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DESCRIPCION
Aguja de muestreo.
Campo de la invencién

La invencion se refiere a una aguja de muestreo, en particular a una aguja adecuada para la recuperacion de
ovocitos vaginales de un sujeto humano o animal.

Antecedentes de la invencion

La fecundacion in vitro (FIV) es una intervenciéon comun para ayudar a parejas que no pueden tener hijos. La primera
etapa en un ciclo de FIV, después de cualquier estimulacién hormonal requerida de un sujeto hembra, es la
recuperacion o aspiracion de ovocitos. La estimulacién de hormonas conduce a un aumento del nimero de foliculos
que maduran en la hembra. En un ciclo menstrual normal se producen de uno a dos ovocitos. Por el contrario, en un
ciclo de FIV satisfactorio maduran generalmente aproximadamente 5 a 15 ovocitos. Hoy en dia hay un interés
creciente por no usar estimulacion de hormonas o una estimulacion de hormonas minima y en su lugar madurar los
ovocitos después de la recuperacion o usar un ciclo natural en el que los normalmente uno o dos ovocitos
madurados se consideran suficientes para el procedimiento de FIV.

Independientemente del procedimiento de estimulaciéon de hormonas, cada ovocito reside en un foliculo. Durante un
procedimiento de FIV, los foliculos se vacian mientras todavia estan en los ovarios. Esto se hace normalmente
transvaginalmente, que significa que se usa una aguja de recuperacién de ovocitos para penetrar la pared vaginal y
los ovarios. Tras la localizacion de los foliculos por ultrasonidos se usa una aguja de recuperacion de ovocitos para
puncionar y entrar en cada foliculo y entonces el fluido folicular que contiene el ovocito se recupera por aspiracion.
La recuperacion se logra mediante una presion negativa inducida. En los casos en los que los ovocitos no son
liberados del foliculo sélo mediante aspiracion puede usarse una disolucion de lavado precalentada junto con la
aspiracion para liberar los ovocitos y para aumentar el volumen de fluido aspirado.

Las agujas de recuperacion de ovocitos usadas para vaciar los foliculos in vivo con el fin de un ciclo de FIV pueden
comprender una unica luz o ser de doble luz. Las agujas de doble luz tienen una primera luz para recuperar los
ovocitos de un foliculo y una segunda luz para lavar simultaneamente medios en el foliculo. Algunos creen en esto
para liberar ovocitos del foliculo mejor que la recuperacion con una aguja de una Unica luz sin lavar. Sin embargo, es
mas comun usar una aguja de una unica luz sin lavar. Aunque podria usarse una aguja de una Unica luz para tanto
recuperar como lavar, no es posible usar una aguja de una Unica luz para lavar y aspirar al mismo tiempo. Por tanto,
cuando se usa una aguja de una unica luz con lavado existe el riesgo de que los ovocitos sean lavados en lugar de
recuperados.

Las agujas de recuperacion de ovocitos comercializadas hoy en dia son de diametro externo (DE) y diametro interno
(DI) uniforme a lo largo de toda la longitud de la aguja. Las agujas mas comunes tienen tanto 16 como 17 de calibre
que se corresponden con un DE de 1,65 mm y 1,47 mm, respectivamente. Estas agujas estan disponibles de, por
ejemplo, Cook Medical Inc. (Bloomington, IN, EE.UU.), Smiths Medical International (Watford, RU) y Gynetics
Medical Products N.V. (Achel, Bélgica). Las agujas de 18 de calibre (DE de 1,27 mm) estan disponibles de Smiths
Medical International.

La longitud de una aguja de recuperacion de ovocitos varia, por ejemplo, dependiendo del tipo de guia de aguja
usada, que a su vez depende del tipo de transductor de ultrasonidos usado. Longitudes de aguja total tipicas estan
entre 200 mm y 400 mm.

El diametro interno (DI), es decir, el diametro luminal de la aguja de recuperacién de ovocitos, debe ser mayor que el
diametro del ovocito, que para un ser humano es aproximadamente 0,1 a 0,2 mm. El DI de la aguja también debe
permitir el movimiento de la masa de células acumulada que cubre los ovocitos. Las limitaciones de produccion y de
material afectan cuanto de pequefio puede ser el DI, al igual que el estrés y la friccion inducida a los ovocitos dentro
de una aguja fina.

El procedimiento de recuperacion dura normalmente aproximadamente 10 a 30 minutos, principalmente
dependiendo de cuantos foliculos hay para penetrar y vaciar. Sin anestesia y sedacion es un procedimiento bastante
dificil y en algunos casos muy doloroso para la hembra. Por tanto, en algunos paises es norma usar anestesia
general durante el procedimiento. Sin embargo, el uso de anestesia general esta asociado a riesgos médicos y el
requisito de que tenga que estar presente un anestesista aumenta los costes. Por consiguiente, algunos paises,
tales como los de Escandinavia, realizan la recuperacién de ovocitos bajo una sedacion suave y/o anestesia local.
La tendencia actual es que cada vez mas clinicas estan avanzando hacia el uso de sedacion suave y/o anestesia
local ya que es menos costoso y mas seguro, aunque crea una mayor molestia o dolor para la hembra.

Los fabricantes de agujas han respondido a este cambio en el procedimiento produciendo agujas de recuperacion de
ovocitos mas finas con el fin de producir menos dolor al paciente. Se ha encontrado una relacién entre el espesor de
la aguja y el dolor sentido por un sujeto (Aziz et al. (1993) Human Reproduction 8(7): 1098 - 1100). Este estudio
comparo el uso de dos diametros de aguja: 16 y 18 de calibre. Una aguja de 16 de calibre se usé en un ovario y una
aguja de 18 de calibre se usé en el otro ovario. El uso de una aguja diferente en cada ovario permitié que el sujeto
fuera usado como su propio control. Se us6 sedacién suave en los sujetos y el dolor se autoevalué en una escala de
0 a 5. Se encontr6 que la aguja més fina estaba significativamente asociada a menos dolor percibido.

El dolor y los calambres percibidos también son problemas tras el procedimiento de recuperacion de ovocitos. En un
estudio por Miller et al. (2004) (Fertility and Sterility 81(1): 191 - 193), el dolor y los calambres autoevaluados se
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puntuaron 30 minutos y 24 horas después de la recuperacion de ovocitos. Esto mostré que habia dolor y calambres
a los 30 minutos y durante las 24 horas siguientes a la aspiraciéon de ovocitos. No hay datos en este tiempo para
confirmar que el dolor y los calambres después del procedimiento de aspiracion se redujeran en realidad con una
aguja mas fina, pero cabria esperar que se produjera menos lesion de tejido con una aguja mas fina.

Como se ha mencionado anteriormente, agujas mas finas producen menos traumatismo y hemorragia que agujas
mas gruesas. Esto es ventajoso porque el traumatismo y la hemorragia pueden afectar a la implantacion del
embrién. La implantacion se lleva a cabo generalmente sdélo dos a seis dias después de la recuperacion del ovocito,
por tanto, cualquier traumatismo producido durante el procedimiento de recuperacion podria evitar la implantacion
apropiada.

Sin embargo, el uso de agujas mas finas también tiene varias desventajas, ya que una aguja mas fina también tiene
una luz mas estrecha. Por ejemplo, la muestra, por ejemplo un ovocito, podria quedarse pegada y/o dafiarse dentro
de la luz de la aguja fina. El diametro aproximado de un ovocito humano es 0,1 a 0,2 mm vy, con las células
acumuladas que rodean el ovocito la masa de células total puede tener un didametro de hasta 10 mm (Aziz et al.
1993). Por tanto, cuanto mas fina sea la aguja, mayor es el riesgo de dafiar un ovocito cuando se desplaza por la
aguja. Por consiguiente, el uso de una aguja mas fina aumenta el riesgo de dafiar los ovocitos, que podria reducir la
probabilidad de que un procedimiento de FIV produjera un embarazo satisfactorio.

Otra desventaja de agujas mas finas es que, para la aplicacién de una presion negativa dada, la aspiracion por una
aguja mas fina necesita un tiempo mas largo que por una aguja mas gruesa. Cuanto mas tiempo esté la muestra
(por ejemplo, ovocito y fluido folicular) en la aguja, mas tiempo esta sometida a temperatura ambiente y, por tanto, la
muestra se enfria mas. Una luz de aguja mas fina también aumenta el area de contacto entre la pared de la aguja y
la muestra, que adicionalmente enfria la muestra. Algunas muestras, por ejemplo ovocitos, son muy sensibles a
temperaturas por debajo de la temperatura fisioldgica y pierden viabilidad a medida que cae la temperatura.

Una alternativa al tiempo de aspiracion mas largo requerido para una aguja mas fina seria aumentar la presion
negativa aplicada para acelerar el movimiento del fluido folicular por la aguja. Sin embargo, esto tiene la desventaja
de que la aplicacion de una mayor presion puede estresar y producir otra lesion fisica a la muestra. La aplicacion de
una presion negativa demasiado alta es un asunto comun durante la aspiraciéon de ovocitos ya que puede daiar la
zona pelucida del ovocito. Por tanto, una presién negativa aplicada nunca puede superar 1 atm (101,3 kPa) cuando
se trabaja en un entorno de presion normal. Ademas, una aguja fina también tiene la desventaja de ser mas dificil de
manipular por un usuario, ya que es mas probable que se doble que una aguja mas gruesa.

Las agujas de recuperacion de ovocitos actuales se trataran en relacion con los siguientes dibujos

Las Figuras 1 a 5 en las que, para facilitar la referencia, partes iguales se han referido mediante numeros de
referencia iguales. En las Figuras 6 a 10 se facilitan datos que proporcionan resultados de comparaciones de agujas
segun la presente invencion y otras agujas.

La Figura 1 es una seccion transversal longitudinal esquemética de un utero y aparato para la aspiracion
transvaginal guiada por ultrasonidos de foliculos de un ovario (técnica anterior);

la Figura 2 es una seccion transversal longitudinal esqueméatica de una aguja de una Unica luz adecuada para uso
con el aparato mostrado en la Figura 1 (técnica anterior);

la Figura 3 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de doble luz adecuada para uso con el aparato
mostrado en la Figura 1 (técnica anterior);

la Figura 4 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una unica luz conectada a una jeringuilla, siendo
la aguja de una uUnica luz adecuada para la aspiracién transvaginal de foliculos de un ovario (técnica anterior); y

la Figura 5 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una uUnica luz conectada a una jeringuilla
mediante un tubo, siendo la aguja de una Unica luz adecuada para la aspiracion transvaginal de foliculos de un
ovario (técnica anterior).

La Figura 1 muestra un utero (150) que comprende el fondo uterino (152), miometrio (154), vagina (156), trompas de
Falopio (160), ovarios (158) y foliculos ovaricos (104). El aparato (100) conocido tipico para la aspiracién
transvaginal guiada por ultrasonidos de un foliculo ovarico (104) se muestra in situ. Una aguja de una unica luz de
recuperacion de ovocitos (102) se introduce transvaginalmente en un foliculo ovarico (104) que contiene el ovocito y
se mantiene sobre una guia de aguja (106) que a su vez se mantiene sobre un transductor de ultrasonidos (108). El
transductor de ultrasonidos produce un campo visual de ultrasonidos de los foliculos (109). El extremo trasero de la
aguja de una unica luz esta conectado a un tubo de aspiracién (110) que a su vez esta conectado a un tubo de
ensayo (112) para la recogida del fluido folicular que contiene los ovocitos. Se induce una presién negativa en el
tubo de ensayo (112) mediante la aplicacion de una bomba de vacio (no mostrada). El tubo de ensayo (112) esta
cerrado con un tapén de silicona (114) con conectores (no mostrados).

La aguja de recuperacion de ovocitos (102) puede ser una aguja de una Unica luz o una aguja de doble luz. En la
Figura 2 se muestra una aguja de una unica luz. En la Figura 3 se muestra una aguja de doble luz. En las Figuras 4
y 5 se muestran otras configuraciones de aguja de aspiracion, cada una con un conector Luer y una jeringuilla para
inducir presion negativa.

La Figura 2 muestra un aparato de aguja de una unica luz (200) conocido que comprende una aguja de recuperacion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2360335 T3

de ovocitos (202). El extremo trasero de la aguja (202) comprende un agarre de alas de sujecion (222). El extremo
trasero de la aguja (202) esta conectado al tubo de aspiracion (210) que a su vez esta conectado a un tubo de
ensayo (212) mediante un tapén de silicona (214). El tubo de ensayo (212) esta conectado a una bomba de vacio
(no mostrada) mediante el tapdn de silicona (214), una conexion Luer (216) y un tubo de vacio (218). La aplicacion
de un vacio al tubo de vacio (218) hace que entre fluido en la aguja (202) y, por consiguiente, en el tubo de ensayo
(212) en la direccion de la flecha A.

La Figura 3 muestra un aparato de aguja de doble luz (300) conocido. El extremo trasero de la aguja de
recuperacion de ovocitos (302) comprende un agarre de alas de sujecion (322). El extremo trasero de la aguja (302)
esta conectado a un tubo de lavado (324). El extremo distal del tubo de lavado (324) comprende una conexién Luer
(325) para la conexiéon a una fuente de medio de lavado. El extremo trasero de la aguja (302) también esta
conectado a un tubo de aspiracion (310) que a su vez esta conectado a un tubo de ensayo (312) para la recogida del
fluido folicular que contiene los ovocitos. Se induce una presion negativa en el tubo de ensayo (312) mediante la
aplicacion de la bomba de vacio (no mostrada). El tubo de ensayo (312) esta conectado a la bomba de vacio (no
mostrada) mediante un tapon de silicona (314), una conexién Luer (316) y un tubo de vacio (318). La aplicacion de
un vacio al tubo de aspiracion (318) hace que entre fluido en la aguja (302) y, por consiguiente, en el tubo de ensayo
(312) en la direccion de la flecha A. Los medios de lavado pueden lavarse por el tubo de lavado (324) en la aguja
(302) en la direccion de la flecha B.

La Figura 4 muestra otro aparato de aguja de una Unica luz (400) conocido que comprende en el extremo trasero de
la aguja de recuperacion de ovocitos (402) un agarre de alas de sujecion (422). El extremo trasero de la aguja (402)
esta conectado a una jeringuilla (426) mediante una conexién Luer (no mostrada). La extraccion del émbolo de la
jeringuilla (428) del cilindro de la jeringuilla (430) induce una presion negativa dentro de la aguja (402) y hace que
entre fluido en la aguja (402) y, por consiguiente, en la jeringuilla (426) en la direccion de la flecha A.

La Figura 5 muestra una alternativa conocida al aparato de aguja de la Figura 4. Un aparato de aguja de una unica
luz (500) comprende una aguja de recuperacion de ovocitos de una unica luz (502) en cuyo extremo trasero hay un
agarre de alas de sujecion (522). El extremo trasero de la aguja (502) estd conectado a una jeringuilla (526)
mediante un tubo de aspiracion (524) y una conexion Luer (no mostrada). La extraccion del émbolo de la jeringuilla
(528) del cilindro de la jeringuilla (530) induce una presion negativa dentro de la aguja (502) y hace que entre fluido
en la aguja (502) y, por consiguiente, en la jeringuilla (526) en la direccion de la flecha A.

Las invenciones previas referentes a agujas incluyen aquellas descritas en los documentos WO02005/025434,
US2005/0143619, US5.843.023, US10/233.431, US6.461.302 y US6.929.623. Las agujas descritas en los
documentos W02005/025434, US2005/0143619, US5.843.023, US10/233.431, US2006/0205073 y US6.461.302
estan todas construidas con diametros uniformes. Como tales tanto producen dolor y/o traumatismo de tejido a la
hembra como pueden inducir estrés y/o traumatismo al ovocito. El uso de una aguja con un diametro interno grande
tiene como ventaja que minimiza el estrés y/o el traumatismo inducido a la muestra, por ejemplo, los ovocitos que se
recuperan y funciona rapido. El uso de una aguja con un diametro interno pequefo tiene como desventaja que
produce una larga recuperacion, es decir, tiempo de aspiracion. Un tiempo de recuperacion largo es poco practico
para el doctor que lleva a cabo la aspiracién, poco practico e incémodo para el sujeto del que se recupera la muestra
y aumenta el punto al que se enfria la muestra y/o se estresa o traumatiza de otro modo durante el procedimiento de
recuperacion.

El documento W02005/025434 desvela una aguja anestésica para el bloqueo periovarico interno conjuntamente con
la recuperacion de o6vulos. El documento US 6.033.358 desvela un sistema de fecundacion in vitro para la recepcion
y tratamiento de un évulo que comprende un alojamiento que tiene una camara receptora alargada para la recepcion
de un évulo.

El documento US2005/0143619 desvela un dispositivo de recogida de 6vulos que comprende un mango, una aguja
de recogida que se extiende por el mango y una disposicion de calentamiento para mantener la aguja de recogida a
una temperatura seleccionada para prevenir el dafio del 6vulo que se recoge. Aunque esta invencién podria resolver
el asunto de la temperatura durante la aspiracion de ovocitos, desvela una aguja de diametro uniforme y como tal
tiene tanto las desventajas de una aguja con un DI pequefio como de una aguja con un DE grande, como se ha
tratado anteriormente.

Los documentos US5.843.023 y US5.979.339 desvelan ambos construcciones de agujas de aspiraciéon con puertos
laterales. Los documentos US5.843.023 y US5.979.339 desvelan agujas de igual tamafo que tienen tanto las
desventajas de una aguja con un DI pequefio como de una aguja con un DE grande, como se ha tratado
anteriormente.

El documento US6.461.302 desvela un dispositivo de recuperacion de évulos para recuperar un ovulo y fluido
folicular de un foliculo. El dispositivo comprende una aguja conectada a un medio para inducir succién en la aguja vy,
por tanto, permitir que una muestra entre en la aguja.

El documento US6.929.623 desvela una jeringuilla que comprende una aguja que tiene una primera regiéon con un
diametro ancho conectado a una segunda regién con un diametro estrecho. La aguja se usa para la administracion
de, en vez de para la recuperacion de, liquidos viscosos robustos a conductos tales como la uretra, el eséfago y los
vasos sanguineos de un paciente. No se sugiere el uso de la aguja para recoger muestras tales como ovocitos.
Similarmente, los documentos US 6.306.132 y EP 1.323.483 desvelan dispositivos que no son agujas de
recuperacion de ovocitos. No se sugiere que aquellos dispositivos puedan usarse para recoger ovocitos.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales segun la reivindicacion 1 que
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conserva las ventajas de una aguja fina a la vez que reduce y/o elimina las desventajas asociadas a una aguja
gruesa. Por tanto, la invencién proporciona una aguja adecuada para la recuperacion de una muestra biolégica de
un sujeto, en particular una muestra que se localiza en una posicion que es de dificil acceso tal como una
localizacién que requiere que se atraviese una cavidad del cuerpo antes de que se pueda acceder y penetrar un
tejido. La muestra bioldgica es un ovocito. La muestra bioldgica puede estar presente en un liquido viscoso. Para la
recuperacion de un ovocito con una aguja, la aguja debe atravesar la vagina antes de que puedan penetrarse los
ovarios y el foliculo ovarico. La aguja de muestreo puede ser una aguja quirurgica o médica.

Por consiguiente, se proporciona una aguja de recuperacién de ovocitos vaginales que comprende una primera
region tubular (delantera) en comunicacion fluida con una segunda region tubular (trasera), comprendiendo la
primera region tubular un extremo delantero para penetrar el tejido de un sujeto y comprendiendo la segunda region
tubular un extremo trasero para la comunicacion fluida con un medio para recibir un fluido en el que la primera region
tubular tiene un diametro externo y un diametro interno que es inferior al diametro externo e interno de la segunda
region tubular y la primera region tubular tiene un diametro interno que es inferior al diametro interno de la segunda
regién tubular.

Una ventaja de la aguja de muestreo segun la presente invencion es que sélo la primera regién tubular relativamente
fina invade el tejido del que se esta recuperando la muestra, mientras que la segunda regién tubular relativamente
ancha no invade el tejido.

La primera y la segunda region tubular pueden disponerse a lo largo de un eje central comun que pasa por la luz de
tanto la primera como la segunda region tubular. Alternativamente, la primera y la segunda region tubular pueden
disponerse descentradas la una con respecto a la otra, es decir, la aguja es asimétrica alrededor de un eje central
que pasa por la luz de tanto la primera como la segunda region tubular.

La primera region tubular puede conectarse a la segunda region tubular mediante una regién de grosor decreciente.
La region de grosor decreciente puede proporcionar un cambio gradual en el diametro entre la primera regioén tubular
y la segunda region tubular. La region de grosor decreciente puede ser brusca o superficial. Alternativamente, una
region de grosor decreciente puede no estar presente y la conexion entre la primera y la segunda region tubular
puede ser de angulo sustancialmente recto.

La primera region tubular puede ser por si misma de grosor decreciente. Preferentemente, el estrechamiento es de
un extremo delantero relativamente estrecho a una regibn mas ancha que conecta la primera region tubular con la
segunda regién tubular.

Preferentemente, el medio para recibir un fluido es adecuado para recibir una muestra bioldgica. EI medio para
recibir un fluido puede estar preferentemente cerrado. Preferentemente, el medio para recibir un fluido es estéril. El
medio para recibir un fluido puede ser cualquier recipiente adecuado que incluye un tubo de ensayo.

Para un procedimiento de recuperacion de ovocitos humanos, el diametro externo de la primera region tubular es
preferentemente de 0,6 mm a 1,2 mm, mas preferentemente de 0,8 mm a 1,0 mm, lo mas preferentemente
aproximadamente 0,9 mm.

Para un procedimiento de recuperacion de ovocitos humanos, el didmetro externo de la segunda regién tubular es
preferentemente mayor que o igual a 1,1 mm, mas preferentemente mayor que o igual a 1,2 mm, lo mas
preferentemente mayor que o igual a 1,4 mm.

Para un procedimiento de recuperacion de ovocitos humanos, el diametro interno de la primera regién tubular es
preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 0,2 mm, mas preferentemente mayor que o igual a
aproximadamente 0,4 mm, lo mas preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 0,6 mm. El didametro
interno de la primera regién tubular de una aguja de recuperacién de ovocitos siempre debe ser al menos tan grande
como el diametro del ovocito de la especie especifica de la que se recupera.

Para un procedimiento de recuperacién de ovocitos humanos, el diametro interno de la segunda region tubular es
preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 0,9 mm, mas preferentemente mayor que o igual a
aproximadamente 1,1 mm, lo mas preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 1,2 mm.

En uso, el extremo delantero de la aguja penetra en el tejido del sujeto, mientras que el extremo trasero no penetra
en el tejido del sujeto. En uso, el extremo delantero de la aguja puede penetrar en uno o mas de la pared vaginal, un
ovario y un foliculo de un sujeto, tal como un paciente. Una ventaja de la aguja de muestreo de la invencion es que
la regién delantera de la aguja, que tiene un diametro externo relativamente pequefio, puede producir menos dolor
y/o menos traumatismo y/o menos lesidon de tejido en un sujeto que una aguja que tiene una region delantera que
tiene un diametro externo mayor. Una ventaja de la region trasera que tiene un diametro interno mayor que la region
delantera es que permite el flujo mas rapido de material, bajo la misma presién negativa, dentro de la region trasera
y, por tanto, funciona mas rapido y puede conferir menos estrés a un ovocito que se recupera. Por tanto, el diametro
interno grande de la segunda regién tubular significa que sirve de buen canal de transporte.

La primera regién tubular es preferentemente al menos tan larga como la distancia anatémica que debe penetrarse
con el fin de alcanzar el sitio de la muestra que va a recuperarse. El sitio de la muestra puede ser un tejido. Por
ejemplo, para la recuperacion de ovocitos, la primera region tubular es preferentemente suficientemente larga para
alcanzar los foliculos en los ovarios por la pared vaginal. Para uso en un sujeto humano, la primera region tubular
tiene al menos 30 mm de longitud, mas preferentemente al menos 40 mm de longitud. La primera regién tubular
puede tener de 30 a 80 mm de longitud, por ejemplo 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 u 80 mm de longitud. La
primera regién tubular de la aguja puede ser mas larga de lo requerido para alcanzar el sitio de la muestra; sin
embargo, como la longitud de la primera regién tubular aumenta, las ventajas asociadas al mayor diametro de la
segunda regién tubular disminuyen. Cuanto mas larga sea la parte fina de la aguja, mas tiempo pasan los ovocitos
en la aguja y mas se enfriaran durante el procedimiento, y mas friccion y, posiblemente estrés, se inducira en los
ovocitos.
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La longitud total de la primera y la segunda regién tubular de la aguja debe ser suficientemente larga para alcanzar
el ovocito. La longitud total requerida depende del tamafio anatéomico y la construccion del sujeto hembra. Es decir,
la segunda regién tubular (trasera) deber ser suficientemente larga para atravesar la vagina. La primera region
tubular (delantera) debe ser suficientemente larga para penetrar en el sitio, por ejemplo el tejido, en el que la
muestra se localiza, por ejemplo un ovario, particularmente un foliculo de un ovario, y ponerse en contacto con la
muestra sin que la segunda regién tubular (trasera) penetre en el sitio, por ejemplo el tejido. La puesta en contacto
con la muestra permite la recuperacion de la muestra del sitio. Para un sujeto humano se prefiere que la primera y la
segunda region tubular tengan una longitud combinada de 150 mm a 500 mm. Por ejemplo, la primera y la segunda
region tubular pueden tener una longitud combinada de 200 mm a 400 mm, por ejemplo 300 mm.

Es particularmente preferido que la longitud de la primera region tubular sea suficientemente larga para ponerse en
contacto con la muestra sin que la segunda region tubular penetre en el sitio de la muestra, por ejemplo el tejido.
Preferentemente, la primera regién tubular no es excesivamente larga para garantizar que la muestra no se exponga
a estrés innecesario. Para una aguja de recuperacion de ovocitos humanos, la primera regién tubular debera ser
preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 30 mm, mas preferentemente mayor que o igual a
aproximadamente 40 mm y preferentemente no mas larga de 100 mm, mas preferentemente no mas larga de 80
mm, y lo mas preferentemente no mas larga de 60 mm.

La longitud de la segunda region tubular depende de la anatomia del sujeto, es decir, la longitud es suficientemente
larga para alcanzar la muestra y del equipo requerido para estabilizar la aguja y/o para visualizar la muestra. Las
dimensiones adecuadas de la aguja de muestreo varian dependiendo de la muestra que va a recuperarse y del
sujeto del que se va a recuperar la muestra. Por ejemplo, los ovocitos de algunos animales son mayores que los
ovocitos humanos. Los ovocitos de otros animales son mas pequefos que los ovocitos humanos. Por tanto, la
muestra y el sujeto determinan las dimensiones adecuadas para el didmetro interno y externo de la primera y la
segunda region tubular. Asimismo, diferentes animales tienen diferentes construcciones anatémicas. Por ejemplo, un
animal puede tener una cavidad del cuerpo tal como una vagina que es mas larga o mas corta de atravesar que la
de un ser humano. Asimismo, la muestra, un ovocito, puede localizarse a una profundidad mas superficial 0 mas
profunda dentro del sitio, tal como un ovario o foliculo ovarico, en comparacién con un ser humano. Ademas, las
dimensiones anatémicas muestran variacion natural dentro de una especie, por ejemplo, debido a variaciones en la
altura, masa y el indice de masa corporal. El sujeto puede ser un ser humano o un animal tal como una vaca, una
cerda, un perro, un caballo, un ratén, un elefante o una jirafa. Usando conocimientos de anatomia el experto puede
seleccionar dimensiones adecuadas para la aguja de muestreo.

Preferentemente, la configuracion de la aguja es tal que el tiempo de recuperacion de la muestra sea
suficientemente corto para mantener un tiempo de aspiracion aceptable, que significa un tiempo de aspiraciéon que
para fines practicos es comparable con el tiempo de aspiracidon requerido cuando se usa una aguja estandar, por
ejemplo, una aguja con un diametro externo uniforme de 1,4 mm, un diametro interno uniforme de 1,0 mm y una
longitud de 355 mm. El tiempo de aspiracion de una muestra depende de la presion negativa aplicada, la viscosidad
de la muestra que se aspira y el volumen de la muestra que se aspira. Un tiempo de aspiracion comparable es uno
que es tan bajo como el tiempo de aspiracidon con una aguja estandar, inferior al tiempo de aspiracion con una aguja
estandar o hasta el 30% mas, preferentemente no mas del 20% mas que el tiempo de aspiracion con una aguja
estandar. Una aguja estandar es, por ejemplo, una aguja que tiene un diametro interno uniforme de 1,0 mm y un
diametro externo uniforme de 1,4 mm vy, por ejemplo, que tiene una longitud de 355 mm. Un tiempo de aspiraciéon
aceptablemente corto es uno que minimiza el enfriamiento de la muestra durante la recuperacion, minimiza el tiempo
durante el cual necesita estar presente un médico, minimiza el tiempo durante el cual el sujeto experimenta molestia
durante la recuperacion y minimiza la lesién y/o el traumatismo a la muestra que se recupera. El tiempo de
aspiracion puede ser inferior a dos minutos, por ejemplo inferior a un minuto. La muestra que se recupera puede
tener un volumen de 3 ml a 8 ml, por ejemplo 4 6 5 ml. Puede aplicarse una presion negativa de hasta 1 atmdsfera
(es decir, de 0 a 101,3 kPa) al extremo trasero de la aguja.

La aguja de muestreo puede formarse a partir de uno o mas materiales seleccionados de acero inoxidable, fibra de
carbono, plasticos duros, ceramica y vidrio. Los materiales particularmente preferidos incluyen un acero inoxidable
seleccionado de AISI 304, AISI 316, SIS 2346 y SIS 2543. El material mas preferido es el acero inoxidable AISI 304.
La primera y la segunda regién tubular pueden hacerse del mismo material o de materiales diferentes.
Preferentemente, la aguja comprende una punta afilada. La punta puede adaptarse para mejorar la visibilidad bajo
ultrasonidos. La punta puede ser ecogénica. Por ejemplo, la superficie externa de la punta de la aguja puede
proporcionarse con una 0 mas ranuras.

La aguja de muestreo puede formarse a partir de un Unico trozo de material o puede formarse a partir de dos o mas
trozos de material unidos juntos para formar un unico tubo.

La aguja de muestreo de la presente invencion puede adecuarse a o equiparse con uno o mas de un transductor de
ultrasonidos, una bomba de vacio, tubo de aspiracion, tubo de lavado, un tubo de recogida, un tapon para el tubo de
recogida, una bomba de vacio, una jeringuilla, una guia de aguja, un agarre de alas de sujecion y conectores para
conectar el tubo con uno o mas de el tubo de recogida, la bomba de vacio y la jeringuilla tales como aquellos
descritos en relacidn con las Figuras 1 a 5. El tubo puede comprender Teflon®. Ademas, la aguja de muestreo de la
presente invencién puede usarse en un aparato de aguja de una unica luz o de aguja de doble luz tal como aquellos
descritos en relacion con las Figuras 1 a 5. Por ejemplo, el aparato puede comprender uno o mas de los
componentes descritos en relacion con las Figuras 1 a 5.

Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales segun la invencion puede usarse en un procedimiento de recogida
de una muestra de un sujeto que comprende insertar la aguja en el sujeto, como se ha descrito anteriormente, y
extraer la muestra del sujeto. La muestra es un ovocito. Preferentemente, el sujeto es un ser humano.
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Alternativamente, el sujeto puede ser un animal tal como una vaca, una cerda, un perro, un caballo, un ratén, un
elefante o una jirafa.

Preferentemente sélo la primera region tubular (delantera) de la aguja de muestreo penetra en el tejido del sujeto. Es
decir, preferentemente la segunda region (trasera) de la aguja de muestreo no penetra en el tejido del sujeto. Esto
tiene la ventaja de que sélo la parte estrecha, es decir, la primera regién tubular de la aguja penetra en el tejido del
sujeto y esto puede minimizar el dolor, la molestia y el traumatismo experimentado por el sujeto. Por ejemplo,
aproximadamente 30 mm o aproximadamente 40 mm de la primera regién tubular pueden insertarse en el sujeto
durante un procedimiento de recuperacién de ovocitos humanos.

Breve descripcion de los dibujos

Las agujas y procedimientos segun la invencion se describiran, sélo a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos
adicionales. Las Figuras 6 a 15 en las que:

la Figura 6 es una seccién transversal longitudinal de una aguja de muestreo de una unica luz segun la invencion;

la Figura 7 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una Unica luz segun la invencion con una region
de grosor decreciente que conecta la primera region tubular y la segunda regién tubular;

la Figura 8 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una unica luz segun la invencién con la primera
regién tubular y la segunda regién tubular dispuestas descentradas;

la Figura 9 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una unica luz segun la invencién con una region
de grosor decreciente que conecta la primera region tubular y la segunda regién tubular y la primera region tubular y
la segunda region tubular dispuestas descentradas;

la Figura 10 es una seccion transversal longitudinal de una aguja de una unica luz segun la invencién con una
primera region tubular de grosor decreciente;

la Figura 11 es un diagrama de barras que muestra la diferencia en el tiempo de aspiraciéon a temperatura ambiente
para muestras de 20 ml de agua adecuada para inyeccién in vivo por las agujas (a), (b), (c) y (d) cuyas dimensiones
se facilitan en la Tabla 1;

la Figura 12 es un diagrama de barras que muestra la diferencia en el tiempo de aspiraciéon a temperatura ambiente
para muestras de 10 ml de hialuronato de sodio (0,2 g-I'1) por las agujas (a), (b), (¢) y (d) cuyas dimensiones se
facilitan en la Tabla 1;

la Figura 13 es un diagrama de barras que muestra la diferencia en el tiempo de aspiraciéon a temperatura ambiente
para muestras de 10 ml de hialuronato de sodio (0,4 g-I'1) por las agujas (a), (b), (c) y (d) cuyas dimensiones se
facilitan en la Tabla 1;

la Figura 14 es un diagrama de barras que muestra la reduccién en la temperatura de muestras de agua adecuada
para inyeccion in vivo cuando se aspira por las agujas (a), (b), (c) y (d) cuyas dimensiones se facilitan en la Tabla 1;
y

la Figura 15 es un diagrama de barras que muestra la reduccién en la temperatura de muestras de agua adecuada
para inyeccion in vivo cuando se aspira por las agujas (a), (b), (c) y (d) cuyas dimensiones se facilitan en la Tabla 1.
Los parametros de temperatura para el muestreo mostrado en la Figura 15 son diferentes de aquellos para el
muestreo mostrado en la Figura 14.

Los datos sin procesar para las Figuras 11 a 15 se proporcionan en el apéndice.

Descripcion de realizaciones preferidas

La Figura 6 muestra una aguja de muestreo de una unica luz (632) segun la presente invencion. La aguja
comprende una primera region tubular (delantera) (634) en comunicacion fluida con una segunda region tubular
(trasera) (636), la primera region tubular (634) comprende un extremo delantero (638) que es un punto afilado para
la insercion en un sujeto y la segunda regién tubular (636) comprende un extremo trasero (640) para la
comunicacion fluida con una camara que contiene fluido (no mostrada). La aplicacion de un vacio al extremo trasero
(640) de la aguja (632) hace que se saque fluido en la direccion de la flecha A. La longitud total (Z) de la aguja es
aproximadamente 350 mm. La segunda region tubular (636) de la aguja (632) tiene una longitud (X) de 310 mm, un
DE de 1,4 mm y un didmetro interno de 1,2 mm. La primera regién tubular (634) de la aguja (632) tiene una longitud
(Y) de 40 mm, un diametro externo de 0,9 mm y un diametro interno de 0,6 mm.

Son posibles diferentes disposiciones de la primera region tubular y la segunda regién tubular. Algunos ejemplos se
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facilitan en las Figuras 7 a 10.

En la aguja de muestreo (732) de la Figura 7, una primera regioén tubular (delantera) (734) y una segunda region
tubular (trasera) (736) estan conectadas mediante una region de grosor decreciente (735).

En la aguja de muestreo (832) de la Figura 8, una primera regién tubular (delantera) (834) y una segunda region
tubular (trasera) (836) estan descentradas la una con respecto a la otra.

En la aguja de muestreo (932) de la Figura 9, una primera regién tubular (delantera) (934) y una segunda region
tubular (trasera) (936) estan descentradas la una con respecto a la otra. La primera regién tubular (delantera) (934) y
la segunda region tubular (trasera) (936) estan conectadas mediante una region de grosor decreciente (935).

En la aguja de muestreo (1032) de la Figura 10, una primera region tubular (delantera) (1034) esta conectada con
una segunda region tubular (trasera) (1036) y la primera region tubular (delantera) se estrecha desde un extremo
delantero (1038), que proporciona un punto afilado para la insercién en un sujeto, hasta la regién (1035) en la que la
primera region tubular (delantera) (1034) conecta con la segunda region tubular (trasera) (1036).

Las agujas de muestreo de las Figuras 6 a 10 pueden conectarse a un aparato de recuperacion de muestras
convencional que incluye uno o mas de un transductor de ultrasonidos, una bomba de vacio, tubo de aspiracion,
tubo de lavado, un tubo de recogida, un tapén para el tubo de recogida, una bomba de vacio, una jeringuilla, una
guia de aguja, un agarre de alas de sujecion y conectores para conectar el tubo con uno o mas de el tubo de
recogida, bomba de vacio y jeringuilla tal como aquellos descritos en relacion con las Figuras 1 a 5. Las agujas de
muestreo de las Figuras 6 a 10 también pueden comprender una disposicién de calentamiento para reducir la
reduccion de temperatura de la muestra durante y/o tras la recuperacion.

Un procedimiento a modo de ejemplo de recuperacion de una muestra de un sujeto, tal como la recuperacion de un
ovocito de un sujeto, comprende la inserciéon de la aguja de muestreo (632) segun la Figura 6 en un sujeto. El
extremo trasero de la aguja (640) estd conectado a un vacio mediante un recipiente de recogida. El extremo
delantero de la aguja (638) se inserta en el sitio de la muestra que va a recuperarse del sujeto en el que para la
recuperacion de ovocitos el sitio es un foliculo ovarico. Sélo una parte o toda de la primera regién tubular (634) de la
aguja de muestreo (632) penetra en el sitio de la muestra. La segunda regién tubular (636) no penetra en el sitio de
la muestra, por ejemplo el tejido del sujeto. Usando un aparato de vacio convencional se aplica un vacio al extremo
trasero (640) de la aguja de muestreo (632) y esto hace que la muestra entre en la aguja en la direccion de la flecha
A. La muestra entra en el recipiente de recogida (no mostrado) por el extremo trasero (640) de la aguja de muestreo
(632).

Las agujas de muestreo segun las Figuras 7 a 10 también pueden usarse en un procedimiento de recuperacion de
una muestra de un sujeto como se describe en este documento.

Andlisis de agujas segun la presente invencion

Las agujas segun la invencién se analizaron en un entorno de laboratorio y en un entorno clinico.

Anélisis de laboratorio

Se analizaron el tiempo de aspiracion y el cambio de temperatura de una muestra que se recupera usando (a) una

aguja fina, (b) una aguja segun la presente invencion, (c) una aguja estandar y (d) una aguja estandar ajustada. Las
dimensiones de las agujas se proporcionan en la Tabla 1.

Tabla 1:
Aguja
Dimensiones (a) Aguja | (b) Aguja segun | (c) Aguja | (d) Aguja estandar
fina la invencién estandar ajustada

Primera region tubular | Longitud (mm) n/a 40 n/a n/a
(que comprende el | Didmetro externo (mm) | n/a 0,9 n/a n/a
extremo delantero) Diametro interno (mm) n/a 0,6 n/a n/a
Segunda region tubular | Longitud (mm) n/a 300 n/a n/a
(que comprende el | Didmetro externo (mm) | n/a 1,4 n/a n/a
extremo trasero) Diametro interno (mm) n/a 1,2 n/a n/a
Longitud completa de | Longitud (mm) 350 n/a 355 350
la aguja Diametro externo (mm) | 0,8 n/a 1,4 1,4

Diametro interno (mm) 0,6 n/a 1,0 1,2

n/a: no aplicable

Se estudio el efecto de las dimensiones de la aguja sobre el tiempo de aspiracién de muestras de diferentes
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viscosidades. Las muestras usadas fueron agua adecuada para inyeccion in vivo (‘agua para inyeccion' (API)),
disolucion de hialuronato de sodio (0,2 g-I'1) y disolucion de hialuronato de sodio (0,4 g-I'1). La disolucion de
hialuronato de sodio se preparé disolviendo hialuronato de sodio en API.

Una bomba de vacio (Rocket de Londres, 240 V, 30 W, 50 Hz) se ajusté a -102 mm de Hg (-13,6 kPa) y se
comprobd con un medidor de presién calibrado antes de cada prueba. Una aguja se conectd a la bomba de vacio
con 400 mm de tubo (DI 1,35 mm) y a un tubo de ensayo de 50 ml usando un trozo de 180 cm de longitud de tubo
de PVC con un DI de 1,35 mm. El tubo de ensayo (conectado a la aguja) se coloc6 en un bloque térmico sobre una
mesa con el fin de mantener una distancia constante entre el tubo de ensayo y el suelo para todas las pruebas. El
bloque térmico se ajusté a una temperatura deseada o se apagé. La aguja se mantuvo verticalmente durante toda la
prueba. Se puso en marcha un temporizador cuando la aguja se insertd en un recipiente que contenia la muestra a
temperatura ambiente.

Para la prueba del efecto de la dimension de la aguja sobre el tiempo de aspiracion de API, el temporizador se
detuvo cuando 20 ml de la muestra se habian transferido al tubo de ensayo y la prueba se repitié 5 veces para cada
aguja en una secuencia al azar. Se usaron tres agujas de cada tipo. La temperatura de la muestra se mantuvo a 20
+ 2°C.

Para la prueba del efecto de la dimensién de la aguja sobre el tiempo de aspiracion de disoluciones de hialuronato
de sodio, el temporizador se detuvo cuando 10 ml de la muestra se habian transferido al tubo de ensayo. La prueba
se repitid 5 veces para cada aguja en una secuencia al azar. Se usaron dos agujas de cada tipo. La temperatura de
la muestra se mantuvo a 21 + 1°C.

Como se muestra en la Figura 11 y la Tabla 2, el tiempo de aspiracién de muestras de API aspirada usando la aguja
de la invencién (aguja (b)) es mucho mas corto que el tiempo de aspiracion usando una aguja fina (aguja (a)). La
aguja estandar (aguja (c)) fue ligeramente mejor porque el tiempo de aspiracion para 20 ml de API fue 35 segundos
en comparacion con 43 segundos para la aguja segun la presente invencién (aguja (b)). La aguja ajustada (aguja
(d)) tuvo el tiempo de aspiracion mas rapido (se aspiraron 20 ml en 24 segundos) como era de esperar ya que tiene
el mayor diametro interno (1,2 mm) en toda la aguja completa.

Tabla 2: Tiempos de aspiracion medios de muestras de API usando las agujas (a), (b), (c) y (d). Las dimensiones de
las agujas (a), (b), (c) y (d) se facilitan en la Tabla 1, los datos sin procesar se facilitan en el Apéndice 1.

Aguja
(a) Aguja | (b) Aguja segun la | (c) Aguja | (d) Aguja estandar
fina invencién estandar ajustada
Tiempo de aspiracién medio de 20 | 189 s 43 s 35s 24s
ml de API

La disolucion de hialuronato de sodio es mas viscosa que el API. Una mayor concentracién de disoluciéon de
hialuronato de sodio es mas viscosa que una menor concentracion de disolucion de hialuronato de sodio. Como se
muestra en las Figuras 12 y 13, el tiempo de aspiraciéon de 0,2 g-I'1 de disolucién de hialuronato de sodio y 0,4 g-I'1
de disolucion de hialuronato de sodio usando la aguja de la invencion (aguja (b)) es mucho mas corto que el tiempo
de aspiracion usando una aguja fina (aguja (a)) (Tabla 3) y (Tabla 4). La diferencia mas marcada en el tiempo de
aspiracion fue entre la aguja fina (agujas (a)) y las otras agujas (agujas (b), (c) y (d)). A la mayor concentracion de
hialuronato de sodio (es decir, la disolucién mas viscosa) no hubo diferencia significativa entre el tiempo de
aspiracion para la aguja de la invencion (aguja (b)) y el tiempo de aspiracion para la aguja estandar (aguja (d)). Hubo
una diferencia significativa gprueba de la t de Student (Apéndice 1)) entre el tiempo necesario para aspirar
hialuronato de sodio (0,2 g:I"') usando las agujas (a), (c) y (d) cuando se comparé con la aguja segun la invencion
(aguja (b)). Aun asi, la diferencia entre la aguja de la invencién (aguja (b)) y la aguja estandar (aguja (c)) no tiene
repercusion practica cuando se aspiran 0,2 g/l de disolucién de hialuronato de sodio, ya que la diferencia soélo
implica un aumento de 40 segundos a 42 segundos. El tamafio de muestra clinica normal es, para el caso de una
aspiracion de ovocitos, aproximadamente 3 a 8 ml y mas comunmente aproximadamente 3 a 5 ml. La aspiracién en
este experimento se hizo con 10 ml, que significa que la aspiraciéon de la mitad del volumen que es el caso clinico de
una aspiracion de ovocitos generaria en este entorno experimental una diferencia en el tiempo de soélo
aproximadamente 1 segundo.

Tabla 3: Tiempos de aspiracion medios de muestras de hialuronato de sodio (0,2 g-I'1) usando las agujas (a), (b), (c)
y (d). Las dimensiones de las agujas (a), (b), (c) y (d) se facilitan en la Tabla 1.

Aguja
(a) Aguja | (b) Aguja segun la | (c) Aguja | (d) Aguja estandar
fina invencion estandar ajustada
Tiempo de aspiracion medio de 10 ml de | 267 s 42's 40s 26s
0,2 g-l'1 de hialuronato de Na
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Tabla 4: Tiempos de aspiracion medios de muestras de hialuronato de sodio (0,4 g-I'1) usando las agujas (a), (b), (c)
y (d). Las dimensiones de las agujas (a), (b), (c) y (d) se facilitan en la Tabla 1.

Aguja
(a) Aguja | (b) Aguja segun la | (c) Aguja | (d) Aguja estandar
fina invencién estandar ajustada
Tiempo de aspiracién medio de 10 ml de | 635 s 82s 81s 50s
0,4 g de hialuronato de Na

Con el fin de probar el efecto de la dimension de la aguja sobre la temperatura de la muestra que se aspira, un bafio
de agua se calent6 a una temperatura de recuperacion de la muestra de 37 £ 0,5°C y un bloque térmico se calentd a
una temperatura de descarga de la muestra de tanto 25 + 0,5°C como 37 * 0,5°C. Un tubo de ensayo de 50 ml que
contenia 20 ml de agua se colocd en el bloque térmico con el fin de normalizar la temperatura. La temperatura se
comprobd con un termémetro calibrado (Vi No 017-69) antes de cada prueba. El temporizador se puso en marcha al
mismo tiempo que la aguja se colocd en el bafio de agua con agua calentada (37 + 0,5°C). Cuando se habian
aspirado 20 ml de agua calentada en el tubo de ensayo, el temporizador se detuvo, la aguja se sacé del agua y 20
segundos después de sacarse la aguja se determind la temperatura del agua dentro del tubo de ensayo. Se
determind la diferencia de temperatura antes y después de la aspiracion.

La prueba se repitié6 5 veces para cada aguja en una secuencia al azar. Después de cada prueba, las agujas se
lavaron con agua a temperatura ambiente. Se usaron cuatro tubos Falcon de 50 ml como tubo de ensayo para el
experimento para asegurar que cada prueba se empezara con un tubo a temperatura ambiente. Se usaron dos
agujas de cada tipo. La Figura 14 muestra que la reduccion en la temperatura de muestras de 20 ml de API cuando
se aspiraron a una temperatura de recuperacion de 37°C y se descargaron a un tubo de ensayo incubado a 25°C no
se diferencié de cuando se aspiraron con una aguja segun la invencién (aguja (b)) y con una aguja estandar (aguja
(c)). Para las dos agujas (b) y (c), la temperatura de la muestra se redujo 2,6°C (entre el punto de recuperacion y el
punto de descarga) para ambas agujas a pesar de que la aguja estandar (aguja (c)) aspiraba a un tiempo de
aspiracion mas rapido que la aguja de la invencién (aguja (b)). La aguja fina (aguja (a)) indujo la mayor pérdida de
temperatura como era de esperar debido al mayor tiempo de aspiracion. Hubo una diferencia significativa (prueba de
la t de Student entre la reduccion de temperatura de muestras de API) cuando se aspiraron de una temperatura de
recuperacion de 37°C a una temperatura de recuperacion de 25°C con la aguja de la invencion (aguja (b)) en
comparacioén con la aguja fina (aguja (a)) y la aguja estandar ajustada (aguja (d)). No hubo diferencia significativa
entre la reduccion de temperatura de muestras aspiradas con una aguja de la invencion (aguja (b)) y la aguja
estandar (aguja (c)).

La Figura 15 muestra que la reduccion en la temperatura de muestras de 20 ml de API cuando se aspiraron de una
temperatura de recuperacion de 37°C y se descargaron a un tubo de ensayo incubado a 37°C fue inferior a la
reduccion en la temperatura cuando la temperatura de recuperacién fue 37°C y el tubo de ensayo se incub6 a 25°C.
Estos datos muestran que las muestras recuperadas usando la aguja de la invencion (aguja (b)) mostraron una
menor reduccion de temperatura que las muestras recuperadas usando la aguja fina (aguja (a)). Parece que las
muestras recuperadas con la aguja de la invencion (aguja (b)) y la aguja estandar (aguja (a)) muestran la misma
reduccion en la temperatura a pesar de que la aguja estandar (aguja (a)) aspira mas rapido.

Los datos muestran que las muestras recuperadas con la aguja de la invencion tienen tiempos de aspiracién mas
rapidos y muestran una menor reduccion en la temperatura en comparaciéon con agujas finas (DE: 0,8. mm, DI: 0,6
mm). En combinacién con el menor nivel de dolor asociado a agujas de didmetro externo pequefo, la aguja de la
invencion es beneficiosa para uso clinico. Como los ovocitos son recuperados en la practica en un liquido que tiene
una mayor viscosidad que el API, es probable que la recuperacién de un ovocito usando una aguja segun la
invencion muestre un tiempo de aspiracion tan corto, o casi tan corto, como el de la recuperaciéon usando una aguja
estandar.

La vagina esta a la temperatura corporal (37°C). Por tanto, el uso de una aguja de muestreo mediante la vagina
incubara la muestra que se recupera a 37°C durante el paso por la vagina y, por tanto, se reduce la pérdida de
temperatura.

Analisis clinico

Se comparé clinicamente una aguja de muestreo segun la presente invencién (aguja (b) de Tabla 1) con una aguja
estandar (aguja (c) de la Tabla 1). Las agujas se usaron para recuperar ovocitos de sujetos hembra.

En este ensayo clinico participaron dos clinicas de FIV en Suecia. Para cada paciente que participé en la evaluacion
se usaron dos tipos diferentes de agujas de aspiracion. Un ginecdlogo usé las agujas por turnos en diferentes lados
del utero. Se comparé una aguja segun la presente invencion (aguja (b)) con una aguja estandar (aguja (c)). Debido
al diferente aspecto de las agujas no fue posible el cegado para el ginecélogo. La poblacién en estudio consistié en
un numero seleccionado de pacientes que recibié tratamiento en las clinicas durante el periodo de tiempo del
estudio. Se excluyeron pacientes con operaciones abdominales previas y pacientes con endometriosis conocida. El
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procedimiento de aspiracion y el procedimiento anestésico se hicieron segun procedimientos estandar clinicos y
fueron los mismos para ambos grupos.

Para asegurar que la aguja no estaba afectando la calidad de los ovocitos también se recogieron los siguientes
datos: nimero de ovocitos maduros recogidos, numero de ovocitos con fecundacién normal (2PN) y desarrollo
embrionario temprano.

Se informd que las agujas de la invencion eran tan utilizables o al menos tan utilizables como la aguja estandar en
parametros que reflejaban una facil manipulacion.

Solo una de las clinicas analizéd el desarrollo embrionario de los ovocitos recuperados con cada aguja. Los
resultados del analisis se muestran en la Tabla 5 y comprenden 10 pacientes con ovocitos recuperados segun el
protocolo descrito anteriormente. La tasa de fecundacion y el desarrollo embrionario hasta el dia 2 para los ovocitos
aspirados con una aguja de la invencion (aguja (b)) fue normal en comparacion con los ovocitos aspirados con la
aguja de control (aguja (c)).

Tabla 5:
Aguja de prueba (aguja (b)) Control (aguja (c))
Tasa de fecundacion 57% 54%
Embriones escindidos en el dia 2 89% 95%
Embriones de >3 células en el dia 2 74% 55%

Este estudio sugiere que la aspiracion, es decir, la recuperacion, de ovocitos con la aguja segun la invencion (aguja
(b)) no tiene efecto adverso sobre el éxito de la fecundacién o el desarrollo embrionario en comparacion con la
aspiracion de ovocitos con una aguja estandar (aguja (c)).

Apéndice: Datos sin procesar para las Figuras 11 a 15y Tablas2a 5

Figura 11: Datos sin procesar; tiempo de aspiracién (segundos), agua para inyeccion in vivo (API)

Aguja (c): Aguja 1,4/1,0 estandar

Aguja 1 Aguja 2 Aguja 3 Prueba de la t de Student

Prueba 1 35 35 34 1.4/1,2 frente a la invencion P<0,001
Prueba 2 34 35 35 0,8/0,6 frente a la invencion P<0,001
Prueba 3 35 34 35 1,4/1,0 frente a la invencion P<0,001
Prueba 4 35 34 34 1,4/1,0 frente a 1,4/1,2 P<0,001
Prueba 5 35 35 35 1,4/1,0 frente a 0,8/0,6 P<0,001
Media: 35 35 35

Media total: 35

|Aguja (a): Aguja 0,8/0,6 fina

Aguja 1 Aguja 2 Aguja 3

Prueba 1 190 188 187
Prueba 2 190 187 189
Prueba 3 191 189 187
Prueba 4 192 190 189
Prueba 5 193 189 188
Media: 191 189 188
Media total: 189

Aguja (b): Aguja de la invencion

Aguja 1 Aguja 2 Aguja 3

Prueba 1 43 43 42
Prueba 2 43 43 43
Prueba 3 44 44 42
Prueba 4 43 44 42
Prueba 5 43 43 42
Media: 43 43 42
Media total: 43

Aguja (d): Aguja 1,4/1,2 ajustada

Aguja 1 Aguja 2 Aguja 3
Prueba 1 24 24 23
Prueba 2 24 23 24
Prueba 3 23 23 24
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Prueba 4 23 24 23
Prueba 5 24 23 24
Media: 24 23 24
Media total: 24

Figura 12: Datos sin procesar; tiempo de aspiracion (segundos), hialuronato de sodio (0,2 g/l)

Aguja (c): Aguja 1,4/1,0 estandar

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 40 41
Prueba 2 40 40
Prueba 3 40 39
Prueba 4 40 39
Prueba 5 41 39
Media: 40 40
Media total: 40
Aguja (a): Aguja 0,8/0,6 fina

Aguija 1 Aguija 2
Prueba 1 268 267
Prueba 2 267 260
Prueba 3 269 264
Prueba 4 270 265
Prueba 5 269 269
Media: 269 265
Media total: 267
|Aguja (b): Aguja segun la invencién

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 43 42
Prueba 2 43 41
Prueba 3 43 41
Prueba 4 42 41
Prueba 5 42 41
Media: 43 41
Media total: 42
Aguja (d): Aguja 1,4/1,2 ajustada

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 27 25
Prueba 2 27 25
Prueba 3 26 25
Prueba 4 26 25
Prueba 5 26 25
Media: 26 25
Media total: 26

Figura 13: Datos sin procesar; tiempo de aspiracion (segundos), hialuronato de sodio (0,4 g/l)

Aguja (c): Aguja 1,4/1,0 estandar
Aguja 1 Aguja 2

Prueba 1 80 82
Prueba 2 79 81
Prueba 3 80 81
Prueba 4 80 82
Prueba 5 81 81
Media: 80 81
Media total: 81

|Aguja (a): Aguja 0,8/0,6 fina

Prueba de la t de Student
1,4/1,2 frente a la invencién
0,8/0,6 frente a la invencion
1,4/1,0 frente a la invencién
1,4/1,0 frente a 1,4/1,2
1,4/1,0 frente a 0,8/0,6

Prueba de la t de Student
1,4/1,2 frente a la invencién
0,8/0,6 frente a la invencion
1,4/1,0 frente a la invencién
1,4/1,0 frente a 1,4/1,2
1,4/1,0 frente a 0,8/0,6
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Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 647 636
Prueba 2 655 622
Prueba 3 660 621
Prueba 4 639 617
Prueba 5 637 618
Media: 648 623
Media total: 635
|Aguja (b): Aguja segun la invencién

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 80 82
Prueba 2 79 83
Prueba 3 80 84
Prueba 4 81 83
Prueba 5 80 83
Media: 80 83
Media total: 82

Aguja (d): Aguja 1,4/1,2 ajustada

Aguja 1 Aguja 2

Prueba 1 50 49
Prueba 2 50 50
Prueba 3 50 49
Prueba 4 50 50
Prueba 5 50 50
Media: 50 50
Media total: 50

Figura 14: Datos sin procesar; prueba de cambio de la temperatura de aspiracion; 20 ml de APl a 37°C a 25°C

|Aguja (c): Aguja 1,4/1,0 estandar

Aguja 1 Aguja 2 Prueba de la t de Student
Prueba 1 2,6 2,6 1,4/1,2 frente a la invencién P<0,001
Prueba 2 2,4 2,8 0,8/0,6 frente a la invencion P<0,001
Prueba 3 2.6 2,7 1,4/1,0 frente a la invencién P=0,412
Prueba 4 2,5 27 1,4/1,0 frente a 1,4/1,2 P<0,001
Prueba 5 25 26 1,4/1,0 frente a 0,8/0,6 P<0,001
Media: 2,5 2,7
Media total: 2,6
Aguja (a): Aguja 0,8/0,6 fina

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 4,3 3,9
Prueba 2 4.1 4.1
Prueba 3 4.2 4.0
Prueba 4 4.0 3,9
Prueba 5 41 4,0
Media: 4.1 4,0
Media total: 4.1

Aguja (b): Aguja segun la invencién

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 2,7 2,6
Prueba 2 2,8 2,5
Prueba 3 2,7 2,5
Prueba 4 2,7 2,6
Prueba 5 2,7 2,6
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Media: 2,7| 2,6
Media total: 2,6

Aguja (d): Aguja 1,4/1,2 ajustada

Aguja 1 Aguja 2

Prueba 1 1,4 1,5
Prueba 2 1,8 1,5
Prueba 3 1,5 1,4
Prueba 4 1,9 1,3
Prueba 5 1,4 1,3
Media: 1,6 1,4
Media total: 1,5

Figura 15: Datos sin procesar; prueba de cambio de la temperatura de aspiracion; 20 ml de APl a 37°C a 37°C

Aguja (c): Aguja 1,4/1,0 estandar

Prueba de la t de Student

1,4/1,2 frente a la invencion

0,8/0,6 frente a la invencion

1,4/1,0 frente a la invencion

1,4/1,0 frente a 1,4/1,2

1,4/1,0 frente a 0,8/0,6

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 1,5 1,6
Prueba 2 1,6 1,5
Prueba 3 1,5 1,5
Prueba 4 1,4 1,3
Prueba 5 1,3 1,3
Media: 1,5 1,4
Media total: 1,5
Aguja (a): Aguja 0,8/0,6 fina

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 2,5 2,9
Prueba 2 2,6 2,6
Prueba 3 2,3 2,6
Prueba 4 2,7 2,6
Prueba 5 2,5 2,6
Media: 2,5 2,7
Media total: 2,6

|Aguja (b): Aguja de la presente invencién

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 1,4 1,7
Prueba 2 1,3 1,4
Prueba 3 1,3 1,4
Prueba 4 1,3 1,4
Prueba 5 1,3 1,4
Media: 1,3 1,5
Media total: 1,4
|Aguja (d): Aguja 1,4/1,2 ajustada

Aguja 1 Aguja 2
Prueba 1 1,2 0,9
Prueba 2 1,2 0,8
Prueba 3 1,2 0,8
Prueba 4 1,2 0,9
Prueba 5 1,2 0,8
Media: 1,2 0,8
Media total: 1,0

Comparacion del efecto de las dimensiones de las agujas sobre la fecundacién y el desarrollo embrionario de
ovocitos recogidos usando una aguja de control (aguja (c): diametro externo 1,4 mm, diametro interno 1,0 mm) y una

aguja de prueba segun la invencion (aguja (b)).
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REIVINDICACIONES

1. Una aguja de recuperaciéon de ovocitos vaginales (632) que comprende una primera region tubular (634) en
comunicacion fluida con una segunda regién tubular (636), comprendiendo la primera regién tubular (634) un
extremo delantero (638) para la inserciéon en un sujeto y comprendiendo la segunda regién tubular (636) un extremo
trasero (640) para la comunicacion fluida con un medio para recibir un fluido, en la que la primera regién tubular
(634) tiene un diametro externo que es inferior al diametro externo de la segunda region tubular (636) y la primera
region tubular (634) tiene un diametro interno que es inferior al diametro interno de la segunda regién tubular (636),
en la que la segunda region tubular (636) tiene una longitud adaptada para atravesar en uso una vagina para
ponerse en contacto con un tejido en el que esta localizado un ovocito y la primera region tubular (634) tiene una
longitud adaptada para penetrar en uso en el tejido con el fin de ponerse en contacto con el ovocito sin que la
segunda region tubular (636) penetre en el tejido.

2. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun la reivindicacion 1, en la que la aguja (632) esta
formada por un Unico trozo de material.

3. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun la reivindicacion 1 6 2 que es una aguja de
recuperacion de ovocitos humanos.

4. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
el didmetro interno de la primera region tubular (634) es mayor que o igual a aproximadamente 0,2 mm,
preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 0,4 mm, lo mas preferentemente mayor que o igual a
aproximadamente 0,6 mm.

5. Una aguja de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el diametro
interno de la segunda region tubular (636) es mayor que o igual a aproximadamente 0,9 mm, preferentemente mayor
que o igual a aproximadamente 1,1 mm, lo mas preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 1,2 mm.

6. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la
que el diametro externo de la primera region tubular (634) es de 0,6 mm a 1,2 mm, preferentemente de 0,8 mm a 1,0
mm, lo mas preferentemente aproximadamente 0,9 mm.

7. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la
que el diametro externo de la segunda region tubular (636) es mayor que o igual a aproximadamente 1,1 mm,
preferentemente mayor que o igual a aproximadamente 1,2 mm, lo mas preferentemente mayor que o igual a
aproximadamente 1,4 mm.

8. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que
la primera region tubular (634) y la segunda regién tubular (636) estan conectadas mediante una regiéon de grosor
decreciente.

9. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la
que la primera y la segunda region tubular (634, 636) tienen una longitud combinada de 150 mm a 500 mm,
preferentemente de 200 mm a 400 mm.

10. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la
que la longitud de la primera region tubular (634) es mayor que o igual a aproximadamente 30 mm, preferentemente
mayor que o igual a aproximadamente 40 mm, y en la que la longitud de la primera region tubular (634) es inferior a
o igual a aproximadamente 100 mm, preferentemente inferior a o igual a aproximadamente 60 mm.

11. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en
la que la primera region tubular (634) esta formada por uno o mas materiales seleccionados de acero inoxidable,
fibra de carbono, plasticos duros, ceramica y vidrio, y esta preferentemente formada por uno o mas aceros
inoxidables seleccionados de AISI 304, AISI 316, SIS 2346 y SIS 2543.

12. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en
la que la segunda region tubular (636) comprende un material seleccionado de acero inoxidable, fibra de carbono,
plasticos duros, ceramica y vidrio, y preferentemente comprende acero inoxidable seleccionado de AlSI 304, AlSI
316, SIS 2346 y SIS 2543.

16



ES 2360335 T3

13. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en
la que la aguja (632) es una aguja de una Unica luz.

14. Una aguja de recuperacion de ovocitos vaginales (632) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en
5 que la aguja (632) es una aguja de doble luz.
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Figura 13
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