodos presentan
estas estructuras, variando entre ellos el tamafio y la forma de los mismos.
Generalmente son de forma tubular y encapsulan en su interior una masa
espermatica (Austin et al., 1964). Los espermatoforos de los cefalépodos son mas
elaborados que los de otros moluscos, y poseen la peculiaridad de poseer un
mecanismo que, bajo ciertos estimulos mecanicos y durante la copula, ejecuta la
llamada reaccion espermatoforica, durante la cual, el espermatéforo se evierte y
forma un espermatangio que permanecera anclado en diferentes superficies del
cuerpo de la hembra. Los espermatozoides se forman en el testiculo, vasos
deferentes y espermiducto. Los espermatéforos, ya con esperma en su interior se
almacenan finalmente en la bolsa de Needham del macho. Son transferidos a la
hembra durante la copula, generalmente mediante un brazo modificado
denominado hectocotilo y/o un 6rgano similar a un pene denominado 6rgano
terminal. Dependiendo de las especies los espermatangios pueden ser
almacenados en receptaculos seminales de la hembra situados alrededor de la
membrana bucal, o implantados directamente en el interior 0 exterior de la
superficie del manto, cartilago nucal, la superficie de brazos y cabeza, o incluidos
directamente en los oviductos distales e incluso llegar hasta el ovario. Dias,
semanas o meses después de la copula, las hembras fertilizan sus oocitos

utilizando los espermatozoides provenientes de estos espermatangios.

La movilidad espermatica se inicia por contacto con el agua de mar, pero dentro
de los espermatoforos o de los espermatangios unidos a la hembra, los
espermatozoides son quiescentes. Esto permite que los espermatozoides
permanezcan viables durante largos periodos dentro de estas estructuras. Por lo
tanto, los espermatoforos y espermatangios serian las estructuras adecuadas por
Si mismas para criopreservar los espermatozoides de este grupo de moluscos, no

siendo necesario congelar la masa espermatica por si sola. Una vez
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descongelados, la masa espermatica seria extraida de estas estructuras vy
utilizada para fertilizar los oocitos (por ejemplo, utilizando métodos como los
descritos en CN101703013 0 CN101427658).

La criopreservacion seminal es una técnica de gran utilidad para la conservacion
indefinida de material biologico. Las principales ventajas de la criopreservacion se
resumen a continuacion:

- posibilidad de preservar o conservar el material genético;

- posibilidad de analizar y comparar el material genético, entre varios individuos
de una misma especie;

- ayuda o facilitacion de cruces, comparado con el cruce de animales formados;

- posibilidad de seleccionar el entrecruzamiento mas optimo en funcion de por
ejemplo las condiciones ambientales;

- posibilidad de comprobar la ausencia de contaminacion por agentes infecciosos;
- beneficio de preservar volumenes reducidos de liquido, comparado con el

mantenimiento de animales ya formados.

La técnica de criopreservacion de espermatozoides se inicido a mediados del siglo
XX, y ha sido utilizada exitosamente en numerosas especies de mamiferos vy,
progresivamente, en otros ordenes de vertebrados. En invertebrados acuaticos,
los estudios se han ido incrementando, pero estan aun limitados a unas pocas
especies de equinodermos (erizos de mar y estrellas de mar), moluscos (ostras,
oreja de mar y algunas almejas), poliquetos y crustaceos decapodos de interés
comercial. La creacion de bancos de esperma en estas especies tiene un enorme
potencial para los programas de hibridizacion, seleccidon de razas o lineas
geneticas, ginogénesis, domesticacion y conservacion de stocks genéticos (Gwo,
2000). Generalmente, el método para congelar espermatozoides de estas
especies consiste en pasar la masa espermatica o el espermatéforo intacto a un
medio con crioprotector, congelar en vapores de nitrégeno liquido o un congelador
y mantener las muestras en un congelador o en nitrégeno liquido. La
descongelacion se realiza en un bafio de agua o al aire. Obviamente, la
metodologia varia considerablemente de unos grupos a otros, dadas las
diferencias filogenéticas que existen entre ellos. Por lo tanto, es preciso definir

una metodologia propia para cada grupo. En el caso de los cefalopodos, los
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mecanismos reproductivos y la estructura basica del espermatoforo, con algunas
excepciones, es similar en los distintos grupos, lo cual permite disefiar métodos
comunes a distintas especies, con pequefios ajustes en varios parametros (e.g.,
concentracion de crioprotector). La unica limitacion apreciable para disefar tal
invencion reside en el tamafio del espermatéforo, que en algunas especies de
gran tamano, por ejemplo en el pulpo gigante del Pacifico norte Enteroctopus
dofleini y en el calamar gigante Architeuthis, pueden alcanzar un tamario

considerablemente mayor.

La ausencia de un método adecuado para la conservacion a largo plazo del
esperma de cefalépodo reduce significativamente tanto la posibilidad de cria en
cautividad de algunas de estas especies de gran valor econdémico, como la
creacion de programas de conservacion de especies de cefalopodos actualmente
consideradas en peligro de extincion. Esta técnica nunca ha sido empleada en
cefalopodos, ni se ha propuesto ninguna metodologia con este fin. Esto hace que
sea necesaria la busqueda de un método para criopreservar los espermatozoides
de cefalopodos, en suspension o mantenidos en el interior de espermatoforos y/o
espermatangios, mediante el empleo de protocolos Optimos de incorporacion vy
eliminacion de crioprotectores permeables, y rampas de congelacion vy
descongelacion adecuadas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

El esperma de las especies de cefalopodos se encuentra constituyendo una masa
espermatica dentro de unas estructuras denominadas espermatoforos que
reaccionan mecanicamente durante la copula convirtiendose en espermatangios,
estado en el que se encuentran implantados en varias areas corporales de
hembras. El empleo de la técnica de criopreservacion de la presente invencion
con los espermatozoides y/o los espermatoforos/espermatangios de estas
especies de cefaldpodos permitiria crear programas de conservacion de especies
en peligro de extincion y facilitaria la cria en cautividad de numerosas especies de
cefaléopodos oceanicos con elevado interés comercial. La realizacion de la técnica
de criopreservacion de la presente invencion con los

espermatoforos/espermatangios supone ademas una ventaja afadida frente a la
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conservacion de la masa espermatica libre, puesto que facilita su manipulacion y
almacenamiento, ademas de asegurar que los espermatozoides se encuentren
quiescentes. El método disefiado y propuesto en la presente invencion para la
criopreservacion de los espermatozoides y/o los espermatoforos/espermatangios
de cefalopodo utiliza sustancias crioprotectoras, tiempos y temperaturas de
exposicion que no resultan toxicos para los espermatozoides, garantizando, por
tanto, una excelente viabilidad espermatica previa a la realizacion del
procedimiento. Ademas, el protocolo de criopreservacion de la presente invencion
ha sido disefado para poder ser realizado en condiciones de campo sin
necesidad de utilizar biocongeladores programables. El método puede ser
utilizado de forma precisa pero sencilla, permitiendo incluso su empleo en buques

pesqueros y oceanograficos, 10 que potencia significativamente su valor y utilidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los espermatoforos (obtenidos de machos maduros) o espermatangios
(obtenidos de hembras que han copulado) son enviados al laboratorio en
refrigeracion (4 °C a 10 °C), en una solucidon de agua de mar artificial 0 agua de
mar filtrada. El presente procedimiento es util tanto para aquellas especies que
caracterizadas por espermatoforos/espermatangios de pequefio tamarno, que
pueden almacenarse sin problemas en criotubos preferentemente de 2 mL a 5 mL
0 recipientes similares, como para especies con espermatoforos mas grandes,
desde 1 cm hasta 20 cm. En dichos espermatoforos de mayor longitud, estos
podrian cortarse en secciones preferentemente de 1 cm a 4 cm de longitud e
incluirse en criotubos.

Antes de someter los espermatoforos/espermatangios al proceso de congelacion,
éstos son expuestos a las sustancias crioprotectoras. Se preparan las soluciones
crioprotectoras en agua de mar (filtrada preferentemente a 0,2 ym (FSW) o
también en agua de mar artificial (ASW)), a una concentracion final
preferentemente de 5% a 30%. Los estudios realizados muestran que los
crioprotectores permeables del grupo de los sulféxidos, especificamente el
DMSO, proporcionan la mayor crioproteccion. En cuanto a la toxicidad, hemos
comprobado que los sulfoxidos, amidas y alcoholes (metanol y polialcoholes
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como el glicerol, propanodiol, etilén glicol) presentan una toxicidad muy baja o
inapreciable.

La temperatura y el tiempo de exposicion han de ser adecuados y suficientes para
garantizar la penetracion del crioprotector en la estructura sin que éste resulte
toxico para las células espermaticas. Preferentemente los
espermatoforos/espermatangios son expuestos al crioprotector (preferentemente
de 0,5 mL a 2 mL) a una temperatura aproximada de 4 °C para reducir la toxicidad
y durante un periodo de tiempo preferentemente de 5 min a 30 min, para asegurar
la entrada del crioprotector (espermatoforos mayores requieren tiempos mas
prolongados). La exposicion al crioprotector se puede realizar de una vez a la
concentracion final 0 en pasos sucesivos a concentraciones crecientes (por
ejemplo, preferentemente a 5%, 10% y 20%), permaneciendo preferentemente de
2 min a 10 min en cada solucion.

El espermatdforo/espermatangio se transfiere a un criovial preferentemente con
0,5 mL a 2 mL de solucion crioprotectora. El criovial se somete a un proceso de
enfriamiento de manera que la muestra envasada siga una rampa de congelacion
predefinida, preferentemente de los 4 °C iniciales a una temperatura
preferentemente de -80 °C o menor. Para conseguir la rampa de congelacion
Optima, los crioviales que contienen la muestra bioldgica son expuestos a vapores
de nitrogeno liquido. Alternativamente, se puede utilizar un dispositivo
biocongelador. Para ello se sittan en un soporte flotante a una altura
preferentemente entre 1cm y 6 cm de la superficie del nitrogeno liquido,
consiguiendo una rampa de congelacion preferentemente de entre -5 °C/min a -
40 °C/min. Los crioviales permanecen en los vapores un tiempo apropiado
(preferentemente de 10 min a 30 min), hasta que la temperatura se equilibra con
la de los vapores.

La muestra es almacenada en el tanque de nitrogeno liquido durante el tiempo
deseado, ya que este procedimiento permite su conservacion de forma indefinida.
En caso necesario, se podria almacenar la muestra en un congelador de frio
profundo (-80 °C), aunque la estabilidad de la muestra no se puede garantizar
mas alla de unas semanas.

Para la descongelacion se utiliza un bafo termostatizado a una temperatura
preferentemente entre 20 °C y 40 °C, durante 30 s a 2 min, comprobando la
descongelacion de todo el contenido.
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Tras la congelacion, la muestra se somete al lavado de los crioprotectores. Este
lavado consiste en la transferencia del espermatdforo/espermatangio
preferentemente a un volumen de 1 mL a 2 mL de solucion de lavado. Se pueden
realizar preferentemente de uno a cuatro lavados de este tipo, con un tiempo de 2
min a 5 min en cada lavado. La solucion de lavado puede consistir en FSW o
ASW, o en crioprotector diluido en FSW o ASW a una concentracion menor que la
utilizada para congelar (por ejemplo, si se congela con crioprotector al 20%, se
puede realizar un primer paso en crioprotector al 5% y un segundo paso en FSW
o0 ASW).

El espermatéforo/espermatangio es finalmente transferido a un tubo
preferentemente con FSW o ASW para su utilizacion.

En una realizacion preferente de la invencion se protege un método para la
criopreservacion del esperma de cefaldpodos que comprende los siguientes
pasos:

a) obtencion del esperma de los individuos seleccionados, preferentemente el
esperma de cefalopodos se encuentra contenido dentro de espermatdforos o
espermatangios,

b) preparacion de la solucion crioprotectora en una solucion base a una
concentracion final entre 5% y 50% y en un caso preferente entre 5% y 30%,
preferentemente dicha solucion base es agua de mar filtrada o agua de mar
artificial, mas preferentemente la solucién crioprotectora se selecciona entre:
dimetilsulféxido, compuestos del grupo de las amidas y alcoholes, aun mas
preferentemente la solucion crioprotectora se selecciona entre: DMSO, metanol,
glicerol, propanodiol y etilenglicol.

C) exposicion del esperma a un volumen de solucion crioprotectora entre 0.1 mL y
10 mL, y en un caso preferente entre 0,5 mL y 2 mL, a una temperatura entre 0 °C
y 25 °C, preferentemente de 10 °C, y mas preferentemente de 4 °C, durante 0 a
2 h, en un caso preferente durante 5 min a 30 min, en un criovial,

d) enfriamiento por rampa de congelacion del criovial a una velocidad entre
-1 °C/min y -100 °C/min, en un caso preferente entre -5 °C/min y -40° C/min,
desde una temperatura de +25°C a por o menos -20 °C, en un caso mas
referente desde una temperatura de +4 °C a -80 °C.

En un caso preferente el método para la criopreservacion de esperma de
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cefalopodos esta caracterizado porque los espermatoforos o espermatangios se
encuentran enteros o bien seccionados preferentemente en secciones de entre 1

cmy 4 cm de longitud, antes de introducirse en los criotubos o crioviales.

En una realizacion preferente, el método para la criopreservacion de esperma de
cefaldpodos esta caracterizado porque los individuos seleccionados pertenecen a
una especie de cefaldpodos cuyos espermatéforos y espermatangios presentan
un tamario desde 1 cm hasta 20 cm, pudiendo ser almacenados en criotubos de 2
mL a 5 mL, o recipientes similares, enteros o en secciones preferentemente de 1

cm a 4 cm de longitud.

En una realizacion mas preferente, el método para la criopreservacion de
esperma de cefalopodos esta caracterizado porque los individuos seleccionados
pertenecen a una especie de cefalopodos cuyos espermatoforos vy
espermatangios se pueden almacenar sin problemas en criotubos de 2 mL a 5
mL, o recipientes similares, enteros o en secciones preferentemente de 1 cm a 4

cm de longitud.

En una realizacion mas preferente dicha especie de cefalopodos pertenece a
cualquier orden, aunque preferentemente pertenece a uno de los siguientes
ordenes: Nautilida, Spirulida, Sepiida, Sepiolida, Teuthida, Octopodida y
Vampyromorphida. En una realizacion mas preferente dicha especie pertenece al
geénero Sepia o al género Octopus, y mas preferentemente a la especie Volador
lllex coindetii o lllex coindetii Volador.

En otra realizacion mas preferente en el paso a) se conserva el esperma a una
temperatura entre 4 °C y 10 °C en una solucion base que es agua de mar filtrada
0 agua de mar artificial.

En otra realizaciéon mas preferente el método para la criopreservacion de esperma
de cefalopodos esta caracterizado porque los pasos b) y ¢) se repiten con
concentraciones finales crecientes, a intervalos de 1%, hasta 25% del diluyente,
preferentemente de 5%, 10% y 20% y tiempos de equilibrado entre 1 min y 120

min, preferentemente entre 2 min y 10 minutos, del esperma diluido.

10
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En otra realizaciéon mas preferente el método para la criopreservacion de esperma
de cefalopodos esta caracterizado porque el paso d) de enfriamiento por rampa
de congelacidn es por exposicion a vapores de nitrégeno liquido o en un
congelador o dispositivo biocongelador, de -20 °C a -130 °C. Preferentemente la
exposicion a vapores de nitrégeno liquido se realiza situando un soporte flotante a
una altura entre 0,5 cm a 10 cm, preferentemente entre 1 cm y 6 cm, de la
superficie de nitrogeno liquido, mas preferentemente durante 2 min a 120 min, en

un caso preferente durante 10 min a 30 min.

En otra realizaciéon mas preferente el método para la criopreservacion de esperma

de cefalépodos esta caracterizado porque puede comprender los siguientes pasos

adicionales:
e) descongelacion del esperma criopreservado, a una temperatura entre 4°-
80 °C, preferentemente entre 20 °C y 40 °C, y mas preferentemente entre
20°C a 35°C, por un periodo de tiempo entre 2 s y 60 min,
preferentemente entre 30 s y 5 min, y mas preferentemente entre 30 sy 2
min, y, adicionalmente,
f) lavado del esperma descongelado con un volumen entre 0.5 mL a 10 mL,
preferentemente entre 1mL — 2mL, de una solucion de lavado, por un
periodo de tiempo de hasta 60 min, en un caso preferente por un periodo
de tiempo entre 2 min y 5 min, a una temperatura de 4 °C a 25 °C. En un
caso mas preferente el lavado se puede repetir al menos entre 1 y 4 veces.
En un caso particular, la solucion de lavado puede ser agua, agua de mar
filtrada o agua de mar artificial.

En otra realizacion mas preferente el método para la criopreservacion de esperma
de cefaldpodos esta caracterizado porque la solucion de lavado del paso f) es
solucion crioprotectora diluida en solucion base, preferentemente agua de mar
filtrada o0 agua de mar artificial, a una concentracion menor que la empleada en el

paso b).

1"


PC027
Nota adhesiva
None definida por PC027

PC027
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC027

PC027
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC027


10

15

20

25

30

ES 2388 086 Al

En la presente invencion se entiende por “Criopreservacion” el proceso mediante
el cual se congelan y mantienen muestras bioldgicas a muy bajas temperaturas
(generalmente entre -80 °C y -196 °C).

En la presente invencion se entiende por “Cefalopodo” un invertebrado marino de
la Clase Cephalopoda perteneciente al Filo Mollusca. Incluye los Ordenes:
Nautilida, Spirulida, Sepiida, Sepiolida, Teuthida, Octopodida y Vampyromorphida.
Comprende 47 Familias, 139 géneros y algo mas de 700 especies, acorde con la
ultima clasificacion comunmente aceptada por especialistas en este grupo
(Sweeney and Roper 1998).

En la presente invencion se entiende por “Solucion Base” la mezcla homogénea
de dos 0 mas sustancias sobre las que se afaden los agentes crioprotectores.

En la presente invencidn se entiende por “Solucidn crioprotectora” el compuesto
quimico que protege a la muestra bioldgica durante el proceso de enfriamiento y
congelacion/descongelacion.

En la presente invencion se entiende por “Preparacion de la solucion
crioprotectora” el proceso mediante el cual los agentes crioprotectores se diluyen
en la solucion base, en concentraciones parciales crecientes o a concentracion
final.

En la presente invencion se entiende por “Dilucion de la solucion crioprotectora” el
proceso mediante el cual se reduce la concentracion de la solucion crioprotectora
mediante uno o0 mas pasos de lavado en soluciones sin crioprotector 0 con
concentraciones decrecientes de crioprotector.

En la presente invencidon se entiende por “Concentracion del agente
crioprotector”la proporcion o relacion entre la cantidad de agente crioprotector y el
volumen final de la solucién, entre 5% y 50%.

En la presente invencion se entiende por “Intervalo de tiempo de exposicidon a la
solucion crioprotectora” al rango de tiempos en el que la muestra biologica es
expuesta a la solucién crioprotectora, de O a 2 h.

En la presente invencion se entiende por “Intervalo de temperatura de exposicion
a la solucion crioprotectora” al rango de temperaturas en el que la muestra
biologica es expuesta a la solucion crioprotectora, de 0 °C a 25 °C.

En la presente invencion se entiende por “Velocidad de rampa de enfriamiento” la
disminucién de la temperatura de la muestra en un tiempo determinado, que

puede ser variable o constante, de -1 °C/min a -1000 °C/min.
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En la presente invencion se entiende por “Intervalo de tiempo de enfriamiento! la
duracion del proceso durante el cual se somete al esperma, espermatangio,
espermatoforo o al tubo que los contiene a una temperatura inferior, fija o
decreciente, para conseguir su enfriamiento y congelacion. Este intervalo de
tiempo de enfriamiento puede extenderse de 2 min a 120 min.

En la presente invencidon se entiende por “Intervalo de temperatura de
enfriamiento” el rango de temperaturas a las que se encuentra la muestra de
esperma, espermatangio o espermatoforo tras el enfriamiento. Esta temperatura
puede abarcar de -20 °C a -120 °C.

En la presente invencion se entiende por “Intervalo de tiempo de descongelacion”
la: duracion del proceso (de 2 s a 60 min) durante el cual se somete al tubo que
contiene la muestra a una temperatura por encima del punto de congelacion del
medio crioprotector, para que, al menos, el medio se descongele completamente.
En la presente invencidon se entiende por “Intervalo de temperatura de
descongelacion“el rango de temperaturas a las que se somete la muestra
congelada para su descongelacion. Pueden utilizarse temperaturas de 4 °C a 80
°C.

En la presente invencion se entiende por “Solucion de lavado” la solucién sin
crioprotector o con una concentracion de crioprotector menor que la solucion
crioprotectora, utilizada para reducir la cantidad de crioprotector de la muestra.

En la presente invencidn se entiende por “Preparacion de la solucidon de lavado” la
preparacion de la solucion base con concentraciones decrecientes del agente
crioprotector o sin crioprotector.

En la presente invencion se entiende por “Intervalo de tiempo de exposicion a la
solucion de lavado” la duracion de la exposicion de la muestra de esperma a la
solucion de lavado (uno o varios pasos), abarcando cada paso hasta 60 min.

En la presente invencion se entiende por “Intervalo de temperatura de exposicion
a la solucion de lavado” el rango de temperaturas a las que se somete la muestra
descongelada a la solucion o soluciones de lavado. Pueden utilizarse
temperaturas de 4 °C a 25 °C.

En la presente invencion se entiende por “Viabilidad espermatica” la proporcion de
espermatozoides viables (con la membrana plasmatica intacta segun una tincion
de vitalidad celular (ioduro de propidio, YO-PRO-1, etc.) respecto a la poblacion

total de espermatozoides de una muestra.
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En la presente invencidn se entiende por “Movilidad espermatica” la proporcion de
espermatozoides con movimiento propio (evaluados mediante microscopia)

respecto a la poblacién total de espermatozoides de una muestra.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Efecto de la combinacién de crioprotectores al 15% y tiempos (DMS:
dimetilsulfoxido; ETG: etilénglicol; GLY: glicerol; MET: metanol; PPD:
propanodiol). La linea base es el control (viabilidad: 55,4+6,2). Los resultados se
muestran como intervalos de confianza al 95% del valor medio del efecto

(circulos).

Figura 2. Criopreservacion de espermatoforos usando DMSO al 15% y criotubos
colocados en posicidon horizontal o vertical sobre los vapores de nitrégeno liquido
(media y error estandar del porcentaje de espermatozoides con membranas

dafiadas).
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de

la misma.

EJEMPLO 1.

Toxicidad de los crioprotectores:

Se ha comprobado que existe una gran variabilidad en otras especies de
moluscos en cuanto a la toxicidad de los crioprotectores sobre los
espermatozoides. En cambio, no parece existir una toxicidad acusada para los
espermatozoides de cefalopodo mantenidos en espermatoforos/espermatangios y

expuestos a distintos crioprotectores.

Los espermatoforos/espermatangios de Volador lllex coindetii (calamar oceanico
presente en aguas atlanticas y mediterraneas) se introdujeron en crioviales
conteniendo 1 mL de crioprotector al 15% en FSW. Los crioprotectores
ensayados en este ejemplo fueron DMSO, metanol, glicerol, propanodiol y etilén
glicol. Se realizaron varias réplicas para ensayar la viabilidad de los
espermatozoides (espermatozoides positivos a Hoechst 33342, indicador de
rotura de membrana; evaluacion mediante citometria de flujo) tras 5 min, 15 min y
30 min a4 °C. Tras el tiempo correspondiente, los espermatoforos se lavaron en
dos pasos (1 mL del crioprotector al 5% y 1 mL de FSW, 2 min en cada solucion).
Dentro de cada combinacion de tiempo y temperatura se realizé un triplicado. Se
comprobd la presencia de espermatozoides moviles mediante microscopia de
contraste de fases.

En los resultados (Fig. 1).se comprob6 que no habia evidencia clara de toxicidad.

No obstante, se observo una tendencia hacia un efecto negativo del glicerol,
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especialmente a los 30 min. En todos los casos se observd movilidad

espermatica.

EJEMPLO 2

Criopreservacion de espermatoforos en vapores de nitrégeno liquido:

Los espermatoforos/espermatangios fueron introducidos en crioviales conteniendo
1 mL de DMSO al 15% en FSW. La exposicion al crioprotector se realizé a4 °C
durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo, los crioviales fueron colocados en un
soporte flotante a 2 cm de la superficie del nitrogeno liquido en dos
configuraciones: vertical en una gradilla de plastico y horizontal. El conjunto se
encuentra dentro de una caja aislante con tapa. Tras 30 min, los crioviales se
sumergieron en el nitrégeno liquido y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta

el momento de su descongelacion.

Para la descongelacion, los crioviales se introdujeron en un bafo termostatizado a
30 °C durante 2 min 20 s. Se afadid inmediatamente 1 mL de FSW a 4 °C al
criovial. Tras 1 min, el espermatoforo/espermatangio se capturd con pinzas y se
colocod en un pocillo de una placa de 24 pocillos conteniendo una solucion del
crioprotector diluida 1/4 en FSW respecto a la solucion crioprotectora utilizada
para la congelacion. Transcurrido 1 min, el espermatoforo/espermatangio se
coloco en otro pocilo de la placa con FSW. Un minuto después, el
espermatoforo/espermatangio se proceso para extraer la masa espermatica para
su analisis, evaluando la viabilidad espermatica como en el caso del experimento

de toxicidad.

Tras la congelacion, la mayoria de los espermatozoides tenian dafos de
membrana si los criotubos se habian colocado en posicion vertical, pero esta
proporcion se redujo en los espermatoforos que se habian congelado con los
criotubos en posicion horizontal (Fig. 2). Posiblemente, cuando los criotubos se
colocan en posicion horizontal, se evita un gradiente de temperatura que puede

perjudicar la congelacion.

EJEMPLO 3.
Criopreservaciéon de espermatéforos a -80 °C:
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Los espermatoforos/espermatangios fueron introducidos en crioviales conteniendo
1 mL de crioprotector al 15% en FSW. Los crioprotectores utilizados fueron
DMSO, etilenglicol y glicerol. La exposicion al crioprotector se realiz6 a 4 °C
durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo, los crioviales fueron colocados en una
caja isoterma para conseguir un enfriamiento lento. La caja se introdujo en un
congelador a -80 °C.

Para |la descongelacion, los crioviales se introdujeron en un bario termostatizado a
30 °C durante 2 min 20 s. Se afadié inmediatamente 1 mL de FSW a 4 °C al
criovial. Tras 1 min, el espermatoforo/espermatangio se capturd con pinzas y se
colocod en un pocillo de una placa de 24 pocillos conteniendo una solucion del
crioprotector diluida 1/4 en FSW respecto a la solucion crioprotectora utilizada
para la congelacion. Transcurrido 1 min, el espermatoforo/espermatangio se
coloco en otro pocilo de la placa con FSW. Un minuto después, el
espermatoforo/espermatangio se proceso para extraer la masa espermatica para
su analisis, evaluando la viabilidad espermatica como en el caso del experimento

de toxicidad.

Tras la descongelacion, no se recuperaron espermatozoides viables, excepto en
el tratamiento con DMSO (6,3+2,2%).
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REIVINDICACIONES

1. Método para la criopreservacion del esperma de cefaldopodos que
comprende los siguientes pasos:
a) obtencion del esperma de los individuos seleccionados,
b) preparacion de la solucion crioprotectora en una solucion base a una
concentracion final entre 5% y 50%,
C) exposicion del esperma a un volumen de solucion crioprotectora entre
0,1 mL y 10 mL, a una temperatura entre 0 °C a 25°C, de 0 a 2h en un
criovial,
d) enfriamiento por rampa de congelacion del criovial a una velocidad entre
-1 °C/min y -100 °C/min, desde una temperatura de +25 °C a por o menos
-20 °C.

2. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun la
reivindicacion 1, caracterizado porque el esperma de cefalépodo esta contenido
dentro de espermatoforos o espermatangios.

3. Meétodo para la criopreservacion de esperma de cefalépodos segun la
reivindicacion 2, caracterizado porque los espermatoforos o espermatangios se

encuentran enteros o en secciones de entre 1 cmy 4 cm.

4. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun una de
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicha especie de cefaldpodos
pertenece a los Ordenes: Nautilida, Spirulida, Sepiida, Sepiolida, Teuthida,

Octopodida y Vampyromorphida. .
5. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun la
reivindicacion 4, caracterizado porque la especie de cefalopodo es lllex coindetii

Volador.

6. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun una de

las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque en el paso a) se conserva el
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esperma a una temperatura entre 4 °C y 10 °C en una solucién base que es agua

de mar filtrada o agua de mar artificial.

7. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun una de
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la solucion crioprotectora del paso
b) se selecciona entre: dimetilsulfoxido, compuestos del grupo de las amidas y
alcoholes.

8. Meétodo para la criopreservacion de esperma de cefalépodos segun la
reivindicacion 7, caracterizado porque la solucion crioprotectora del paso b) se
selecciona entre: DMSO, metanol, glicerol, propanodiol y etilenglicol.

9. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun una de
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque los pasos b) y ¢) se repiten con
concentraciones finales crecientes a intervalos de 1 a 25% del diluyente y tiempos
de equilibrado entre 1 min y 120 min del esperma diluido.

9. Metodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun una de
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el paso d) de enfriamiento por
rampa de congelacion esta seleccionado del grupo que comprende: por
exposicion a vapores de nitrogeno liquido, en un congelador de -20 °C a -130 °C
y en un dispositivo biocongelador.

10. Método para la criopreservacion de esperma de cefaldpodos segun la
reivindicacion 9, caracterizado porque la exposicion a vapores de nitrogeno
liquido se realiza situando un soporte flotante a una altura entre 0,5 cm y 10 cm
de la superficie de nitrégeno liquido, por un periodo de tiempo entre 2 min y 120

min.

11. Método para la criopreservacion de esperma de cefaléopodos segun las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende los siguientes pasos
adicionales:

e) descongelacion del esperma criopreservado, a una temperatura entre

4 °C - 80 °C, por un periodo de tiempo entre 2 s y 60 min, y
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f) lavado del esperma descongelado con un volumen entre 0,5 mLy 10 mL
de una solucion de lavado, por un periodo de tiempo de hasta 60 min y a

una temperatura de 4 °C a 25 °C.

5 12. Meétodo para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun la

reivindicacion 11, caracterizado porque el paso f) se realiza al menos 1 vez.

13. Método para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun la
reivindicacion 11 o 12, caracterizado porque la solucion de lavado del paso f) es

10 agua de mar filtrada o agua de mar artificial.

14. Método para la criopreservacion de esperma de cefalopodos segun la
reivindicacion 11 o 12, caracterizado porque la solucion de lavado del paso f) es
solucion crioprotectora diluida en solucidon base a una concentracion menor que la

15 empleada en el paso b).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130337

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 NAUD, M.J Y HAVENHAND, J.N 2006
D02 GWO, J-C. 2000
D03 ZHANG, T. 2004
D04 SMITH et al. 2001

2. Declaraciéon motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La solicitud de patente se refiere a un método para la conservacion de esperma de cefalépodos que
comprende las etapas de:

a) Obtencion del esperma de los cefal6podos

b) Preparar una solucion crioprotectora en una solucion base en la que el crioprotector se encuentra
en una proporcion de entre 5 y 50%.

c) Exponer el esperma en un criovial a dicha solucién a una temperatura de entre 0 a 25°C, durante 0
a2 horas.

d) Enfriar a una velocidad de entre -1 a -100°C/min hasta por lo menos -20°C.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 10 dan detalles sobre el método de la reivindicacién 1 y las
reivindicaciones 11 a 14 detallan pasos adicionales como la descongelacion del esperma
posteriormente.

Novedad y actividad inventiva (art. 6 y 8 de la L.P)

Ningun documento del estado de la técnica divulga un método para la conservacion de esperma de
cefalbpodos como el que se menciona en la primera reivindicacion de la solicitud, por lo que esta
reivindicacion y las reivindicaciones dependientes cumplen el requisito de novedad.

El documento D1 es el documento mas cercano del estado de la técnica ya que en él se describe
varios métodos de conservacion de esperma de una especie de cefaldpodos (Sepia apama). Cuando
el esperma se mantiene dentro de los espermatoforos y éstos de refrigeran a 4°C, la motilidad del
esperma se observa incluso después de dos meses (figura 1).

La diferencia entre la primera reivindicacion de la solicitud y el documento D1 es que el método de
conservacion de la solicitud supone el enfriamiento del esperma por debajo de -20°C. El esperma se
ha podido exponer previamente a una solucién crioprotectora o no (en el caso de que el tiempo de
exposicion a la solucion crioprotectora sea de 0 horas, como se contempla en la etapa c) de la 12
reivindicacion) el método se llevaria a cabo sin utilizar la solucion crioprotectora.

El problema técnico que intenta solucionar la invencion es encontrar un método alternativo a la
conservacion del esperma de los cefalépodos y la manera de solucionarlo es enfriandolo por debajo
de -20°C.

Varios documentos en el estado de la técnica describen la crioconservacion (congelacién por debajo
de -20°C) de esperma de animales acuaticos de especies diversas (moluscos, crustaceos,
equinodermos, poliquetos, peces, etc.) como un método muy adecuado para la conservacion del
mismo (ver documentos D1 a D4).
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En general, para la crioconservacion, el esperma o espermatdforo se sumerge en una solucion de
agua salada y un crioprotector (DSMO, glicerol, etc.) en concentraciones de entre 5 a 40%, la
congelacion se lleva a cabo de manera controlada en vapor de nitrégeno y la descongelacion en un
bafio a una temperatura de entre 10 y 30°C.

Un experto en la materia que buscara una manera alternativa de conservar esperma de cefalopodos
intentaria la crioconservacion, que ya ha sido utilizado en diversos animales acuéticos, con razonables
posibilidades de éxito. Para llevar a cabo la crioconservacion de una especie en concreto, dicho
experto, deberia desarrollar los correspondientes protocolos, adaptando el método general a la
especie o especies en estudio, llevando a cabo la experimentacion necesaria para elegir el
crioprotector adecuado y optimizar las condiciones de congelacién (temperatura, tiempo, velocidad de
congelacién) y de descongelacion.

Tal y como estan redactadas las reivindicaciones de la solicitud, éstas no se refieren a esas
condiciones concretas ensayadas, sino que mencionan condiciones muy amplias que se consideran
generalizaciones obvias a partir de los métodos descritos en D2 a D4 y, por tanto, se considera que
dichas reivindicaciones (1 a 14) carecen de actividad inventiva.

Con objeto de subsanar los problemas de novedad y actividad inventiva, se deberia redactar un nuevo
juego de reivindicaciones. En ellas, el procedimiento se deberia restringir a la invencién que realmente
se ha desarrollado. El nuevo juego de reivindicaciones deberian incluir anicamente las especies y
condiciones en las que sea probable que el método funcione, ya que el procedimiento debe ser valido
en todo el rango reivindicado. En ese sentido, un procedimiento que ha sido ensayado con una Unica
especie de cefaldbpodo no permite generalizar a todos los cefalépodos. De la misma manera, las
generalizaciones de las condiciones del procedimiento (temperaturas, tiempos, tasa de enfriamiento,
etc.) deben ajustarse a lo experimentado.

Por otro lado, las reivindicaciones deben contener todas las caracteristicas esenciales necesarias
para que el procedimiento sea efectivo. Segun la descripcién, Unicamente algunas condiciones del
ejemplo 2, permiten obtener una proporcion de espermatozoides viables aceptable.
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