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DESCRIPCION
Aumento de la viabilidad y tolerancia de estrés de material bioldgico viable

La presente invencion se refiere al uso de la presion hidrostatica para mejorar la viablidad de material biol6égico
viable no destinado a la crioconservacion, en el que dicho material biolégico es un oocito de un animal vertebrado,
con la condicion de que dicho material biolgico viable no es humano.

Antecedentes de la técnica

Los mecanismos fisioldgicos mediante los cuales los micoorganismos se adaptan a estreses subletales ain no se
comprenden bien. Recientes estudios indican que las inestabilidades provocadas por un choque por frio subletal en
la sintesis normal de proteinas en bacterias son superadas por la sintesis de las llamadas proteinas de choque por
frio (CSP) (Phadtare et al., 1999). Se sospecha que estas CSP tienen muchas funciones, tales como chaperonas de
ARN (Graumann y Marahiel, 1999) o activadores de la transcripcion (LaTena et al., 1991); se supone que también
desempefian un papel en la proteccion frente a la congelacion (Wouters et al., 1999). Otras investigaciones han
descubierto que la produccion de CSP es inducida no solo por un choque por frio, sino también por otros estreses
ambientales. En Eschericha coli, por ejemplo, se produce un tipo de CSP por estrés nutricional (Yamanaka et al.,
1998).

Otro ensayo ha demostrado que un tratamiento con alta presion hidrostatica provoca la produccién de ciertas
proteinas inducidas por frio y proteinas de choque térmico (Welch et al., 1993). Puesto que ambos tratamientos de
choque por frio y de alta presién aumentan los niveles de CSP, se han realizado ensayos acerca de la posibilidad de
proteccion cruzada. Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) han descubierto que el nivel de supervivencia después de
una presurizacion de Listeria monocytogenes tras un choque por frio es 100 veces mayor que el de células
cultivadas a 37 °C.

Una presién hidrostatica en el intervalo de 30-50 MPa habitualmente inhibe el crecimiento de diversos organismos:
el inicio de la replicacion del ADN es uno de los procesos intracelulares mas sensibles a la presion (Abe et al., 1999).
Los efectos varian en gravedad dependiendo de la magnitud y la duracion de la compresion (Murakami y
Zimmerman, 1973). Se advierte que la membrana celular es un sitio importante de dafios por presion (Palou et al.,
1997). Un tratamiento con alta presién hidrostatica puede alterar la funcionalidad de la membrana, por ejemplo el
transporte activo o la permeabilidad pasiva, y por tanto puede perturbar el equilibrio fisicoquimico de la célula (Yager
y Chang, 1983; Aldridge y Bruner, 1985; Macdonald, 1987; Schuster y Sleytr, 2002; Routray et al., 2002). La
aplicacién de presién puede conducir a cambios en la estructura de las proteinas, que incluyen conformaciones
parcial o completamente desplegadas. La presion puede provocar la desnaturalizacion de proteinas (Schmid et al.,
1975; Weber y Drickamer, 1983; Jaenicke, 1991; Gross y Jaenicke, 1994; Silva et al., 2001). Informes recientes han
indicado que la presién hidrostéatica potencia la produccion de proteinas de choque (Welch et al., 1993; Wemekamp-
Kamphuis et al., 2002).

Los procesos fisicos o bioquimicos en condiciones de presion alterada estan gobernados por el principio de Le
Chatelier: todas las reacciones que estdn acompafadas por una disminucion de volumen se aceleran
considerablemente (Murakami y Zimmerman, 1973; Welch et al., 1993; Palou et al., 1997). La acumulacién de los
efectos de la presion es letal mas alla de un cierto nivel: aunque se producen cambios irreversibles en algunas
biomoléculas a presiones mas altas, a 300 MPa la mayoria de las bacterias y los organismos multicelulares mueren.
Sin embargo, los tardigrados (que en su estado activo mueren entre 100 y 200 MPa) pueden sobrevivir hasta a 600
MPa si se encuentran en un estado deshidratado (Seki y Toyoshima, 1998). Una publicacion anterior demostré que
los sistemas biolégicos son capaces de tolerar presiones altas con la condicion de que la presién se reduzca
lentamente (Johnson et al., 1954). Pribenszky et al. (2003, 2004) también exploraron la posibilidad de una retirada
gradual de embriones presurizados y descubrieron que la liberacion gradual de la presibn aumenta
significativamente la supervivencia.

Molnar et al. (2002) estudiaron la tolerancia a la presion de embriones de ratén. Se emplearon diferentes presiones
para definir el limite de tolerancia de los embriones in vitro. Los embriones que recibieron diferentes tratamientos de
HHP se trasladaron a madres adoptivas para determinar si eran capaces de desarrollarse en crias sanas.
Concluyeron que los embriones puede sobrevivir a una HHP in vitro e in vivo.

Ferruzza et al. (1979) intentaron establecer los niveles de tolerancia frente a un tratamiento con HHP utilizando
huevos de ascidias. El estudio solo menciona los efectos perjudiciales de la HHP para los huevos de ascidias, y
concluy6 que los huevos pueden sobrevivir a la presion en algunas etapas del desarrollo.

Arai (1986) empled la presion hidrostatica para bloquear la extrusion del segundo cuerpo polar y para introducir
alotripliodia en huevos de salmén. El estudié concluyd que una HHP puede provocar halotriploidia cuando se
hibridan diferentes especies de salmén, y descubri6 que una HHP puede mejorar la probabilidad de que se
produzcan con éxito acontecimientos de hibridacion.

En respuesta a diferentes estimulos de estrés, son inducidos genes de choque térmico para expresar proteinas de
choque térmico (HSP). Estudios previos han revelado que la expresion de genes de choque térmico es regulada a
2
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nivel transcripcional y postranscripcional, y que la rapida induccién transcripcional de genes de choque térmico
implica la activacion del factor de transcripcion especifico, factor de choque térmico 1 (HSF1). Ademas, la induccion
transcripcional puede variar en intensidad y cinética de una manera dependiente de la sefal y del tipo celular.
Kaarniranta et al. (1998) demostraron que la carga mecanica en forma de presion hidrostatica aumenta la expresion
de genes de choque térmico en células similares a condrocitos humanos. La respuesta a una HHP continua se
caracteriza por unos niveles elevados de ARNm y de proteinas de HSP70, sin la activacién de HSF1 y la induccion
transcripcional del gen hsp70. La mayor expresion de HSP70 fue mediada a través de la estabilizacion de moléculas
de ARNm de hsp70. De modo interesante, en contraste con la presurizacion estatica, la carga hidrostatica ciclica no
da como resultado la induccion de genes de choque térmico. Los descubrimientos de Kaarniranta et al. (1998)
demuestran que la expresion del gen hsp70 es regulada de modo postranscripcional sin la induccién transcripcional
en células similares a condrocitos tras la exposicion a una alta presion hidrostatica continua. Sugirieron que la
regulacion postranscripcional en forma de la estabilizacion del ARNm de hsp70 proporciona otro modo de regulacion
de los genes de choque térmico que es probable que tenga una importancia significativa en ciertas formas de estrés.

Previamente, los presentes inventores descubrieron que un choque subletal, una alta presion hidrostatica (HHP),
mejora significativamente la supervivencia postcongelacién de blastocistos de ratdn congelados (Pribenszky et al.,
2005a, documento W02005022996). De modo similar, en la crioconservacion de semen, la motilidad media
postcongelacion fue significativamente superior con un pretratamiento de presién en cada semen bovino
presurizado, comparado con muestras congeladas sin presurizacion previa. El resultado claramente describe el
efecto beneficioso de un tratamiento previo con presién para la motilidad postcongelacién de semen de toro
crioconservado (Pribenszky et al., 2005b). Otras investigaciones que exploran el entorno biolégico y el cambio
bioquimico durante el proceso de la HHP revelaran el mecanismo de sus efectos protectores. Sin embargo, estos
estudios implican la crioconservacion del material biolégico después del pretratamento con HHP, que claramente no
es posible, o de una baja eficacia con una diversidad de material biolégico.

El proceso de enfriamiento o conservacion del semen a unas temperaturas mayores que 0 °C esta bien establecido
para conservar espermatozoides durante un corto periodo de tiempo (Hackett, et al., 1982; Pinto, 1999; O'Shea et
al., 1964). Con un tratamiento (diluciéon) éptimo del semen y una conservacién a unas temperaturas optimas, el
semen puede inseminarse con resultados de fertilidad aceptables (pero, obviamente, con unas tasas de concepcién
reducidas comparadas con la inseminacién con semen fresco) a los 1-2 dias después de la recoleccion (Gill et al.,
1970; Goodman y Cain, 1993; Harrop, 1954; ljaz y Ducharme, 1995; Katila et al., 1997). Estos métodos siguen unas
etapas basicas muy similares:

1. Recoleccién del semen.
2. Dilucién del semen a temperatura corporal.

3. Centrifugacién opcional del semen diluido. Reextensién del semen para ajustarse a la concentracién de esperma
Optima.

4. Mantenimiento del semen (re)extendido a temperatura ambiente o a 4-5 °C o a cualquier temperatura que esté por
encima del punto de congelacién de la muestra.

5. Inseminacién del semen.

De modo similar a los espermatozoides, que sufren una pérdida de viabilidad durante la conservacion, la capacidad
de supervivencia de los embriones o los oocitos también se reduce tras haber sido retirados de su entorno materno
fisiolégico (por ejemplo, para un cultivo in vitro, activacion, transferencia de embriones, division, determinacion del
sexo, biopsia, maduracién in vitro, ICSI, clonacién o cualquier tipo de procedimiento biotecnoldgico). Por esta razén,
la mejora de la viabilidad/capacidad de supervivencia de los gametos y embriones antes o después de cualquier
procedimiento, que incluye desde la conservacion rutinaria, la inseminacién o la transferencia, hasta el
procedimiento biotecnolégico mas complejo, es de gran importancia cientifica y econémica.

De forma similar, por ejemplo, durante la conservacién de microorganismos, tales como bacterias (por ejemplo,
liofilizacion), la viabilidad de los microorganismo se ve muy comprometida. La mejora en la eficacia de cualquier
proceso que venga acompafiada con una viabilidad mejorada tiene una inmensa importancia cientifica y econémica.

Como resulta evidente por lo anterior, en la técnica sigue siendo necesario mejorar la viabilidad del material
biolégico que se emplea ampliamente en los protocolos de biotecnologia.

Los presentes inventores han descubierto, de modo sorprendente, que mediante la aplicacién de una exposicién a
una presion hidrostatica puede mejorarse significativamente la viabilidad de materiales bioldgicos viables, siendo el
material biolégico viable un oocito de un animal vertebrado.

También resulté sorprendente que las mejoras fueron sustanciales, incluso cuando se evita aplicar temperaturas por
debajo del punto de congelacion del medio durante cualquier etapa de la conservacion y/o manipulaciéon del material
bioldgico viable. Este descubrimiento tiene implicaciones practicas significativas para la utilizacion de los presentes
métodos de HHP y otros métodos similares.
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Descripcion de la invencién
Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un uso segun se define en la reivindicacion 1.

La presion utilizada segun la invencién esta en el intervalo de 10 a 100 MPa, mas preferiblemente de 20 a 75 MPa, y
lo mas preferiblemente de 30 a 60 MPa.

La presioén hidrostatica utilizada segun la invencion se aplica durante un periodo de tiempo entre 10 segundos a 150
minutos, mas preferiblemente de 20 segundos a 90 minutos, y lo mas preferiblemente de 30 segundos a 60 minutos.

En algunas realizaciones, el periodo de tiempo para liberar la presion es de entre 10 segundos y 2 horas, o entre 1
min y 1 hora, o en otros casos 10 min y 30 min. La liberacién de la presiéon puede ser instantanea.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un uso, en el que la presion se aplica, se mantiene y se libera
segun un perfil de presion predeterminado.

En otra realizacion preferida, la invencion se refiere a un uso en el que la presion se aplica, se mantiene y se libera
segun un perfil de temperatura predeterminado.

Las realizaciones preferidas se refieren a un uso en el que dicho animal vertebrado es un pez, un ave o un
mamifero, preferiblemente bovino, equino, caprino, ovino, porcino, otro tipo de ganado, mascotas, primates,
excluyendo los seres humanos.

La presente invencion también se refiere a cualquier uso segun se describe en la reivindicacion 1, en el que el uso
de dicho material biolégico incorpora cualquier técnica o protocolo que sea aplicable en el campo de las técnicas de
reproduccion asistida, y las manipulaciones biotécnicas y/o biotecnoldgicas.

En el contexto de la presente descripcion, la expresion “material bioldgico viable” se refiere en general a una parte
de un organismo vivo, 0 a un parte que surge de un organismo vivo, que tiene capacidad para vivir, desarrollarse o
germinar bajo condiciones favorables.

Los expertos en la técnica apreciaran que el tratamiento con presion segun la presente invencion puede realizarse
segun cualquier perfil de presion deseado. Por tanto, la dependencia del tiempo de la presién segin se aplica, se
mantiene y se libera puede variar dependiendo de diferentes curvas de tiempo-presion, que incluyen todos los
momentos del tiempo del tratamiento con presion, es decir, durante la aplicacion de la presion, durante el desarrollo
del periodo de presién maxima, y durante la fase de liberacion de la presion. Resulta obvio que el nivel de presion en
cualquier momento del tiempo concreto puede optimizarse y ajustarse segin experimentos preliminares que se
realizan con facilidad basandose en las presentes indicaciones sin un exceso de experimentacion.

En otra realizacién preferida, el método de la presente invencién puede realizarse segun un perfil de temperatura
predeterminado. La expresion “perfil de temperatura” se refiere al perfil de tiempo-temperatura segin se mide o se
ajusta durante el desarrollo del tratamiento con presién, y puede controlarse independientemente de la presién
aplicada. En realizaciones preferidas, aunque el tratamiento con presién se realice a una Unica temperatura, el
material biolégico de interés puede dictar el uso de diferentes temperaturas en diferentes etapas o partes de las
etapas del tratamiento con presién. Una temperatura ajustada puede ser cualquier temperatura, por ejemplo, la
temperatura ambiente, la temperatura ambiental, la temperatura nativa del cuerpo del cual se origina el material
bioldgico, una temperatura ligeramente elevada de dicha temperatura nativa del cuerpo, y similares. Los expertos en
la técnica pueden determinar con facilidad la aplicabilidad de cualquier perfil de temperatura concreto analizando la
eficacia del tratamiento con presion comparado con experimentos control.

Sin estar limitados por la teoria, una posible explicacion de esta caracteristica puede ser que se genera una cantidad
considerable de CO; bajo presion (Abe y Horikoshi, 1995). La hidratacién e ionizacién del CO, (HCOs y H') se ven
facilitadas por una presion elevada porque la reaccién viene acompafiada de una disminucion en el volumen (-0,26
ml/mol) de una manera dependiente de la magnitud de la presién aplicada (Palou et al., 1997; Welch et al., 1993). El
diéxido de carbono producido de modo intracelular se disuelve instantdneamente, y después se disocia para
producir HCO3" y H", reduciendo asi el pH intracelular (Abe y Horikoshi, 1995, 1997, 1998; Abe et al., 1999). En una
condicién de un cierto tiempo de descompresién, las proteinas de la membrana plasmatica (H*-ATPasa) (Schmid et
al. 1975; Péqueux y Gilles, 1978) inactivadas de modo reversible por una presion hidrostatica elevada, comienzan a
funcionar de nuevo, desplazando (junto con la difusion pasiva) el equilibrio gradualmente hacia el estado fisioldgico.

Se presurizaron oocitos de cerdo para estudiar su tolerancia a la presion. Después, con parametros cuidadosamente
seleccionados, los oocitos se pretrataron, se sometieron a un estrés con un impulso eléctrico 10 veces mayor que el
valor éptimo, y se estudiaron para determinar la division y el posterior desarrollo hasta la etapa de blastocisto. El
ndamero de oocitos activados in vitro que se dividieron y posteriormente se desarrollaron fue mayor con un
tratamiento con presién que en ausencia de este.

Los siguientes ejemplos y ejemplos de referencia demuestran la mejora en la viabilidad/capacidad de supervivencia
de material bioldgico por una exposicidn a una presion hidrostatica utilizando blastocistos de ratén, oocitos de cerdo,
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espermatozoides de cerdo y toro, y dos especies de bacterias como sistemas modelo. Esto puede evaluarse
trasladando los embriones presurizados, después de su tratamiento, a un medio cultivo y/o hacia receptores de
pseudoembarazo; o una activacion in vitro; o inseminando el semen tratado; o contando la supervivencia de las
bacterias después de la liofilizacion, respectivamente. El desarrollo in vitro, la implantacién y el posterior desarrollo
uterino y la division y el posterior desarrollo son pruebas obvias de la viabilidad de los embriones y los oocitos.

La presurizacion puede realizarse utilizando cualquier dispositivo de presurizacion disponible que pueda adaptarse a
los protocolos segun la presente invencién. Los ejemplos no limitantes de dichos instrumentos son, por ejemplo, los
dispositivos descritos en el documento W0O2005022996 o en el presente documento.

Ejemplo de referencia 1: Supervivencia de embriones d e ratdon a diferentes presiones a temperatura
ambiente, y efecto del tratamiento con presién sobr e la implantacion y las tasas de nacimiento

Produccién y cultivo de embriones

Se recolectaron embriones de ratén en la etapa de una sola célula de donantes CB6F1 de 6-8 semanas
superovuladas y se cultivaron a 37 °C con CO- al 2% y una maxima humedad en el aire en medios G 1.2y G 2.2
(Vitrolife, G6teborg) hasta la etapa de blastocisto expandido.

Presurizacion

Los blastocistos se cargaron sobre pajillas de plastico de 0,08 ml (7-9 embriones/pajilla) con M2 (Sigma, St. Louis,
MO). Las pajillas, rellenas con M2 como medio de presién, se colocaron en la cadmara de un dispositivo especial
fabricado a medida que es capaz de generar y detectar con precision una presion hidrostatica de hasta 150 MPa. Se
obtuvo la cantidad de presion deseada tras 20 segundos a 5 minutos (de 10 MPa a 150 MPa, respectivamente); la
duracion de la liberacion de la presion fue de 2-4 segundos.

Transferencia

Para la evaluacion in vivo, los embriones presurizados con 600 bares durante 30 min se cultivaron en G 2.2 durante
2 horas como se indic6 anteriormente. Después se transfirieron (7-12 embriones por animal) a receptores de
pseudoembarazo del dia 3. Se transfirieron blastocistos no tratados como controles.

Evaluacion y analisis estadistico

Se extrajeron conclusiones de los cambios en el aspecto morfolégico de embriones examinados con un aumento de
400 x durante 24 horas de cultivo in vitro continuo, y de la tasa de nacimientos de los embriones transferidos. Una
morfologia microscépicamente inalterada de los blastémeros, la reexpansion del blastocele y la eclosién de la zona
pelicida son sefales de la supervivencia in vitro. El nimero de fetos en la diseccion del dia 18 de las hembras
prefiadas o el nacimiento de crias sanas es una prueba de la supervivencia in vivo de los embriones. Las tasas de
supervivencia se compararon con los controles mediante un ensayo de chi-cuadrado.

En los presentes experimentos, los embriones se expusieron a diferentes presiones hidrostaticas de 10 a 150 MPa
(en incrementos de 10 MPa) durante diversos intervalos de tiempo, entre 1 seg a 300 min, a temperatura ambiente.

El tratamiento que excede una cierta cantidad de presién y tiempo provoca cambios morfoldgicos reversibles. Los
blastocistos expandidos se compactaron dentro de la zona pellcida: el blastocele desaparecié, el tamafio de los
blastomeros se redujo, pero no mostraron alteracion en su integridad estructural. Después de 4-5 horas de cultivo in
vitro, estos blastocistos se reexpandieron y eclosionaron de la zona pellcida en 24 horas (a). Los embriones que
recibieron menos impacto no mostraron cambios morfoldgicos y eclosionaron a las 24 horas de cultivo in vitro (b),
mientras que los embriones expuestos a un impacto mayor no se reexpandieron desde el estado compactado y se
desintegraron a las 2 horas, o ya estaban desintegrados después de la descompresion (b).

Para la evaluacion in vivo, los embriones expuestos se consideraron “supervivientes” (a 'y b), y “muertos” (c) después
de 2 horas de cultivo in vitro después de la descompresion, y se trasladaron a diferentes receptores. Se transfirieron
29 embriones tratados con presion a madres pseudoprefiadas, de los cuales nacieron 28. Esta tasa es mayor que la
gue se logra con embriones no tratados. La mejora significativa frente a los datos de la técnica anterior
(aproximadamente 85%) también demuestra la solidez del pretratamiento con presién. Cuando se aplican los
parametros optimos de presién y tiempo, la mejora en la viabilidad del material biolégico ain puede ser significativa,
a pesar de que los valores de la linea de base son bastante altos y ya son considerados satisfactorios por la
industria. Sin embargo, en el campo de las ART, cada punto de porcentaje puede tener una importancia econémica
afiadida.

Ejemplo de referencia 2: Supervivencia de espermatozo ides de toro a diferentes presiones a temperatura
ambiente, y efecto del tratamiento con presion sobr e la prevencién de la disminucion de la motilidad
espermatica

Aunque el semen de toro habitualmente se conserva congelado, también se ensay6 la viabilidad del presente
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método en un sistema importante desde el punto de vista industrial.

Se diluy6 el semen de 13 toros hasta una concentracion espermatica de 8 x 10’/ml con un extensor AndroMed
(MiniTib, Tiefenbach, Alemania). El esperma diluido se cargé sobre pajillas de 0,25 ml a 25 °C. Las pajillas se
dividieron en grupos de tratamiento y un grupo control no tratado. Los grupos de tratamiento se presurizaron con una
maguina de presion controlada por ordenador (Cryo-Innovation, Budapest, Hungria) con 9 perfiles diferentes. Para el
ensayo de la motilidad total/progresiva se empled un aparato CASA, SpermVision version 3.0 (Minitiib, Tiefenbach,
Alemania).

Se concluy6 que un tratamiento con presion por debajo de la regidon de 600 bares no afecta de modo negativo a la
superviencia del esperma. Después de 8 horas de conservacion del semen a temperatura ambiente se volvié a
analizar la motilidad de las muestras tratadas/no tratradas: la proporcién de células mdviles fue mayor en las
muestras tratadas.

Ejemplo de referencia 3: Supervivencia de espermatozo  ides de cerdo a diferentes presiones a temperatura
ambiente, y efecto del tratamiento con presion sobr e la prevencion de la disminucion de la motilidad
espermatica

Para estudiar mas a fondo la aplicabilidad del método segun la invencién se estudid la superviencia de
espermatozoides de cerdo, para los cuales la conservacion a temperatura ambiente es una practica habitual en la
industria.

Recoleccién de semen

El semen se recogio de los cerdos dos veces cada semana. La fraccion rica en esperma filtrada se recogié mediante
la técnica de la mano enguantada y se introdujo en una botella de vacio aislada de 250 ml, en la cual se evalud el
esperma (Hancock y Hovell, 1959). Se emplearon las fracciones ricas en esperma de las eyaculaciones con mas del
70% del esperma movil.

Preparacion del semen

La preparacién del semen congelado se realizé siguiendo un método previamente descrito (Almlid y Johnson, 1988;
Maxwell y Johnson, 1997) con pequefias modificaciones. Brevemente, el semen se diluyé 1:2 con extensor de
disoluciéon de descongelacion Beltsville (BTS) a 37 °C en la botella aislada y después se enfri6 a temperatura
ambiente (20-23 °C) durante 1 h después de la recoleccion. Después de enfriar, el semen se trasladé a tubos de 10
ml, se centrifugd a temperatura ambiente durante 3 min a 2400 x g, y se rechazo la disolucion de sobrenadante. Los
sedimentos se resuspendieron en lactosa y diluyente de yema de huevo a temperatura ambiente. Después se
afnadio un diluyente de glicerol (el segundo diluyente) y pasta Equex ((Minitiib, Tiefenbach, Alemania) al semen para
obtener una concentracion final de 6% de glicerol y 0,5% de Equex. Después se rellenaron minipajillas de 0,25 ml
(IMV, L’Aigle, Francia) con el semen, y las pajillas se termosellaron. La concentracion se ajustd para proporcionar
300 x 10° esperma/ml.

Presurizacion

Las pajillas se colocaron en la camara de presioén, se rellenaron con agua como medio de presién del dispositivo de
presurizacion, y se aplicé el protocolo de presion predeterminado. El dispositivo presurizado fabricado a medida es
capaz de proporcionar una presion controlada con precision en el intervalo de 10-1000 bares. Esta fabricado con
acero inoxidable (KO 33) con un didmetro interno de 20 x 220 mm, y esta conectado a un indicador de presion. Un
pistdon que se mueve en la camara de presion genera la presién hidrostatica. La velocidad de la presurizacion y la
despresurizacion fue de 200 bares/min.

Las muestras se presurizaron a temperatura ambiente (TA) con 200, 400 o 800 bares durante 40, 80 o 120 minutos.
Las muestras no presurizadas se mantuvieron a temperatura ambiente durante el tiempo correspondiente.

Evaluacién

Después de 20 min de incubacion, se trasladaron dos gotas de 5 pl a portaobjetos de vidrio y se aplicaron dos
cubreobjetos de 22 mm x 22 mm. Las muestras se insertaron en el microscopio (Olympus BX 30), equipado con una
Optica de constraste fase y una plataforma de microscopio a 37 °C (20X, Olympus, Jap6n) y se evaluaron 5-5
campos de cada gota mediante el aparato CASA, SpermVision versién 3.0 (Minitlib, Tiefenbach, Alemania). Los
espermatozoides con VSL > 10 um/s y AOC > 10 se consideraron moviles progresivos.

Resultados

Después de analizar los parametros de motilidad utilizando un modelo mixto (factores: tiempo, presion, fecha
(aleatorio)), el factor de presion demostr6 ser significativo (p = 0,001, matilidad total; p = 0,0103, motilidad
progresiva). Después de multiples comparaciones de los tratamientos con presién, el impacto de un tratamiento de
800 bares demostré ser significativamente peor (P < 0,001, motilidad total; P < 0,05, motilidad progresiva) que los
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otros niveles (tabla 1).

Tabla 1: Parametros de motilidad (motilidad media (error estandar)) después de diferentes tratamientos con presion

40 min 80 min 120 min
mt mp mt mp mt mp
200 bares 81 (4) 71,5 (6,5) 91 (2) 61 (16) 82,5 (0,5) 64 (16)
400 bares 87 (3) 73 (2) 87 (2) 52 (9) 80 (4) 63 (9)
800 bares 65,5 (6,5) 48 (2) 78,5 (3,5) 53,5 (9,5) 69,5 (3,5) 52 (10)
Presion 88 (2) 70 (11) 88 (1) 61 (10) 80 (1) 68,5 (8,5)
atmosférica

mt: motilidad total; mp: motilidad progresiva. Se realizaron 2 repeticiones de cada combinacion de tratamiento.

Después se estudio si la aplicacion de un tratamiento con presion afecta a las tasas de motilidad espermatica
después de 5 horas de tiempo de aclimatacion al frio. De nuevo se empled un modelo mixto con presion, tiempo y
examen (con dos niveles: antes y después del tiempo de aclimatacion de 5 horas), las interacciones de los factores
fijos, y la fecha como factor aleatorio. Solo los factores de presion y examen resultaron significativos (tabla 2).

Tabla 2: Parametros de motilidad (motilidad media (error estandar)) después de 5 horas de tiempo de aclimatacion al

frio
40 min 80 min 120 min

mt mp mt mp mt mp
200 bares 78,5 (1,66) 51,25 (7,5) 85,67 (2,33) 71,33 (5,46) 80 (2) 56,5 (4,5)
400 bares 77 (1,58) 63,25 (5,76) | 78,67 (4,18) | 64 (7,77) 80,5 (4,5) 74 (2)
800 bares 67 (4,53) 46,75 (4,5) 64 (0,58) 4733(2,19) | 76,5 (1,5) 66 (1)
Presion 72,25 (2,56) | 47,75 (10,59) | 78,33 (4,1) 60 (10,21) 75 (4) 455 (3,5)
atmosférica

mt: motilidad total; mp: motilidad progresiva. Se realizaron 4, 3 y 2 repeticiones de cada tratamiento con presion
durante intervalos de 40, 80 y 120 minutos, respectivamente.

La motilidad total de las muestras no presurizadas (atm) se redujo significativamente, pero después de los
tratamientos de 200 y 400 bares, la motilidad no se redujo después de 5 horas de tiempo de aclimatacion al frio,
comparado con la motilidad inicial.

Ejemplo de referencia 4: Efecto de un tratamiento con presion sobre la capacidad fertilizante de
espermatozoides de cerdo

Se inseminaron cinco cerdas, que ya habian sido excluidas de la producciéon, con semen de cerdo tratado con
presion para observar la capacidad fertilizante de espermatozoides tratados con presion, asi como para investigar
cualquier malformacion que aparezca en la descendencia.

Los eyaculados de dos cerdos se extendieron 1:3 con un extensor comercial, a la temperatura corporal, y después
las muestras se dejaron enfriar hasta la temperatura ambiente a lo largo de 30 minutos, antes de introducir el semen
extendido en bolsas de infusion. Las bolsas de infusidn se colocaron en la camara de presion de un dispositivo de
presurizacién automatico (Cryo-Innovation Ltd., Budapest, Hungria) y se ejecuté el programa de presion a
temperatura ambiente.

El tratamiento con presion empleado fue de 300 bares durante 90 minutos. Después del tratamiento, las muestras de
semen se volvieron a extender con el mismo extensor comercial a temperatura ambiente, y después se inseminaron
5 cerdas en 1 hora transcurrida desde la presurizacion. La inseminacion se repitid 12 horas después de la primera
inseminacién con el semen tratado, y se dej6 a 5 °C durante el tiempo correspondiente.

En el examen con ultrasonidos se demostrd que las cinco cerdas estaban prefiadas. Después de un parto normal
nacieron 58 lechones sanos. Los lechones no tenian defectos ni malformaciones.

Se concluyé que el tratamiento con presion aplicado mantiene la capacidad fertilizante de los espermatozoides de
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cerdo, y no provoca defectos ni malformaciones en la descendencia. El tamafio medio de la camada en la granja es
de 9,8 lechones/cerda, mientras que el tratamiento con presion aplicado produjo una tasa de embarazo del 100% y
un tamafio medio de la camada de 11,6. Por tanto, también se concluyé que el tratamiento con presion aplicado
también aumenta el tamafio medio de la camada que se puede lograr.

Ejemplo 5: Supervivencia (division tras la activacion in vitro) de oocitos de cerdo después de diferentes
tratamientos con presion

Se activaron oocitos de cerdo madurados in vitro mediante una electroactivacion in vitro después de diferentes
combinaciones de tratamientos con presion para determinar la tolerancia a la presion de los oocitos.

Se dividieron 600 oocitos desnudos madurados in vitro en grupos de tratamiento (n = 15-20 oocitos/grupo) y grupos
control. Los grupos se presurizaron en pajillas artificiales de 0,5 ml en medio TCM-HEPES (las pajillas se sellaron
con aceite mineral y una bola metalica) con 200-400 bares durante 30-90 min a 24 °C y a 38,5 °C. Los controles se
mantuvieron en las mismas circunstancias, y un grupo control se dejé en el medio IVM en el termostato durante el
tiempo correspondiente. Después de los tratamientos, los oocitos se activaron in vitro y se colocaron en medio de
cultivo en un termostato a 38,5 °C para su posterior desarrollo. Se comprobé la division 48 horas después de la
activacion. La tabla 3 muestra el porcentaje de oocitos en los diferentes grupos que se dividieron después de la
activacion in vitro.

Tabla 3: Porcentaje de oocitos que se dividieron después de los tratamientos con presion a 24 °Cy a 38,5 °C, 48 h
después de la activacion in vitro

P/t (24 °C) 30 min 60 min 90 min
200 bares 71% 65% 68%
400 bares 85% 86% 74%
Grupo control I: 65%

P/t (38,5 °C) 30 min 60 min 90 min
200 bares 91% 94% 76%
400 bares 2% 75% 83%
Grupo control Il: 90%

Grupo control Ill (termostato): 81%

Se concluyé que los tratamientos de 200-400 bares durante 30-90 minutos no eran perjudiciales para los oocitos de
cerdo madurados. Ademas, el tratamiento de 400 bares durante 30-60 minutos a 24 °C y el tratamiento de 200 bares
durante 30-60 minutos a 38,5 °C produjeron mayores tasas de division que los correspondientes grupos control.
También se realizaron tratamientos con 600-800 bares/30-90 minutos. En estos grupos los oocitos no sobrevivieron
a los tratamientos; estos parametros de presion son perjudiciales.

Ejemplo 6: Supervivencia de oocitos de cerdo madurado s in vitro después de diferentes combinaciones de
tratamientos con presién, activados con un pulso el éctrico 10 veces mas fuerte que el 6ptimo

Se activaron oocitos de cerdo madurados in vitro mediante una electroactivacién de magnitud 10x in vitro, después
de diferentes combinaciones de tratamientos con presion, para estudiar si los oocitos tratados sobreviven mejor al
electrochoque perjudicial.

Se dividieron 300-600 oocitos madurados in vitro (diario) en grupos de tratamiento (n = 15-20 oocitos/grupo) y
grupos control. Los grupos con células del camulo se presurizaron en pajillas artificiales de 0,5 ml en medio TCM-
HEPES (las pajillas se sellaron con aceite mineral y una bola metalica) con 200-800 bares durante 30-120 min a 24
°C. Los controles se mantuvieron en las mismas circunstancias, y un grupo control se dejé en el medio IVM en el
termostato durante el tiempo correspondiente. Después de los tratamientos, los oocitos se desnudaron con agitacion
en voértice, se activaron in vitro con un impulso eléctrico 10 veces mas fuerte que el 6ptimo, y después se colocaron
en medio de cultivo en un termostato a 38,5 °C para su posterior desarrollo. Se comprobé la division 48 horas
después de la activacion, y la formacién de blastocistos se estudié en el 6° dia. Los experimentos se repitieron 3
veces.

Tabla 4: Porcentaje de los oocitos en los diferentes grupos que se dividieron y posteriormente se desarrollaron
8
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después de una activacion in vitro con un pulso eléctrico 10x.

P/t 30 min 60 min 120 min
200 bares 42% 54% 26%
400 bares 35% 35% 29%
600 bares 0% 0% 0%

800 bares 0% 0%

Control | (24 °C): 20%

Control Il (termostato): 10%

Formacion de blastocistos

P/t 30 min 60 min 120 min
200 bares 47% 44% 32%
400 bares 29% 35% 28%
600 bares 0% 0% 0%

800 bares 0% 0%

Control | (24 °C): 28%

Control Il (termostato): 21%

Los tratamientos de 200-400 bares durante 30-60 minutos produjeron un nimero significativamente mayor de
oocitos supervivientes que los que no fueron tratados o los tratados con 600 u 800 bares. Se concluyé que los
tratamientos con una presién de 200 bares durante 30 o 60 minutos demostraron proporcionar una tasa de division y
una tasa de blastocitos significativamente mayores, comparado con el grupo control y otros grupos.

Ejemplo de referencia 7: Supervivencia de bacterias d  espués de diferentes combinaciones de tratamientos

con presion, seguidas de una liofilizacion

Para el experimento se emplearon dos microbios, Escherichia coli y Lactobacillus plantarum. Los recuentos celulares
se determinaron sobre el medio nutritivo TGE (extracto de glucosa triptona) (MERCK) y agar MRS (MERCK),
respectivamente. Los recuentos celulares se determinaron antes de preparar los grupos de tratamiento, después de
los tratamientos con presion, y después de 96 horas de incubacion a 37 °C después de liofilizar (c.f.u.). Los
tratamientos con presién se ejecutaron con 9 maquinas presurizantes al mismo tiempo segun la siguiente tabla:

Presion/Tiempo 30 min 60 min 90 min

200 bares Grupo de tratamiento 1 Grupo de tratamiento 2 Grupo de tratamiento 3
400 bares Grupo de tratamiento 4 Grupo de tratamiento 5 Grupo de tratamiento 6
600 bares Grupo de tratamiento 7 Grupo de tratamiento 8 Grupo de tratamiento 9

Las muestras se introdujeron en pajillas artificiales estériles de 0,5 ml, y se sellaron con una bola de hierro estéril. La
liofilizacion se realiz6 en un equipo de liofilizacion Edwards. Los experimentos se reprodujeron dos veces. Los
resultados se presentan en las siguientes tablas.

Tabla 5: Numero de células vivas de Lactobacillus plantarum (c.f.u./0,4 ml) antes y después de liofilizar (dos
repeticiones) (recuento inicial de células (c.f.u./ml) antes del tratamiento: 9,0 x 10%-1,1 x 107)
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NUmero de células vivas/0,4 mi
n.° del grupo de tratamiento | Antes de liofilizar Después de liofilizar | Después de liofilizar Il
1 1,30 x 10’ 2,29 x 10° 2,56 x 10°
2 7,80 x 10° 3,02 x 10° 2,54 x 10°
3 8,80 x 10° 2,01 x10° 2,05 x 10°
4 5,70 x 10° 4,25 x 10° 4,19 x 10°
5 6,38 x 10° 1,99 x 10° 2,10 x 10°
6 1,26 x 10° 4,34 x10° 4,13 x10°
7 7,50 x 10° 3,12 x10° 3,59 x 10°
8 8,70 x 10° 2,71 x 10° 3,88 x 10°
9 8,30 x 10° 3,36 x 10° 4,83 x 10°
Control 1,05 x 10’ 2,56 x 10° 4,08 x 10°

Tabla 6: Numero de células vivas de Escherichia coli (c.f.u./0,4 ml) antes y después de liofilizar (dos repeticiones)
(recuento inicial de células (c.f.u./ml) antes del tratamiento: 4,08 x 10%-4,10 x 10 )

NUmero de células vivas/0,4 mi

n.° del grupo de tratamiento | Antes de liofilizar Después de liofilizar | Después de liofilizar Il
1 6,10 x 10° 1,55 x 10" 1,65 x 10°
2 3,20 x 10° 2,56 x 10° 2,90 x 10°
3 4,80 x 10° 9,30 x 10’ 9,0x 10’
4 3,90 x 10° 1,36 x 10° 1,00 x 10°
5 5,90 x 10° 2,14 x 10° 1,80 x 10°
6 5,95 x 10° 2,27 x 10° 1,70 x 10°
7 6,10 x 10° 7,50 x 10” 9,50 x 10’
8 6,60 x 10° 1,65 x 10° 7,80 x 10’
9 6,20 x 10° 1,52 x 10’ 1,21 x 10°
Control 5,10 x 10° 2,50 x 10’ 7,7x10"

Los grupos de tratamiento marcados en negrita representan una tasa de supervivencia celular significativamente
mayor comparada con el grupo control. Entre los grupos de tratamiento, los grupos n.° 2 y n.° 4 demostraron ser
superiores. Se concluyd que un tratamiento con una alta presion hidrostatica especifica antes de liofilizar potencia
significativamente la tasa de supervivencia celular después de la liofilizacion.

Ejemplo de referencia 8: Supervivencia de embriones b ovinos después de una biopsia de embriones o
determinacién del sexo con o sin un tratamiento con presién

Recoleccion de oocitos y maduracion in vitro (IVM)

Se maduraron COC (aspirados de ovarios de un matadero) en TCM-199 de Earl suplementado con FCS, LH
(Sigma), FSH (Sigma), L-glutamina, penicilina y estreptomicina, con una cobertura de aceite mineral en 38 °C con
CO; al 5,1% y una humedad maxima del aire durante 22 horas.

Preparacion del esperma, fertilizacion in vitro (IVF) y cultivo in vitro (IVC)
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El medio de fertilizacién es TALP suplementado con BSA, penicilamina, hipotaurina, epinefrina y heparina cubierto
con aceite mineral.

Se obtuvieron espermatozoides mdviles mediante centrifugacion de espermatozoides congelados y descongelados
en un gradiente de densidad discontinuo de Percoll (2 ml de Percoll al 45% sobre 2 ml de Percoll al 90%) durante 20
min a 700 g a temperatura ambiente. Después de la resuspension, los espermatozoides se afiadieron a las gotas de
fertilizacion. Las placas se incubaron durante 19 hr en CO; al 5% en aire humidificado a 39 °C. Después se
cultivaron los presuntos cigotos in vitro en gotas de SOF bajo aceite mineral en una atmésfera humidificada de CO
al 5% a 39 °C.

Presurizacion

Los blastocistos expandidos se cargaron en pajillas de plastico de 0,25 ml sin burbujas de aire (7-9
embriones/pajilla) con medio de mantenimiento de embriones y después las pajillas se sellaron con PVC. Las pajillas
se colocaron en el dispositivo presurizante (Cryo-Innovation Ltd., Budapest, Hungria). Los embriones se expusieron
a diferentes presiones hidrostaticas de 60 a 90 MPa (en incrementos de 10 MPa) durante diversos tiempos (15, 30,
45, 50, 60, 90, 100 minutos) a temperatura ambiente.

Resultados

La tasa de supervivencia de los embriones a los que se les ha determinado el sexo o de los embriones después de
la biopsia es significativamente mayor con un tratamiento de presion especialmente seleccionado que sin este
tratamiento.

Ejemplo de referencia 9: Supervivencia de embriones b ovinos después de la transferencia de genes con o
sin un tratamiento con presion

En el presente experimento se exponen embriones bovinos a una presion hidrostatica para descubrir si su
comportamiento bajo condiciones de presion alteradas es similar al de los embriones de raton. Después de la
exposicion a la presién hidrostatica, las muestras se sometieron a una transferencia de genes. Después del cultivo in
vitro y la transferencia, la supervivencia de las muestras es mayor, comparada con muestras que no habian sido
tratadas previamente con presion.

Ejemplo de referencia 10: Supervivencia de embriones humanos después de ICSI y de biopsias de
embriones con o sin un tratamiento con presién

En el presente experimento se exponen embriones bovinos a una presion hidrostatica para descubrir si su
comportamiento bajo condiciones de presion alteradas es similar al de los embriones de raton. Después de la
exposicion a la presién hidrostéatica, las muestras se sometieron a ICSI o biopsia. Después del cultivo in vitro y la
transferencia, la supervivencia de las muestras es mayor, comparada con muestras que no habian sido tratadas
previamente con presion.

Ejemplo de referencia 11: Supervivencia de oocitos ( humanos, bovinos, caprinos, porcinos) después de un
tratamiento con presién, conservacion y maduracion in vitro

El objetivo del presente experimento es demostrar que los oocitos toleran cualquier proceso (incluyendo una
conservacién/maduracion in vitro) con una eficacia mucho mayor que si son tratados previamente con presién
hidrostéatica. Los oocitos son tratados con presion hidrostatica y las muestras se mantienen in vitro después de
liberar la presion. La supervivencia in vitro e in vivo de los oocitos es mayor, comparada con las muestras que no
habian sido tratadas previamente con presion.

Ejemplo de referencia 12: Supervivencia de células pl  uripotenciales embrionarias después de un tratamien to
con presion y conservacién  in vitro

El objetivo del presente experimento es demostrar que la supervivencia de células pluripotenciales embrionarias es
mayor con un tratamiento con presion previo. Las células pluripotenciales embrionarias de raténes son tratadas con
presion hidrostatica y las muestras se conservan y se tratan después de liberar la presion. La supervivencia in vitro e
in vivo de las muestras es mayor, comparada con las muestras que no habian sido tratadas previamente con
presion.
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REIVINDICACIONES

1.- El uso de la presion hidrostatica para mejorar la viabilidad de material biolégico viable no destinado a la
crioconservacion, en el que dicho material biolégico es un oocito de un animal vertebrado, que comprende:

(a) aplicar una presién hidrostatica en el intervalo de 10 a 100 MPa a dicho material biologico;

(b) mantener dicho material bioldgico viable a la presidon hidrostatica durante un periodo de tiempo de entre 10
segundos a 150 minutos;

(c) liberar la presion hidrostatica;
con la condiciéon de que dicho material biolégico viable no es humano.

2.- El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho animal vertebrado es bovino, equino, caprino, ovino, porcino,
otro tipo de ganado, mascotas, primates.

3.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha presién hidrostatica esta en el intervalo de
20 a 75 MPa.

4.- El uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha presion hidrostatica esta en el intervalo de
30 a 60 MPa.

5.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha presién hidrostatica se aplica durante un
periodo de tiempo de entre 20 segundos a 90 minutos.

6.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha presion hidrostatica se aplica durante un
periodo de tiempo de entre 30 segundos a 60 minutos.

7.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha presién se libera gradualmente a lo largo
de un periodo de tiempo entre la liberacion instantanea y 6 horas.

8.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha presion se aplica, se mantiene y se libera
segun un perfil de presion predeterminado.

9.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha presion se aplica, se mantiene y se libera
segun un perfil de temperatura predeterminado.
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