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(57) Resumo: PROCESSO PARA ROMPIMENTO DE ESPOROS DE Ganoderma lucidum E OBTENGAO DE PRODUTOS PARA
CONSERVACAO IN VITRO DE OOCITOS E ESPERMATOZOIDES. Esta invencéo descreve um processo de ruptura de esporos
de Ganoderma lucidum e a obtencao de dois produtos para conservacao in vitro de oécitos (produto 1) e espermatozoides
(produto 2). Os produtos 1 e 2 possuem aplicagdo em cultivo in vitro de células reprodutivas, na conservagao por criopreservagao
e vitrificacdo e no descongelamento como diluentes protegendo varios parametros reprodutivos como viabilidade celular,
morfologia e maturagéo. O processo para obtencdo dos bioativos compreende as etapas de rompimento dos esporos por
cisalhamento e micro-ondas, extracdo em solugéo aquosa, centrifugagéo e conservacao por liofilizagdo. O produto 1 estimula o
resgate de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano e o produto 2 incrementa a viabilidade e preserva o DNA em
espermatozoides. Os produtos reivindicados na presente invengdo ndo apresentam citotoxicidade e foram avaliados em ensaios
de cultivo in vitro. As aplicagdes estéo relacionadas com o melhoramento e a conservacéo das células reprodutivas em cultivos in
vitro.
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PROCESSO PARA ROMPIMENTO DE ESPOROS DE Ganoderma lucidum E
OBTENCAO DE PRODUTOS PARA CONSERVACAO IN VITRO DE OOCITOS E
ESPERMATOZOIDES

Campo da Invencdo
[001] A presente invencdo frata do desenvolvimento de um processo

para ruptura de esporos de Ganoderma lucidum usando esferas de
aco/crémio e micro-ondas e, a extracdo de biomoléculas. Na primeira
etapa obtém-se o produto 1 para ser usado no resgate de foliculos pré-
antrais de tecido ovariano. Na segunda etapa do processo obtém-se o
produto 2 com acdo antioxidante in vitro de espermatozoides. Os dois
produtos tém aplicabilidade na drea de resgate e conservacdo de
células reprodutivas de animais € humanos com melhoramento nos
diferentes par@metros das células reprodutivas, permitindo resgatar
maior numero de foliculos pré-antrais e preservar a qualidade do
sémen.

Historico da Invencao

[002] As taxas de fecundidade humana no Brasil diminuiram entre 2000 e
2015, de 2,4 para 1,8 filhos por mulher, segundo dados coletados no site
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2013. Esse
fendmeno também se reflete nas estatisticas globais, onde as taxas de
fecundidade global estdo declinando, com destaque para os paises da
Europa Ocidental, onde a populacdo pode diminuir drasticamente nos
proximos 50 anos (CIA, 2018).

[003] Entre as causas do declinio da fecundidade estdo o aumento da
idade para ter filhos e a maior disponibilidade de contraceptivos (CIA,
2018). A diminuicdo da fecundidade vem acompanhada da
inferfilidade, que nos Ultimos anos, atingiu cerca de 30% dos casais.
Cada mulher nasce com 2 milhdes de foliculos primordiais (células

reprodutivas), cerca de 99,9% dessas células serdo eliminadas por
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mecanismos de apoptose ativados por processos fisioldgicos durante a
foliculogénese (FIGUEIREDO et al., 2009). No entanto, diferentes doencas
autoimunes e inflamatdrias aceleram a perda da reserva folicular no
ovdrio com a consequente perda de fertilidade (FRANKS et al., 2015;
ORSI et al., 2017). Nos homens, as mesmas doencas que afetam as
mulheres produzem no sémen uma md qualidade dos pardmetros
seminais (mofilidade, viabiidade e capacidade de fertilizacdo),
afetando a capacidade de fertilizacdo e produzindo embrides sem a
capacidade de completar o seu desenvolvimento (GUERRIERO et al.,
2014; HOMA et al., 2015).

[004] Vdrios laboratérios ao redor do mundo investigom o
desenvolvimento de novas metodologias in vitro que possam resgatar
um maior niUmero de foliculos pré-antrais (FIGUEIREDO et al., 2009) e que
possam preservar a qualidade do sémen (VICTOR et al., 2000). Da
mesma forma, o uso de anfioxidantes para fratar doencas e a
manutencdo do sistema antioxidante em culturas celulares in vitro sdo
investigados. Por exemplo, o dcido ascérbico (vitamina C) é o
anfioxidante mais utilizado para proteger as células reprodutivas
contrachoque endotdxico (VICTOR et al., 2000), dislipidemias e drogas
que afetam a qualidade seminal (LEITE et al., 2017). Em machos bovinos
(touros), estas drogas, melhoram a concentracdo e motilidade dos
espermatozoides (LUCK et al., 1995). Da mesma forma, os par@metros
seminais  ideais  do dcido  ascoérbico apods ciclos de
congelamento/descongelamento (WAGNER et al., 2017).

[005] Nas mulheres, o dcido ascorbico é utilizado na cultura in vitro de
foliculos pré-antrais com o objetivo de resgatar um maior niUmero de
células que podem ser fertilizadas in vitro (GIOMETTI, 2003; FIGUEIREDO et
al.,, 2009). Um dos pontos-chave para melhorar o desempenho
reprodutivo € a diminuicdo da producdo de radicais livres (AGARWAL et
al.,, 2005; GUERRIERO et al., 2014). Na natureza, os cogumelos
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apresentam homopolissacarideos, hetero-polissacarideos, proteinas,
aminodcidos, glicoproteinas, lipidos e fendis antioxidantes (BOWMAN;
FREE, 2006; SYNYTSYA; NOVAK, 2014). Ganoderma lucidum € um
cogumelo da familia Ganodermataceae, amplamente utilizado no
tratamento de diferentes doencas (CHENG et al., 2010). Na cultura
oriental, os extratos de G. lucidum s@o consumidos em infusdes para
aumentar a longevidade, prevenir hepatite, bronquite crénica, gastrite
e doencas imunitdrias (RIOS-CANAVATE LUIS, 2008).

[006] Estudos tém demonstrado a acdo dos metabdlitos de G. lucidum
sobre a modulacdo da resposta imune e seu potencial para inibir as
células neopldsicas (PATERSON, 2006). A acdo antioxidante do G.
lucidum pode proteger as células reduzindo os danos causados pelo
estresse oxidativo (AGARWAL; ALLAMANENI, 2004). A Ceramida € um
mediador lipidico infracelular que responde a vdrios estimulos, incluindo
o estresse. O oxidante H2O2 induz um rdpido aumento nos niveis de
ceramidas devido a hidrélise da esfingomielina (SM). KAO et al., 2012,
mostraram que a afividade de p-1,3-glucan pode interferir contra
radicais livres. Assim, os autores identificaram p-1,3-glucano de G.
lucidum como fonte potencial de antioxidantes. Os friterpenos e
polissacarideos de G. lucidum também tém atividades benéficas a
saude, pois induzem apoptose em diferentes linhagens celulares de
leucemia, linfoma, mieloma e células HL-60 de leucemia mielobldastica
aguda (EL-MEKKAWY et al., 1998; ZHU et al., 2012). A atividade
antioxidante do G. lucidum foi extensivamente documentada por seu
alto teor de polissacarideos e dcidos ganodérmicos, ainda mais
presente nos corpos de frutificacdo do cogumelo (HUIE; DI, 2004;
HELENO; BARROS; MARTINS; JOAQ; et al., 2012). No entanto, poucos
estudos foram feitos para uso de extrato ou substéincias extraidas de
esporos do fungo para uso em recuperacdo e manutencdo de células

reprodutivas humanas e animais.
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[007] Um dos grandes problemas encontrado foi a dificuldade de
romper os esporos. A estrutura dos esporos de G. lucidum é
diferenciada por poros em sua superficie que podem se fundir com seus
vizinhos e tomar contorno circular a ovéide. Os esporos conhecidos
como basididsporos tém uma camada hialina chamada myxosporium e
uma camada marrom que tem espinhos que se projetam chamados de
exosporium. Os compostos das paredes dos cogumelos sAo
principalmente quitina, glucanos, mananas e glicoproteinas. A estrutura
da parede contém muitos complexos de glucan-quitina e tem sido
descrita na literatura vdarios polissacarideos e glicoproteinas (BOWMAN;
FREE, 2006). A quitina que compde a parede tem residuos de N-
acetfilglicosamina ligados a p-1,4 e, apesar de sua peqguena
quantidade, é importante para a integridade da parede, pois forma
ligacdes de hidrogénio inter-cadeias que formam microfibras. O
glucano confido nas paredes do cogumelo é o polissacarideo
constituinte principal, porque representa 50 a 60% do total.

[008] As proteinas podem constituir 30 a 50% da parede do cogumelo;
no caso dos cogumelos filamentosos representam 20 a 30% (BOWMAN;
FREE, 2006). Portanto, nos esporos pode ter subst@ncias de interesse para
a conservacdo de células germinativas e resolver um problema que
representa hoje para a reproducdo humana, ou de animais de alto

valor zootécnico, além de animais em via de extingcdo.

Estado da Arte

[009] Para contextualizar o estado da arte desta invencdo inicialmente
a literatura foi consultada na base de dados Pubmed e foram
encontrados 185 artigos para os termos: antioxidant* AND in vitro AND
spermatozoa. Dentre esses artigos, apenas 45 artigos estavam
relacionados a estudos de diferentes substGncias para manter

parmetros reprodutivos em espermatozoides, como motfilidade,
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viabilidade, integridade do DNA e capacidade de ferfilizacdo. Para a
manutencdo da integridade de odcitos ou foliculos pré-antrais incluidos
no tecido ovariano foram encontrados 30 artigos utilizando os termos:
antioxidant* AND cortical ovarian tissue, dentre os quais 4 abordavam o
uso de compostos. Pesquisando outro grupo de palavras: anfioxidant*
AND ovarian ftissue culture, encontramos 25 artigos, 5 deles faziam
mencdo ao assunto de interesse. Para os termos: (oocyte retrieval OR
follicle preantral OR primordial) AND (tissue preservation OR ovarian
fissue) AND antioxidant*, foram encontrados 31 artigos e 16 deles
abordavam utilizacdo de substdncias (7 repetidos). Para os termos:
(oocyte retrieval OR follicle preantral OR primordial OR ovarian tissue)
AND (tissue preservation OR ovarian tissue) AND antioxidant*, foi gerado
um resultado com 257 itens, dos quais 44 foram positivos para o nosso
assunto de interesse (8 deles repetidos).

[010] Existem diversas subst@ncias com acdo no melhoramento de
par@metros reprodutivos, funcdo e desenvolvimento das células
reprodutivas, neste caso direcionado apenas a espermatozoides e
odcitos. Para maior compreensdo, os compostos, naturais e sintéticos,
encontrados na literatura foram classificados em 10 grupos: Grupo 1
(flavondides, fendis e ftriterpenos); Grupo 2 (esfruturas quimicas
comerciais); Grupo 3 (plantas e derivados); Grupo 4 (microalgas); Grupo
5 (hormonios); Grupo 6 (antioxidantes comerciais); Grupo 7 ( vitaminas).
Grupo 8 (acucares e polissacarideos); Grupo 9 (derivados de frutos) e
Grupo 10 (outras substancias). Ainda, poucos dados foram encontrados
usando biocompostos ativos a partir de esporos de G. lucidum. Segundo
descrito na literatura, o processo de extracdo de biocompostos dos
esporos de G. lucidum por micro-ondas, as ondas eletfromagnéticas
geram a quebra da parede do esporo e os componentes sdo liberados
diretamente sobre os solventes que hidratam e ajudam a conduzir a

energia de micro-ondas. As condicdes de extracdo ocorrem em uma
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poténcia de 600 W e 110°C por 20 min (SUN et al., 2014). Além disso, o
uso de micro-ondas e vibracdo de vacuo liberam acucares da glucose,
frutose, galactose e manose dos esporos. A estrutura base desses
polissacarideos sdo  unides glicosidicas p-(1—3) e p-(1—4)
acompanhadas por ramos glicosidicos B-(1—6) (ZHAO et al., 2019).

[011] Nossa invengado utiliza micro-ondas (200 a 1200 watts por ? a 12
min) e a maceracdo com o auxilio de esferas para desestruturar
completamente a parede dos esporos de G. lucidum. Também, ocorre
a exposicdo dos esporos a trés ciclos, em solucdo aquosa, a uma
temperatura entre 50 a 100 °C, o que permite a liberacdo de hidratos
de carbono de baixo peso molecular e a producdo de dois produtos. O
produto 1 ajuda a manter a viabilidade na cultura in vitro de foliculos
pré-antrais incluidos no tecido ovariano e o produto 2 possui acdo
anfioxidante nos espermatozdides in vitro. Grande parte das substéncias
consultadas na literatura sdo produtos comerciais e provenientes de
extratos vegetais crus. Ndo sdo descritas novas estruturas e muitas
destas substdncias sdo indicadas para tratamentos por via oral, com o
objetivo de manter os parmetros reprodutivos. Além disso, muitas das
avaliacdes estdo relacionadas a estudos in vivo. Nossa invengao
apresenta dois produtos que ndo requerem o uso de animais de
laboratério para testar as biomoléculas extraidas e a aplicabilidade é
voltada para o uso exclusivo de meios de cultura in vitro. Ouftra
vantagem é a aplicacdo de moléculas encontradas em cogumelos (G.
lucidum) para manter os par@metros reprodutivos celulares. Antes do
desenvolvimento do processo ora reivindicado foi realizada uma
consulta para artigos relacionados ao processo de extracdo de
sacarideos do esporo de G. lucidum com os seguintes termos: (reishi OR
ganoderma lucidum) AND spore* AND mill*. Obteve-se 44 resultados,

dos quais dois estavam relacionados ao processo de extracdo.
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[012] Outra busca foi efetuada utilizando os termos: (reishi OR
ganoderma lucidum) AND spore* AND (microwave OR micro wave OR
eletromagnetic wave). A Ultima busca originou 33 resultados, dos quais 3
artigos tinham relacdo com o processo de extracdo dos produtos desta
invencdo. Entretanto, nenhum dos artigos apresentou similaridade total
com 0 nosso processo € a aplicacdo dos extratos apresentados nesses
artigos ndo estdo relacionadas a afividade em células ovarianas ou
esperma. Para a extracdo de sacarideos existem diferentes protocolos,
por exemplo, a extracdo de polissacarideos com a ajuda de Na;COs3 e
um processo de moagem assistida por esferas, seguido por extracdo em
solucdo aquosa, a 70° C, durante 130 min (WU et al., 2017).

[013] A presente invengcdo usa dgua que é o melhor solvente de
polissacarideo. Também a extracdo aquosa de monossacdridos dos
esporos de G. lucidum com um ciclo de 100 °C durante 2 h para extrair
polissacdridos intracelulares, seguido pela extracdo do residuo
resultante do processo anterior com dois ciclos de dgua a 100 °C
durante 2 h, apds este ter sido lavado com etanol e passado por
secagem. A partir dai, foram extraidos polissacarideos da parede dos
esporos, do tipo B glucan com massa molecular 1.57x105 g/mol e uma
estrutura bdsica de (1-3),(1—4),(1—6) glucanas, com ramificacdes de
dissacarideos do tipo B-D-Glcp e B-D-Glcp-(1-4)-B-D-Glcp-1- (WANG et
al., 2017). As paredes dos esporos podem conter glucanas do tipo a-1,3.
Estas estimulam a proliferacdo de linfécitos e anticorpos, aumentando a
acdo do sistema imunitdrio.

[014] Os glucanos sdo compostos de monossacarideos do tipo glicose:
a-1,3; a-1,4 y a 1-1,6. Este tipo de moléculas integra as células de
mamiferos, plantas e microorganismos, e sdo essenciais para a
formacdo da parede celular e interacdo com o meio extracelular
(MORENO-MENDIETA et al., 2017). A nossa invengdo combina a

exposicdo a micro-ondas e a maceracdo com auxilio de esferas.
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Também inclui trés ciclos de dgua quente, com temperatura variando
entre 50 e 100 °C, permitindo, assim, a extracdo de monossacdridos de
baixo peso molecular com aplicacdo em células reprodutivas. Nossa
invengdo mantém a viabiidade das células reprodutivas, ndo
apresenta citotoxicidade e sua aplicacdo é exclusiva para adicdo in
vitro em meios de cultivo celular. O produto 2 incrementa a viabilidade
e gjuda manter DNA em espermatozoides. Nossa invengdo foi avaliada
em ensaios de cultivo in vitro. As aplicacdes estdo relacionadas com o
melhoramento e a conservacdo das células reprodutivas em cultivos in
vitro.

[015] A consulta das patentes foi realizada na base de dados da CAPES,
pelo Derwent Innovations Index - DIl. Seis tipos de buscas foram feitos
com diferentes combinacdes de palavras. A consulta foi relacionada ao
processo de quebra e extracdo de moléculas de esporos de G.
lucidum. O primeiro grupo de palavras foi composto por:
1S=((ganoderma OR reishi) AND spore* AND (microwave OR micro wave
OR micro wave OR micro-wave)) e obteve-se 56 patentes, das quais 28
patentes foram relacionadas. As metodologias incluiom secagem de
esporos por micro-ondas, seguida da quebra de esporos por outros
diferentes métodos, como dispositivos complexos de quebra de esporos
que inclui ondas eletromagnéticas.

[016] Também estavam incluidas patentes que utilizam micro-ondas
para esterilizar esporos antes da fermentacdo e patentes que utilizam
ciclos de frio e agquecimento por micro-ondas para quebrar esporos.
Outro tipo de busca foi relacionado d maceracdo dos esporos com a
ajuda de esferas. A ordem das palavras foi a seguinte: TS=((ganoderma
OR reishi] AND spore* AND (espher* OR ball*).O nUmero total de
patentes encontradas foi de 67. Apenas é patentes foram listadas e
uma delas j& estava incluida no grupo anterior. As patentes explicam a

moagem com esferas para quebrar esporos. Os materiais enconfrados
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foram aco inoxiddvel e argdnio, com di@metros entre 2 a 5 mm e 0,1
mm, respectivamente. No terceiro grupo, as palavras TS=((ganoderma
OR reishi) AND spore* AND mill*) geraram um resultado com 125
patentes, das quais 20 patentes estavam relacionadas e 1 patente
repetida.

[017] As informacdes mencionam o processo de moagem em
condicdes de baixa temperatura, alta pressdo de ar e uso de diferentes
solventes. Os tipos de moinhos de nano-impacto descritos, dispositivos
com cilindros cer@micos ou de argdnio, combinacdo de moagem com
enzimas, moinhos coloidais e auxilio de hidrélise enzimdtica para
quebrar e extrair compostos. O quarto conjunto de palavras foi:
1S=((ganoderma OR reishi) AND spore* AND (ruptur* OR lysis OR lysis OR
break* OR brok*)) -. Foram encontradas 630 patentes e 37 patentes
relacionadas, com 10 patentes repetidas. Elas abordavam a quebra
com esferas e dispositivos complexos, dispositivos com cilindros, sob
condicdes de refrigeracdo e enzimdlise. O quinto grupo de palavras foi
1S=((ganoderma OR reishi)] AND spore* AND (microwave OR micro wave
OR micro-wave OR electromagnetic wave), 57 patentes foram
encontradas, apenas 1 patente foi de interesse e descreve um
dispositivo automatizado que inclui impulsos elétricos, um transmissor de
ondas elefromagnéticas e controle remoto de temperatura para
quebrar esporos. O sexto grupo foi TS=((ganoderma OR reishi) AND
spore* AND (microwave OR OR micro wave OR micro wave OR micro
wave OR electromagnetic wave OR wave)) por todos os anos com 73
patentes, todas incluidas nas pesquisas anteriores.

[018] Durante a consulta, verificou-se que os diferentes pedidos de
patente estavam relacionados com preparacdes orais para o cancer, o
reforco do sistema imunitdrio, a melhoria da funcdo hepdtica, a
protecdo do coracdo e com suplementos nutricionais. Nossa patente

aborda a aplicacdo in vitro pela adicdo direta aos meios de cultura dos
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dois produtos para melhorar os pardmetros reprodutivos dos
espermatozdides e odcitos incluidos no tecido ovariano. A seguir as
patentes relacionadas com uso de micro-ondas: CN108935806-A,
CN109222060-A, CN108853151-A, CN108272076-A, CN108272077-A,
CN108201098-A, CN102145022-A (CN102145022-B), CN101810352-A,
CN109105884-A.

[019] No geral, as patentes incluem micro-ondas para secagem de
esporas de G. lucidum apds a ruptura. Para estes processos a radiagcdo
de micro-ondas € combinada com a adicdo de solventes orgdnicos. A
ruptura dos esporos de G. lucidum nestas patentes & explicada pela
exposicdo dos esporos a vapores com diferentes temperaturas,
congelamento alternado de calor, ruptura com uso de ultra-nano-
moinho e uso de didxido de carbono supercritico. A patente
CN109105884-A prepara um extrato de G. lucidum misturando esporos e
cogumelo friturado de G. lucidum com dgua e exitracdo por micro-
ondas durante 30 a 60 min, seguida da exposicdo do extrato a 70°C. Os
produtos dos extratos descritos nas patentes apds o rompimento dos
esporos sdo destinados a apresentacdes orais, as quais se encontram na
forma de chd ou suplemento de oligoelementos para estimular a
imunidade.

[020] Nossa inveng¢ao usa os dois produtos obtidos em meios de cultura
de células reprodutivas. A patente CN107320503-A obtém 99% de
quebra de esporos. A metodologia descreve a mistura de esporos de G.
lucidum com solvente orgd@nico. Em seguida, os esporos sdo secos €
expostos a micro-ondas durante 10 a 20 min. Este processo é repetido
vdrias vezes até os esporos romperem. As patentes CN104273518-A e
CN208008821-U fazem ruptura dos esporos usando um dispositivo que
combina radiacdo de micro-ondas com um fluxo de nitrogénio (-2 a -
16°C) e maceracdo por rolos de cer@mica, porém ndo explicam quais

foram os biocompostos extraidos apds rompimento. As patentes
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CNI1010921727-A e CN101091727-B realizam a ruptura de esporos de G.
lucidum por microtrituracdo, uso de ultrassom e fluxo de ar sob pressdo.
[021] Apds a quebra dos esporos, um dispositivo de micro-ondas com
sistema de refrigeracdo € usado para extrair biomoléculas. As patentes
CN104042642-A e CN104042642-B combinam baixa temperatura, micro-
ondas, ultravioleta, fluxo de pressdo de ar e o uso de um dicali para
quebrar os esporos de G. lucidum. As patentes CN1569212-A e
CN1250233-C redlizam hidrélise enzimdtica com dcido orgdnico e
assisténcia de micro-ondas para desfazer e quebrar a quitina da parede
dos esporos. Todas as patentes mencionadas destinam o pé de esporos
de G. lucidum para suplementagao via oral com o objetivo de estimular
o sistema imune. Nossa invencdo realiza o rompimento dos esporos de
G. lucidum por maceracdo, com auxilio de esferas de aco/cromio, e
micro-ondas. A extracdo de biocompostos € realizada em solucdo
aquosa, com pH entre 5.5 e 7.5 em diferentes temperaturas para
extracdo de sacarideos da parede dos esporos.

[22] As patentes CN1513881-A e CN1266164-C utilizam o micro-ondas
como pré-tfratamento, antes da ruptura de esporos. Depois, moléculas
sdo extraidas dos esporos utilizando dgua como solvente e didlise. Nossa
invencado estuda e aplica os sacarideos extraidos no eluido apds dialise
de um extrato aquoso de esporos de G. lucidum. Além disso, apresenta
um produto que estimula o aumento do di@metro dos foliculos pré-
antfrais, e outro com acdo antioxidante em cultivo in vitro de
espermatozdides. Este Ultimo faz parte do eluido de um extrato aquoso
de esporos de G. lucidum. A patente CN106867657-A ndo descreve a
ruptfura dos esporos de G. lucidum, mas explica que para extrair
compostos é utilizado um dispositivo de didxido de carbono supercritico
equipado com micro-ondas. As patentes CN106344627-A, CN104083894-

A e CNI104083894-B ndo abordam o rompimento dos esporos. Estas
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utilizam um fratamento que combina soxhlet e didxido de carbono
supercritico assistido por micro-ondas.

[023] Em geral, estes processos sdo dedicados a extracdo de dcidos
graxos ou lipidios dos esporos de G. lucidum. Nossa invengao exirai
principalmente os sacarideos e ndo requer equipamento de laboratério
complexo. As patentes CN108815230-A, CN108743669-A e CN108704032-
A quebram os esporos G. lucidum misturando um pré-tratamento por
micro-ondas a vdcuo, seguido de congelamento dos esporos em
nifrogénio liquido e exposicdo de ar a pressdo. Além disso, as patentes
CN104083409-A e CN104083409-B combinam moagem ultramicronizada,
ultrassom e uso de nitrogénio (-18 a -15°C) para romper 0s esporos.
Neste caso, o micro-ondas & utilizado exclusivamente para secar os
esporos de G. lucidum.

[024] Nossa proposta exclui o nifrogénio e ar a pressdo porque combina
a maceracdo com auxilio de esferas e a exposicdo a micro-ondas para
conseguir a ruptura da parede dos esporos de G. lucidum. Este fipo de
patentes se encaminha ao uso de pd de esporas de G. lucidum. Nossa
invengcdo apresenta dois produtos para uso in vifro em células
reprodutivas. Usa-se rompimento com moagem e solvente fulereno nas
patentes CN107080758-A e CNI10708075%9-A. Na primeira o pré-
processamento se d& por moinho de esferas em condicdes de alta
energia e baixa temperatura, durante 1 a 20 h numa taxa de 200 a 2000
rotacoes por min (rpm). Na segunda a moagem por esferas é feita entre
20-40 °C. As aplicacdes sdo para prevenir formacdo de tumores.

[025] A patente CN105647809-A faz ruptura de esporos com moinho
de esferas em forma de funil (0.4 a 0.8 Megapascais) em uma solucdo
em condicdes de alta pressdo, temperatura ambiente e gds
supersdnico, que passa no fluxo numa taxa de 420-470 metros por
segundo. A patente CN104054505-A usa grdnulos perolados de

diferentes di@metros (2-5 mm) inclusos em moinho para ruptura de
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esporos de G. lucidum.A proporcdo de esporose esferas & de
1:7.Nossa invencdo descreve o processo de extracdo de dois produtos
para células reprodutivas com sacarideos de peso molecular menor
que 12 KDa e aplicagcdo em células reprodutivas.

[026] A patente CN102972973616-A utiliza um moinho de nano-impacto
o qual promove a quebra dos esporos por colisdo das esferas de
zirconio de 0,1 mm de di@metro. Apds a ruptura, € feita uma extracdo
em de didxido de carbono supercritico para obter triterpenos, dcido
ganodérico A e fitoesterina. Na patente CN10197971975-A, os esporos
de G. lucidum sdo macerados, lavados com dgua a 40 °C durante 12 h
e secos. Entdo, os esporos sdo liofilizados, diminuindo e aumentando a
temperatura.

[027] O processo inclui quatro repeticdes de ciclos de esfriamento de -
55 a -65 °C durante 3 a 5 h e de aguecimento de 35 °C durante 3 a 5 h.
Terminado o processo de liofilizacdo, os esporos foram triturados com a
ajuda de esferas de aco inoxiddvel para concluir o processo de
rompimento e foram armazenados em cdpsulas. A patente
CN101933955-A congela os esporos a -40 °C e depois processa-os por
moinho coloidal e ultrassom em um intervalo de 30 e 40 min. A patente
CN101002805-A utiliza pérolas com didmetros entre 2 e 5 mm em
equipamento de moagem para quebrar esporos. Na patente
CN106010968-A ¢ utilizado um moinho coloidal, com esferas de argdnio
em suspensdo para pré-fratamento dos esporos e, depois € descrita a
quebra por método enzimdatico, com enzima de fruta. O pd resultante
dos esporos quebrados é seco e deixado ao ar de alta pressdo. Em
seguida, sdo misturados com bitterherb, Yunnan stellaria vestila,
reineckia corneaq, ginseng, pholidota e licorie e armazenados em saché
para consumo oral, com funcd@o de estimulacdo do sistema imune.

[028] A patente CN10815797943-A também utiliza um moinho coloidal,

porém, 0os esporos sdo misturados com dleo de pednia, diluidos em
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dgua e aquecidos a 50 °C sob vdcuo. Por seguinte, sGo misturados com
gelatina e dlicerina e sGdo armazenados em cdpsulas para consumo
oral. A patente CN106109507-A rompe os esporos de G. lucidum com o
auxilio de solvente durante a trituracdo. Também faz o uso de ultrassom
para formar pd de esporos para consumo oral na prevencdo de
doencas. A patente CN107893029-A realiza uma hidrdlise enzimdatica
dos esporos, que sdo posteriormente expostos ao nitrogénio e
quebrados no moinho.

[029] Nossa invengao utiliza a maceracdo com a ajuda de esferas de
aco/cromio de 1 mm de diGmetro para fazer a quebra direta das
esferas. A metodologia permite obter 98% de quebra e, também
permite o rompimento dos esporos em pequenas quantidades para
experimentacdo. Além disso, € importante ressaltar que em nossa
invencdo os produtos sdo extraidos dos esporos de G. lucidum e sua
aplicacdo é em células reprodutivas in vitro.

[030] Vdrias patentes descrevem processos de extracdo de moléculas
relacionadas com sacarideos de esporos de G. lucidum. A patente
CN107198709-A obtém polissacarideos e sacarose dos esporos por
micromoagem com pressdo de ar e maceracdo a -10 °C, por 2 a 11
ciclos. Em seguida, os esporos s¢o colocados em dgua a 100 °C entre 2
- 2,5 h, depois é adicionado B ciclodextrina para moer em moinho
coloidal por 30 min. O polissacarideo é usado para aumentar a
imunidade e como citostdtico. O produto € misturado com ginseng,
tuckahoe e afractylodes. A patente CN109123620-A adiciona dcido
citrico aos esporos de G. lucidum, que sdo secos, congelados, expostos
ao vapor numa temperatura entre 62 a 68°C por 32 a 38 min,
magnetizados e macerados. Desta forma, obtém-se o pd de esporos
ricos em B glucan, que é misturado com polissacarideos de algas

castanhas, espinheiro-branco e mangostdn.
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[031] O produto é usado oralmente para aumentar a imunidade e
melhorar a digestdo. A patente CN108623703-A utiliza esporos iradiados
expostos a temperaturas entre 80 e 100°C por 1 a 4 h para fazer uma
extracdo em dgua e obter polissacarideo cru, o qual é liofilizado e
utilizado como suplemento nutricional. A patente CN108610435-A, apds
maceracdo, congelamento e quebra dos esporos com didxido de
carbono supercritico e ultrassom produz a extracdo de um
polissacarideo dos esporos de G. lucidum. O extrato € preparado com
etanol (50 a 80%).

[032] A patente CN108467438-A extrai um polissacarideo intracelular do
sobrenadante resultante da dos esporos fervidos em agua. Os esporos
sedimentados sdo desengordurados com etanol e colocados
novamente em dgua a ferver para obter oufro sobrenadante. Os
sobrenadantes sdo misturados e precipitados com etanol. O sedimento
€ passado afravés de uma coluna de troca idbnica e sdo obtidos
polissacarideos de tipo: B-D-Glc de estrutura (1—4,3), (1—6)(1—4), (1—4),
(1-6)(1-6)(1-6), (1-4)(1-6), (1-3), (1—-4,3), (1-6), (1-2). Os
polissacdridos tém entre 105 e 104 kDa em tamanho e sua
administracdo é para melhorar a resposta imunoldgica.

[033] Nossa invengdo inclui extracdo principalmente do monossacdrido
glucose, o sacarideo pode ter tamanho menor que 12 kDa e sua
aplicacdo tem como objetivo melhorar os pardmetros reprodutivos de
espermatozoides e odcitos em meios de cultivo in vitro. Existem patentes
que utilizam sistemas de cilindros e dispositivos de quebra de esporos de
G. lucidum, por exemplo, a patente CN207546686-U utiliza um dispositivo
que inclui um sistema de refrigeracdo enquanto vdrios cilindros
maceram e quebram os esporos. A patente CN205761474-U também
usa o sistema prévio, mas acompanha-o com vibracdo. A patente
CN1473658-A utiliza cilindros de zircénio granulado para macerar e

quebrar os esporos. A patente CN201602113-U utiliza um dispositivo
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automdatico de temperatura e ondas eletromagnéticas para esterilizar e
quebrar os esporos. A patente CN201602113-U possui um dispositivo com
gerador de temperatura, de pulso elétrico e emissor de energia de
ondas elefromagnéticas. O sistema é automatizado e atua na
esterilizacdo e quebra dos esporos.

[034] A nossa invengdo € caracterizada pela maceracdo assistida por
esferas e pela exposicdo dos esporos ao micro-ondas, ndo incluindo,
desta forma, dispositivos muito complexos. Os tratamentos enzimdaticos
podem ser simulténeos com outros métodos de rompimento de esporos
de G. lucidum. A extracdo de substéncias da parede dos esporos pode
variar e seus usos sdo geralmente para fortalecer o sistema imunoldgico.
Na patente CN108096216-A os esporos sdo macerados e tfratados com
enzima em uma temperatura entre 105 e 115 °C durante 4 a 6 min. Os
esporos sdo banhados com dcido citrico e depois colocados num
sistema de refluxo com etanol em 4 ciclos de 60 a 75 °C durante 2 a 4 h.
[035] Os Oleos obtidos apds este processo sdo colocados em
microcapsulas. Parte do cogumelo do G. lucidum e esporos de
Dendrobium huoshanense sGo misturados para formar um suplemento
oral com funcdo de melhorar a resposta imunoldgica, para o
tratamento de cirrose, insuficiéncia hepdtica, esteatohepatite e
enfisema hepdtico. O produto também pode ser usado para diminuir a
inflamacdo. Existem diversos ftipos de extracdes com diferentes
temperaturas com o objetivo de extrair polissacdridos, oleos e
triterpenos dos esporos de G. lucidum. A patente CN10878783414-A
extrai moléculas dos esporos por exposicdo a temperaturas distintas. A
primeira exposicdo € de 2 a 3 h a 100 °C e a segunda entre 1 a 2 h.
[036] Obtém-se um precipitado com etanol a 50-60 %. Em seguida, o
material € seco entre 100 e 120 °C durante 24 a 30 h para obter um
extrato sdlido. Nesta metodologia sdo utilizadas vdrias combinacdoes de

solventes, tais como: acido acético glacial, anidrido acético e anidrido
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butirico. O extrato inclui radiacdo de micro-ondas para secagem e, por
fim, € misturado com extrato de folha de goiaba, folha de amorag,
medula e Lycium barbarum. O produto ¢é hipoglicemiante e
apresentado na forma de comprimidos orais. A patente CN104013652-A
utiliza esporos quebrados e a mistura com etanol 20 a 95% numa
temperatura de 50 a 100°C em 4 ciclos de 3 h. Os extratos sdo
concentrados e o etanol é evaporado.

[037] O residuo é lavado com éter de petrdleo, acetato de efilo e
butanol durante vdarios ciclos a temperatura de 100 °C. Todos os extratos
sG0 secos e as paredes dos esporos sdo tratadas com dcido acético e
hidroxido de sodio para extrair quitosano. Os exiratos e o quitosano
extraido sdo utilizados nos fratamentos de céncer. A patente
CN10715808043-A descreve uma extracdo aquosa de 4 a 6 h em 80 a
120 °C, o precipitado é concentrado entfre 60 a 70°C. A mistura possui
triterpenos e polissacarideo para fratamento de cdncer gdstrico,
adenocarcinoma de pulmdo e linfoma. A patente CN104857030-A é
uma bebida alimentar com esterdis e triterpenos obtidos por trés tipos
de extracdo dos esporos. A primeira extracdo é feita a 63°C por 45min,
96°C por 20 min e 100°C por 20 min. A segunda extracdo é feita a 78°C
por 60 min e 90°C por 25 min. A terceira extracdo é feita em trés ciclos
de 15 min a 100°C. Todos os extratos sdo misturados, concentrados e
secos e apresentados em pod.

[038] Na patente CN101849974-A, os esporos sdo lavados, congelados
duas vezes por 4 a 5 h a -14 °C, depois assados, esterilizados em raios
ultravioletas e embalados para consumo. Na patente CN100998614-A a
extracdo do etanol é feita de 40 a 95% por 2 a 3 h em 50 a 80°C e
depois concentrada entre 50 a 80°C. Nossa invengdo utiliza ciclos de
extracdo aquosa entre 50 e 100°C sem o uso de produtos quimicos ou

separacdes que os incluam, nossa invencdo faz parte de processos de
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tecnologia verde, os quais ndo impactam nocivamente o meio
ambiente, e nem geram residuos toxicos.

[039] Os acucares extraidos tém uma funcdo na cultura in vitro de
células espermdticas e ovoécitos inclusos em tecido de ovdrio. Os
esporos de G. lucidum e seus diferentes extratos, dcidos graxos e
polissacarideos sdo utilizados em tratamentos para o cdéncer,
melhorando a funcdo hepdtica, doencas cardiacas, suplementos orais
para fortalecer o sistema imunoldgico e como auxiliar no tratamento de
diversos tipos de células tumorais. As diferentes apresentacdoes podem
conter apenas esporos ou ser misturadas com diferentes produtos.

[040] A patente CN106212818-A, apresenta um chd como suplemento
nutricional contendo esporos de G. lucidum, crisdntemo, trigo, medula
6ssea, morango, Radix puerariae e xilitol. A patente CN108244443-A,
descreve uma bebida de esporos soélidos com suplemento de selénio,
dcido citrico e mistura de soja, feijdo verde, milheto, frigo e milho para
estimular a proliferacdo de linfécitos, sintese de anticorpos e
imunoglobulinas, protecdo contra céncer de cdlon, cdncer de pele,
cd@ncer de figado e mama.

[041] A patente CN108065305-A além de quebrar esporos com pressdo
de ar e extracdo de didxido de carbono supercritica, apresenta um
produto em comprimidos que é usado como antioxidante e inclui uma
mistura de lipidios, vitamina E, palmitato de ascorbilo e polifenol para
fortalecer o cérebro, melhorar a inteligéncia, diminuir o envelhecimento
cerebral e estimular o sistema imunoldgico. A patente CN101856430-A
apresenta um produto feito de esporos e pd de ossos para melhorar a
nutricdo, a energia e o sistema imunoldégico. A patente CN109419822-A
expoe um produto em cdpsulas, comprimidos e xarope rico em selénio
para aumentar a imunidade.

[042] A patente CNI108991527-A descreve o desenvolvimento de

cdpsulas para melhorar a imunidade, digestdo e efeito antioxidante, o
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produto inclui pdlen e suco de bambu. Na patente CN108721341-A
esporos quebrados sdo ulilizados para a prevencdo de doencas
cardiacas e hipertrofia cardiaca compensatéria. A patente
CN107397765-A explica que seu produto obtfido numa extracdo com
etanol tem funcdo antineopldsica e citostdtica. A patente
CN107455637-A mistura esporos de G. lucidum quebrados e de seu
cogumelo para suplemento oral.

[043] As patentes CN10650999905-A e CNI106509906-A tém uma
apresentacdo em comprimido oral de polissacarideos de esporos de G.
lucidum para estimular a imunidade. A patente CN106036883-A mistura
polissacdridos de esporos e cogumelos de G. lucidum com celulose
microcristalina e amido para diminuir a toxicidade por metais pesados e
servir como um suplemento nutricional. A patente CN105901201-A
apresenta esporos e cogumelos processados na forma de chd branco
para diminuir a inflamacdo, desintoxicar, baixar a pressdo arterial, baixar
a concentracdo de acucar no sangue, diminuir a fadiga, aumentar a
imunidade e embelezar.

[044] A patente CNT105687256-A apresenta um fratamento para homens
de meia idade com déficit androgénico. A terapia envolve o uso de
esporos (600 mg) trés vezes ao dia por um periodo de trés semanas para
infertilidade. A patente KR2016019750-A descreve um tratamento com
esporos de G. lucidum para obesidade, hiperlipidemia, esteatose
hepdtica e arterosclerose. Patente CN105168266-A tem uma mistura de
esporos e pd de cogumelo para diminuir a fadiga. A patente
CN101006856-A utiliza os corpos frutiferos e esporos de G. lucidum para
o tratamento antisséptico de bactérias intestinais.

[045] As patentes US200626956-A1 e US2005025786-A1 explicam que a
administracdo de esporos de G. lucidum germinados em mulheres antes
da gravidez reduz os defeitos do tubo neural em criancas. Além Disso,

promove a diferenciacdo celular e a proliferacdo de células
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neuroepiteliais no embrido. A patente CNI1286119-A usa dcido
ganodérico, esporos e polidose ganodérica extraida em etanol para
suprimir células tumorais.

[046] A patente CN13633%91-A apresenta o desenvolvimento de cdpsulas
com exirato e pd de esporos de G. lucidum para estimular a imunidade.
A patente CN1230435-A explica que os esporos G. lucidum da Ching,
Japdo, Coreia e Taiwan sdo utilizados para tratar hepatite, nefrite,
hipertensdo, hiperlipemia, insénia, inibir as células cancerosas e estimular
o sistfema imunitdrio.

[047] As patentes de utilizacdes dos esporos e extratos de G. lucidum
sGo muito diversas e a nossa invengao apresenta dois produtos para a

adicdo in vitro em meios de cultivo de espermatozoides e odcitos.

Descricao Resumida da Invencado

[048] Nesta patente é descrito processo de ruptura do Ganoderma
composto por quatro etapas, a partir das quais sdo obtidos dois
produtos biotecnoldgicos. Estes permitem a conservagcdo de odcitos
pré-antrais e atuam como agente antioxidante em espermatozoides,
para manutencdo de suas caracteristicas bioldgicas.

[049] O primeiro passo foi definir a metodologia para ruptura dos
esporos; o segundo produzir e caracterizar os extratos; no terceiro passo
avaliou-se a citoxicidade do produto; e na Ultima etapa foi realizada a
avaliacdo das atividades bioldgicas. A ruptura dos esporos de G.
lucidum compreende a exposicGo dos esporos a micro-ondas (200 -
1200 Watts) e cisalhamento com auxilio de esferas de aco/crémio. Essas
etapas podem ser realizadas de forma isolada ou em associacdo.

[050] No processo isolado os esporos de G. lucidum foram quebrados
com esferas de aco/crémio de 1 mm de diGmetfro durante 5 e 15 min

de maceracdo, e foi observado uma eficiéncia de 98%. Quando
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associadas as etapas de micro-ondas e maceracdo com esferas de
aco/cromio, obteve-se 100% de eficiéncia.
[051] Para a extracdo dos produtos bioativos foi realizada uma etapa
de extracdo aquosa com agitacdo (Produto 1) e uma extracdo
adicional, a qual incluiu exposicdo a micro-ondas antes da extracdo
(Produto 2). O estudo da citotoxicidade celular mostrou que em relacdo
ao controle os produtos ndo apresentaram citotoxicidade. A atividade
bioldgica do produto 1 em foliculos pré-antrais suinos foi avaliada por
ensaio in vitro e, além disso observou-se a estimulacdo do crescimento
folicular, devido ao aumento do diGmetro folicular (38,36 £ 05,03 um) e
do diémetro oocitdrio (24,60 + 03,48 um). O produto 2 foi testado em
espermatozodides e permitiuv a manter a viabilidade celular (19,20 £ 0,13
%). Os produtos 1 e 2 ajudam a manter o equilibrio osmaotico celular nos
meios de cultivo porque os carboidratos presentes ajudam controlar os
radicais livres e os micro e macronutrientes (Na, K, Ca, Mn, Mg, P)
podem melhorar a viabilidade celular.
[052] De fato, os extratos de G. lucidum podem ser adicionados como
adjuvantes aos meios de cultivo celular porque seu poder antioxidante
e eficaz.

Definicoes
QOdcito: célula germinal feminina precursora do évulo e responsdvel pela
reproducdo.

Foliculos pré-antrais: unidade funcional do ovdrio, na qual estdo

inseridos os odcitos. As estruturas foliculares sdo responsdveis pela
maturacdo e desenvolvimento dos odcitos.

Espermatozoide: célula germinal masculina responsdvel pela fertilizacdo

do dvulo.

Micro e macroelementos: sdo minerais essenciqis para a vida e
indispensdveis para o metabolismo, entre eles esta o sddio, potdssio,

magnésio, cdlcio, selénio, cobre, zinco etc. Os macroelementos sdo
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encontrados nos seres vivos em grandes quantidades, enquanto os
microelementos em poucas.

Ganoderma lucidum: cogumelo comestivel do tipo basidiomiceto, da

familia Ganodermataceae, conhecido nas culturas asidticas por suas
propriedades terapéuticas na saude, seu efeito anfioxidante e como
suplemento nutricional.

DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylnydrazyl radical, reagente usado para medir
poder antfioxidante de substéncias.

Liofilizacdo: processo de desidratacdo, no qual se usa a sublimacdo da
dgua, com o objetivo de conservar produtos naturais.

MOIFOPA: manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais.
DNA: écido desoxirribonucleico.

Fertilidade: capacidade para conceber um filho.

In vitro: procedimento em ambiente controlado fora de um organismo
vivo.

Vitalidade: morfologia sem mudancas na estrutura de espermatozoides
e oocitos. Célula viva.

Motilidade: movimentacdo do espermatozoide, habilidade de uma
célula movimentar-se.

Fecundidade: potencial para a reproducdo de um organismo.

Dialise: fendmeno de retencdo de substGncias por membranas
semipermedveis.

Sacarideo: carboidratos simples, composto orgdnico formado por
carbono, hidrogénio e oxigénio.

Dissacarideo: conjunto de dois monossacarideos.

Monossacarideos: acucar simples de férmula CH2O, e classificados

segundo o nUmero de adtomos de carbono

Polissacarideo: carboidratos formados pela polimerizacdo de outros
acucares menores

Metabdlito: moléculas resultantes do metabolismo celular.
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Coloidal: sistema composto por duas fases, a primeira de liquido fluido e
a segunda de particulas solidas finas.

Antioxidante: molécula que pode retardar ou prevenir a oxidacdo.

Também, pode se definr como um tipo de reacdo quimica de
transferéncia de elétrons de uma substéncia para um agente oxidante.

Reserva folicular: niUmero de foliculos pré-antrais ovarianos.

Biocomposto: elemento quimico que ajuda manter o funcionamento de

diversos sistemas vitais, pode-se classificar em carboidratos, lipidios e
proteinas.

Listagem das figuras
[053] As figuras presentes no anexo servirdo para proporcionar um
melhor entendimento do processo de extracdo dos compostos bioativos
de esporos de G. lucidum e dos produtos que aqui sdo reivindicados
para Uso na presente patente.
[053] Figura 1: fluxograma para o desenvolvimento do processo € a
melhor forma de aplicar o processo/produto” obtido. Nesta figura é
descrito a evolucdo da tecnologia objeto da presente patente.
[054] Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.: Processo para
obtencdo dos dois produtos apds a ruptura de esporos de Ganoderma
lucidum.

[055] Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.3: Andlise realizada por

HPSEC-MALLS-RID para o produto 2. O extrato possui conteldo rico em
sais e, além disso, a presenca de um sacarideo entfre os minutos 60 e 70.
As moléculas relacionadas apresentam  pequenos  tamanhos
moleculares e alta concentracdo.

[056] Figura 4: Categorias de preservacdo do DNA no teste cometa que
foram classificados em A, B, C e D mostrando diferentes niveis de
infegridade do DNA nos espermatozdides avaliados. Existem quatro
categorias para medir o dano no DNA: A para 20 um; B para 20.01 - 30
um; C for 30.01 - 40 um; D para valores maiores que 40.01 um (SHAMSI et
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al., 2010). Apenas a categoria A foi considerada porque o objetivo da
andlise era avaliar as propriedades antioxidantes com menor dano ao
DNA entre os diferentes extratos dos esporos G. lucidum. A cauda do
esperma ndo foi considerada nas medidas.

[057] Figura 5: foliculos pré-antrais. A) foliculo  primordial
morfologicamente normal; B) foliculo primdrio morfologicamente normall
aos 7 dias de cultura; C) foliculo pré-antral morfologicamente
degenerado. (GC) células de granulosa, (O) odcitos, (N) nucleo,

(escala: 50 um).

Descricdo Detalhada da Invencao
[059] Na figural é detalhado o bioprocesso proposto nesta invencdo

para obtencdo dos produtos 1 e 2, a partir dos esporos de G. lucidum, e
sua aplicagcdo em células reprodutivas.

1. Processo de extracdo de compostos bioativos:
[060] As moléculas bioativas sdo, em sua maioria, liberadas apds o
rompimento da parede dos esporos de G. lucidum. Para liberar estas
moléculas sdo aplicados dois processos de ruptura de esporos.

1.1.  Processo 1:
[061] Na primeira metodologia, usada para produzir o produto 1, os
esporos sdo cisalhados com o auxilio de esferas de aco/cromio durante
5 a 15 min. O percentual de ruptura celular foi de 98%.

1.2.  Processo 2:
[062] Na segunda metodologia, usada para produzir o produto 2, a
maceracdo com esferas foi associada & exposicdo ao micro-ondas,
entre 5 a 15 min. A ruptura celular foi de 100%.

2. Processo de liberacdo em exirato aquoso e com diferentes

temperaturas das substancias bioativas das paredes de esporos:
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Foram utilizadas diferentes temperaturas, entre 30 a 100 °C para
extracdo aquosa dos esporos. Isso permitiu a extracdo de sacarideos da
parede dos esporos de G. lucidum.

2.1. Processo 1:
[064] Apds rompimento dos esporos de G. lucidum, foi feita uma
extracdo aquosa, entre 20 a 30 °C, durante 24 h com agitacdo
constante de 120 revolucdes por min (rpm).

2.2. Processo 2:
[065] Apds rompimento dos esporos com esferas e micro-ondas foi
realizada uma extracdo, entre 20 e 30 °C durante 24 h com agitacdo de
120 rpm. Apds este processo a solucdo foi cenfrifugada e o
sobrenadante isolado. Em seguidaq, foi feita uma dialise com membrana
de 12 a 14 kDa obtendo uma fracdo eluida.
[066] O residuo dos esporos foi suspenso em solucdo aquosa, a qual foi
aquecida, entre 50 e 100 °C durante 2 h. Apds o aguecimento a
solucdo foi centrifugada e o sobrenadante isolado novamente. O
processo de aqguecimento foi realizado em trés ciclos, e todos os
sobrenadantes obtidos foram unidos em uma Unica amostra. Por Ultimo,
os extratos foram concentrados e liofilizados.

3. Processo para caraterizacdo dos produtos 1 e 2:
[067] Os produtos 1 e 2 foram analisados por sua composicdo
monosacaridica. No produto 1 foi encontrado ramnose (1.76%), fucose
(4.19%), xilose (3.90%), manose (10.15%), glucose (62.19%) e galactose
(17.21%). No produto 2 foi achado arabinose (11.28%), manose (20.22%),
glucose (53.33%) e galactose (15.17%).
[068] Na andlise por HPSEC-MALLS-RID do produto 1 foi hetereogéneo e
apresentou moléculas relacionadas com carboidratos, no tempo de 40
min da andlise, e conteldo de proteinas ou aminodcidos na andlise por

infravermelho. O produto 2 também foi hetereogéneo com sinal de
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carboidrato em 70, 65 e 60 min. As moléculas enconfradas estdo

relacionadas com carboidratos de baixo peso molecular.

Exemplos de uso dos produtos 1 e 2 apéds ruptura dos esporos de

Ganoderma
Os seguintes exemplos servem para ilustrar como foi realizada a
abordagem cientifica para avaliar a citotoxicidade e a atividade

bioldgica dos produtos.

Exemplo 1: Avaliacdo de citotoxicidade por cultivo in vitro de tecido de
cortex ovariano

[072] Apds a obtencdo dos extratos foi feita a avalicdo de
citotoxicidade em odécitos usando a técnica de manipulagcdo de
odcitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA). O cultivo in vitro de
tecido de cortex ovariano foi realizado de acordo com a metodologia
de MAO et al., (2004). O meio de cultivo utilizado foi alfa MEM (pH 7,2 -
7,4), 100 mg/mL de &cido ascdérbico, 1000 mg/1 mL BSA, 29,200 pug/mL
hipoxantina, 10 ug/mL transferrina, 1 mM piruvato, 100 ug/mL penicilina
e 100 ug/mL estreptomicina.

[070] O tecido de cértex ovariano de cada par de ovdrios do animal foi
cortado em 11 fatias (tamanho aproximado: 5 mm x 5 mm x 1 mm),
utilizando um bisturi em condicdes estéreis. Uma porcdo foi
imediatamente fixada para andlise histoldgica e ultra-estrutural
(controle fresco) e as outras 10 foram colocados em cultivo por 7 dias.
[071] As amostras de tecido de codrtex ovariano foram transferidas para
placas de cultivo de 24 pocos, contendo 1T mL de meio de cultura e 10
uL de diferentes diluicbes do produto 1. As diluicdes foram de 10, 25, 50
e 100 %. Posteriormente, foram realizadas andlises histoldgicas
(CELESTINO et al., 2009; MAGALHAES-PADILHA et al., 2012).
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[072] As amostras para teste histoldgico foram fixadas em solucdo de
paraformaldeido a 4 %, em PBS a pH 7,2, durante 12 h a 4 °C. O tecido
ovariano foi desidratado, em concentracdes crescentes de etanol, e
embebidos em parafina. Cada amostra foi fracionada em cortes de 7
um e depois foram coradas com dcido periddico - Schiff (PAS) -
hematoxilina. Cada secdo foi avaliada com auxilio do microscopio
Optico (Nikon, Toquio, Japdo), com ampliacdo 400x. Na leitura foram
considerados os foliculos vivos, com base na integridade do odcito e as
células da granulosa, presenca ou auséncia de corpos piquindticos,
retracdo ooplasmdtica e organizacdo das células da granulosa (Figura
4).

[073] Os estagios de desenvolvimento dos foliculos foram previamente
definidos (TELFER, 1996) como primordial (uma camada de foliculos
achatados) ou de crescimento (primdrio: uma camada de células da
granulosa de forma cuboidal; secunddrio: duas ou mais camadas de
células granulosa cuboidais ao redor do odcito). A percentagem de
foliculos morfologicamente normais, antes (dia 0) e depois do cultivo in
vitro, indicaram a porcentagem de sobrevivéncia folicular. As dilucdes
do produto 1 (10, 25, 50 e 100 %) ndo tiveram efeitos citotdxicos sobre a
sobrevivéncia e desenvolvimento dos foliculos pré-antrais durante os

dias de culfivo.

Exemplo 2: Atividade biolégica do produto 1 em odcitos:

[074] O produto 1 além de manter a sobrevivéncia igual ao controle no
dia 7 de cultivo in vifro, apresentou diferencas significativas (p < 0,05)
entre os di@metros folicular e oocitdrio. A concentracdo de 50 % do
produto 1 estimulou o aumento significativo (p < 0,05) no di@metro
oocitdrio (24,60 = 03,48 um) e no didmetro folicular (38,36 £ 05,03 um) nos

7 dias de cultivo (Tabela 1).
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Tabela 1. Sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais. Na tabela 1 sdo dados
os resultados da aplicacdo do produto 1, as lefras em vermelho
mostram valores significativos (o < 0.05). A sobrevivéncia folicular é
apresentada em percentagem (%). A sobrevivéncia folicular € maior
qgquando o meio de cultivo teve adicdo do exirato de esporos de G.

lucidum nos 7 dias de cultivo.

Produto 1 Digmetro folicular Didmetro odcitario
Percentual de Dia 0 (um) Dia 7 (um) Dia 0 (um) Dia 7 (um)
concentracdo

(%)
0 30.51£05.68A 30.50 £ 02.94A" 23.95+04.29A 23.53+02.014
10 32.68 £ 05.55# 19.29+01.118™
25 36.62 £ 07.058 21.89+£04.094
50 38.36 + 24.60+03.48A™

05.038™

100 35.84 + 05.86F" 21.14+02.23~

Na tabela 2 compara-se o efeito do produto 1 sobre o diGmetro

follicular.
Tabela 2. Incremento do diémetro folicular nos 7 dias de cultivo de

foliculos. Letras vermelhas sdo significativas (o < 0.05). Compara-se

sempre o diGmetro folicular antes e depois dos 7 dias de cultivo.
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Exemplo 3: Efeitos de agao do produto 2 em espermatozoides:
[075] O produto 2 conservou significativamente (p < 0,05) a viabilidade

(19.20 = 00.13 %) dos espermatozdides apds o teste de atividade

Producto 1, Sobrevivéncia folicular
percentual de

concentracdo (%)

Dia 0 (%) Dia 7 (%)

0 74.00+£00.07A  56.00£00.108°
10 42.66+00.078™
25 44.00£00.058*
50 56.66+00.078"
100 60.00£00.02%

antioxidante. Esta atividade observada foi superior ao controle positivo
(H2O2) e ao controle negativo que foi suplementado com d&cido
ascorbico (12,40 £ 00,11 %). Além disso, a manutencdo da motilidade
apresentou tendéncia estatistica, porém ndo foi significativa no grupo
em que foi adicionado o produto 2 (p < 0,05).

[076] A avaliacdo da preservacdo do DNA das amostras de sémen
avaliadas com o ensaio Cometa apresentaram 4 categorias de
integridade do DNA. A FIGURA 5 mostra os halos circulares de
espermatozdides com alta integridade de DNA (categoria A), enquanto
nas categorias B e C é visivel um halo esticado ou um halo com
pequenos fios salientes, indicando um grau médio de ruptura no DNA. A
categoria D mostra um ponto maior que se afasta do ndcleo celular,
revelando esperma com menor integridade de DNA.

[077] A categoria A teve a melhor percentagem esperada, uma vez
que apresentou uma menor fragmentacdo de DNA entre os

espermatozdides. A adicdo do produto 2 ndo promoveu diferenca
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estatistica significativa (o < 0.05). Entretanto, houve uma tendéncia
entre o confrole negativo com dcido ascérbico (64,86 + 00,15 %) e o
produto 2 (77,14 £ 00,19 %), o qual apresentou percentagem mais

elevada de esperma na categoria A. Ver Figura 5 e Tabela 3.

Tabela 3. Percentagem de motfilidade, viabilidade e menor
fragmentacdo de DNA em espermatozoides cultivados in vitro. As lefras
vermelhas sdo valores significativos. AA significa dcido ascorbico,

controle negativo. HxO2, grupo sem adicdo de antfioxidante (controle

positivo).
. % Menor
Grupos ° % Viabilidade fragmentacdo
Motilidade
DNA

AA, (-) Controle  09.55£0.101 12.40£0.11 64.86+00.15
H202, (+)

05.22+0.11 05.04+0.07 48.17400.22
Controle
PRODUTO 2 09.36+0.13 19.204+0.13* 77.14+00.19

Em resumo, o processo de ruptura de esporos de G. lucidum e os dois
produtos tém aplicabilidade na drea de resgate e conservacdo de
células reprodutivas de animais € humanos com melhoramento nos
diferentes par@metros das células reprodutivas. No processo de
extracdo dos agentes bioativos para conservacdo de células
reprodutivas os dois produtos seguem processos diferentes. No Produto 1
o processo de obtencdo é o rompimento mecdénico, dos esporos de G.
lucidum, e extracdo aquosa usando temperaturas entre 28 e 32 °C. No
Produto 2 o processo de extracdo é feito em série. No primeiro passo é
usado agua, em temperaturas entre 50 e 100 °C, por trés ciclos. A cada

ciclo é feita centrifugacdo a 3000 - 8000 g por 5 - 15 min. O
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sobrenadante é resgatado e liofilizado, na sequéncia o produto é
dialisado por um periodo entre 20 e 30 h. Assim, os exiratos de G.
lucidum obtidos na presente invencdo podem ser adicionados como
adjuvantes aos meios de cultivo celular porque seu poder antioxidante

¢ eficaz.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO PARA ROMPIMENTO DE ESPOROS DE Ganoderma lucidum
E OBTENCAO DE PRODUTOS PARA CONSERVACAO IN VITRO DE
OOCITOS E ESPERMATOZOIDES, caraterizado por ser realizado pelas
etapas de:

I- Rompimento das paredes dos esporos secos por cisalhamento
com auxilio de esferas e separacdo das esferas

lI- DiluicGo dos esporos rompidos em meio aquoso

lll- Extracdo de biomoléculas dos esporos rompidos em meio agquoso

IV- Cenftrifugacdo e obtencdo do Produto 1 (sobrenadante)

V- Rompimento adicional das paredes dos esporos processados
previomente conforme as etapas | — I, por micro-ondas,
seguido da repeticdo das etapas I - IV

VI-Suspensdo dos sdlidos insolUveis em meio aquoso

VIl-  Extracdo de biomoléculas em meio aquoso a temperatura
elevada

VIIl-  Centrifugacdo

IX- Apds realizacdo de trés ciclos sequenciais de extracdo conforme
etapas VI a VI, mistura dos sobrenadantes a uma fracdo do
Produto 1

X- Didlise

XI- Liofilizacdo e obtencdo do Produto 2

2. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa | pela maceracdo com auxilio de esferas de
aco/cromo de 0,1 mm, na proporcdo de 0,1 a 1,6 g de esferas/g de
esporos, por tempo entre 5 e 20 min, e subsequente separacdo das

esferas com peneira do tipo tamis com auxilio de ima.
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3. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa Il pela suspensdo dos esporos rompidos em
dgua ou solucdo salina fisioldgica em proporcdo de 1:10 a 1:20
(m/v).

4. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa Il pela incubacdo da suspensdo aquosa
contendo os esporos rompidos durante 24 a 48 h com agitacdo entre
100 e 300 rom, a uma temperatura entre 20 e 32 °C, para extracdo
de biomoléculas.

5. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa IV a uma velocidade entre 3000 e 8000 g
durante 5 a 15 min para separacdo do sobrenadante, obtendo-se o
Produto 1.

6. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa V utilizando micro-ondas a uma poténcia entre
900 e 1200 W por 5 a 15 min.

7. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa VI pela suspensdo dos sdlidos insolUveis em
dgua ou solucdo salina fisiologica em proporcdo de 1:20 a 1:100
(m/v).

8. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa VIl pela incubacdo da suspensdo a uma
temperatura entre 50 e 100°C, por tempo entre 1 e 3 h.

9. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa VIl a uma velocidade entre 3000 e 8000 g por 5
a 15 min, de modo a separar o sobrenadante dos sélidos insolUveis.

10. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa IX pela mistura dos sobrenadantes obtidos nos
trés ciclos de extracdo conforme etapas VI a VI, em proporcdo de

1:1 a 2:1 (sobrenadante: produto 1, v/v).
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11.PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa X pela didlise da fracdo liquida obtida na etapa
IX com membrana de 14 a 12 kDa em dgua ultrapura por tempo
entre 20 e 30 h a temperatura ambiente.

12.PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caraterizado pela
realizacdo da etapa Xl utilizando-se o eluido da membrana de
didlise para liofilizacdo durante 20 — 30 h, obtendo-se o Produto 2.

13. PRODUTO 1 PARA CONSERVACAO IN VITRO DE OOCITOS, obtido de
acordo com processo tal qual reivindicacdo 1, caraterizado por
conter as moléculas bioativas ramnose, xilose, manose, glucose,
galactose e proteinas entre 10 e 225 kDa obtidas dos esporos de G.
lucidum.

14.PRODUTO de acordo com a reivindicacdo 13, caraterizado por
conter glucanas em concentracdo enfre 60 e 80 % (Mm/m) em
relacdo aos monossacarideos totais.

15.PRODUTO de acordo com as reivindicacdes 13 e 14, caracterizado
por apresentar efeito, em concentracdes entre 100 e 50% de produto
1, de afividade de incremento em pardmetros reprodutivos de
sobrevivéncia e diGmetro folicular de o6citos em tecido ovariano.

16.PRODUTO 2 PARA CONSERVACAO IN VITRO DE ESPERMATOZOIDES,
obfido de acordo com processo tal qual reivindicacdo 1,
caraterizado por conter as moléculas bioativas glucose, manose,
galactose e arabinose obtidas dos esporos de G. lucidum.

17.PRODUTO de acordo com a reivindicacdo 16, caraterizado por
conter glucanas em concentracdo entre 50 e 80% (m/m) em relagcdo
aos monossacarideos totais.

18.PRODUTO de acordo com as reivindicacdes 16 e 17, caraterizado por
apresentar atividade antioxidante de modo a conservar pardmetros

reprodutivos de espermatozoides (viabilidade e intfegridade do DNA).
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19.USO de Produto 1 descrito nas reivindicacdes de 13 a 15,
caraterizado por compreender sua adicdo a meios de cultivo e
solucdes diluentes empregadas no resgate de odcitos em tecido
ovariano.

20.USO de Produto 2 descrito nas reivindicacdes de 16 a 18,
caraterizado por compreender sua adicdo a solucdes diluentes,
meios de criopreservacdo/vitrificacdo e descongelamento de
espermatozoides, tecido testicular e tecidos relacionados.

21.USO de Produtos 1 e 2 descritos nas reivindicacdes de 13 a 18, bem
como de suas misturas em quaisquer proporcdes, caraterizado por
compreender adicdo a meios de culfivo in vifro, solucdes de
criopreservacdo/vitrificacdo e descongelamento de células

reprodutivas e tecidos relacionados.
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Figuras
Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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RESUMO

PROCESSO PARA ROMPIMENTO DE ESPOROS DE Ganoderma lucidum E
OBTENCAO DE PRODUTOS PARA CONSERVACAO IN VITRO DE OOCITOS E
ESPERMATOZOIDES
Esta invencdo descreve um processo de ruptura de esporos de
Ganoderma lucidum e a obtencdo de dois produtos para conservacdo
in vitro de odcitos (produto 1) e espermatozoides (produto 2). Os
produtos 1 e 2 possuem aplicacdo em cultivo in vitro de células
reprodutivas, na conservacdo por criopreservacdo e vitrificacdo e no
descongelamento como diluentes protegendo vdrios pardmetros
reprodutivos como viabilidade celular, morfologia e maturacdo. O
processo para obtencdo dos bioativos compreende as etapas de
rompimento dos esporos por cisalhamento e micro-ondas, extfracdo em
solucdo aquosa, centrifugacdo e conservacdo por liofilizacdo. O
produto 1 estimula o resgate de foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano e o produto 2 incrementa a viabilidade e preserva o DNA em
espermatozoides. Os produtos reivindicados na presente invencdo ndo
apresentam citotoxicidade e foram avaliados em ensaios de cultivo in
vifro. As aplicacdes estdo relacionadas com o melhoramento e a

conservacdo das células reprodutivas em cultivos in vitro.

Peticao 870190084707, de 29/08/2019, pag. 6/56



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos
	Resumo

