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@Resumen: L ==
El dispositivo de vitrificacion de material biolégico T —_— ~
mediante microcapilares de polimeros termoplasticos B e s /A -
cerrados utilizando un recalentamiento ultra-rapido, i e M§T

ESTERIOR PROTECTOR

objeto de la presente invencion, consiste en un
contenedor compuesto por varias partes, fabricado en
polimero termoplastico, optimizado como sistema ‘ “
cerrado para los procedimientos de criopreservacion, ‘
para obtener, junto con el procedimiento reivindicado,
velocidades de recalentamiento ultra-altas siendo de
especial utilidad para la criopreservacion de ovocitos
humanos en condiciones de maxima seguridad
bioldgica (dispositivo cerrado) y maxima tasa de
supervivencia de los ovocitos, similar a la de los
dispositivas abiertos actuales, tras el recalentamiento.
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DESCRIPCION

Adicién a la patente P201201020 “Procedimiento y dispositivo de vitrificacién de
material biolégico mediante microcapilares de polimeros termoplasticos cerrados

utilizando un recalentamiento ultra-rapido”

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién es una adicion a la patente P201201020 de titulo
“Procedimiento y dispositivo de vitrificacibn de material biolégico mediante
microcapilares de polimeros termoplasticos cerrados utilizando un recalentamiento
ultra-rapido” y tiene por objeto un dispositivo que consiste en un contenedor
compuesto por varias partes, entre ellos preferentemente dos microcapilares
fabricados en polimero termoplastico, optimizado como sistema cerrado para los
procedimientos de criopreservaciéon, para obtener, junto con el procedimiento

reivindicado, velocidades de recalentamiento ultra-altas.

El procedimiento y el dispositivo se encuadran en el sector de |a técnica dedicado a la
biotecnologia y a la biomedicina. Es de aplicacion en todos los procesos relacionados
con la manipulacién y tratamiento de material bioldgico a nivel celular. Y mas en
concreto, en los procesos relacionados con la conservacién de este material biolégico
en condiciones que permitan su uso posterior tras un tiempo indefinido de
almacenamiento a temperaturas criogénicas. En particular, este procedimiento y
dispositivo son de especial utilidad para la criopreservacion de ovocitos humanos en
condiciones de méaxima seguridad biolégica (dispositivo cerrado) y maxima tasa de
supervivencia de los ovocitos, similar a la de los dispositivos abiertos actuales, tras el

recalentamiento (velocidad de recalentamiento ultra-alta).

ESTADO DE LA TECNICA

Las principales técnicas empleadas para conseguir la conservacion celular se basan
en la utilizacién de bajas temperaturas para ralentizar y detener las reacciones
bioquimicas responsables del envejecimiento y deterioro del material biolégico. Dentro
de estas técnicas, las mas ampliamente utilizadas son las llamadas de enfriamiento

lento y las de vitrificacién, con un gran nimero de variantes en ambos casos.

El enfriamiento lento es hasta ahora el procedimiento mas usado [15,17]. Se basa en
el control de la velocidad de enfriamiento con el fin de crear un delicado equilibrio entre
los distintos factores que causan dafio celular, entre los que se encuentran la

formacion de hielo, fracturas y una excesiva deshidratacion. Es sin embargo la otra
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técnica, la vitrificacion, descrita a continuacién y desarrollada en detalle a lo largo del

resto de este apartado, la tecnologia que ahora nos ocupa.

La vitrificacién es un proceso mediante el cual un liquido se solidifica en una fase no
cristalina (fase vitrea) [6]. Para conseguirla, en el caso de la vitrificacién celular, se
obliga a: i) un aumento en la viscosidad (mediante la sustitucion del agua por agentes
vitrificantes) y, sobre todo, ii) usando un rapido descenso de la temperatura de la
célula (generalmente sumergiendo la muestra en nitrégeno liquido). Este enfriamiento
rapido de la muestra impide que las moléculas de agua tengan tiempo de ordenarse
para crear la estructura cristalina del hielo, formando por lo tanto un sélido amorfo. La
mayoria de las sustancias que se mantienen en estado liquido en un amplio rango de
temperaturas vitrifican al ser enfriadas, y el resto de sustancias también vitrifican si el
enfriamiento es suficientemente rapido. La vitrificacién elimina completamente la
aparicion de cristales de hielo, los cuales suponen el mayor obstaculo para la
criopreservacion de células vivas [34]. Esta técnica ha mejorado en gran medida los
resultados obtenidos por el enfriamiento lento, aunque todavia es insuficiente para la
criopreservacion en contenedores cerrados de determinados tipos celulares, como es
el caso de los ovocitos [7], o de las células madre [8], en donde la sensibilidad celular

exige una mejora de los métodos utilizados en la actualidad.

i) Para aumentar la viscosidad se han probado distintas combinaciones de agentes

vitrificantes, también llamados crioprotectores. No es objeto de la presente invencion la
optimizacion o propuesta de alguna forma de agente vitrificante en concreto. En
general, en el caso de ovocitos, los mejores se resultados hasta la fecha parecen

obtenerse mediante el uso de dimetilsulfoxido (DMSO) y el etilenglicol (EG) [24].

iy Para conseguir una alta velocidad de enfriamiento de la célula, esta se suele

sumergir en nitrégeno liquido. Del dispositivo y procedimiento utilizado para enfriar la
muestra depende criticamente la velocidad de enfriamiento, habiéndose probado el
uso de mezclas criogénicas distintas al nitrégeno liquido [16], la vitrificacién sobre
superficies solidas[2, 5], etc... Hay dos grandes grupos de dispositivos Yy
procedimientos: a) los que se basan en contenedores cerrados y b) los que se basan
en contenedores abiertos.
a) Los que se basan en contenedores cerrados no permiten obtener, hasta la
fecha, altas tasas de supervivencia en el caso particular de ovocitos. Sin
embargo, si son empleados con frecuencia para otros tipos celulares, como

embriones, donde aqui los resultados si son satisfactorios. La filosofia tras
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estos contenedores es la utilizacion de altas concentraciones de agentes
vitrificantes y la utilizaciéon de un enfriamiento rapido de la muestra [3, 35].

b) Los que se basan en contenedores abiertos si consiguen una alta tasa de
supervivencia de ovocitos. Son los que de hecho se estan utilizando en la
actualidad para la conservaciéon de é6vulos [2, 4, 5, 10, 12, 13, 14, 20, 32, 33,
35]. En estos contenedores el ovocito se coloca sobre una superficie
generalmente plana y siempre abierta. El ovocito queda unido a esta
plataforma gracias al uso de un medio muy viscoso, usualmente rico en
azucares que, a modo de melaza, lo mantiene fisicamente pegado a esta. Tras
ello, y para conseguir la maxima velocidad de enfriamiento, se retira todo el
medio sobrante que pueda recubrir el ovocito, quedando el ovocito al
descubierto; por ello estas técnicas se llaman técnicas de minimo volumen,
pues la filosofia tras ella es la de minimizar el volumen de la muestra a vitrificar.
Como es minimo el volumen de muestra que esta en contacto con el nitrébgeno
liquido, ello hace que la velocidad de enfriamiento sea muy alta. Sin embargo
estos contenedores abiertos, que si permiten la vitrificacibn de ovocitos,
generan un doble problema, por su naturaleza de abiertos: a) Por un lado, al
estar abierto, la muestra corre riesgo de pérdida en su manipulacién (en la
entrada en el nitrogeno liquido, durante el tiempo de almacenamiento en la
cantara de almacenaje o durante el recalentamiento posterior cuando se
procede a su introduccion dentro de de una gota de medio de recalentamiento;
b) Pero, sobre todo, el mayor problema asociado al uso de contenedores
abiertos es el riesgo potencial de contaminacién [9, 19] (al entrar la muestra en
contacto con el nitrégeno liquido), ya sea contaminacién virica, bacteriana, o de

cualquier ofro tipo.

Sin embargo, recientemente ha habido un cambio de paradigma en la vitrificacion de

ovocitos: no es cuestion de minimo volumen ni de maximizar la velocidad de

enfriamiento; se trata, realmente, de maximizar la velocidad de recalentamiento. Se ha

probado cémo velocidades de enfriamiento muy bajas (95 °C/min) pueden dar tasas
de recuperacién de ovocitos muy altas SIEMPRE Y CUANDO la velocidad de
RECALENTAMIENTO sea suficientemente alta [18, 28, 29, 30, 31]

La presente invencion no esta basada en una técnica de minimo volumen o en una
alta velocidad de enfriamiento, sino en una velocidad de recalentamiento ultra-alta. La
combinacién del dispositivo y procedimiento reinvindicados consigue velocidades de

recalentamiento por encima de 200.000 °C/min (Fig. 9). Obviamente, |a ventaja del uso
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de un contenedor cerrado con la misma tasa de recuperacion de ovocitos que la de los
contenedores abiertos es doble: a) por un lado evita la eventual pérdida del ovocitos,
pero, b) sobre todo, elimina la posibilidad de contaminacién (virica, bacteriana o de
cualquier otro tipo) de la muestra, al no estar nunca en contacto con el nitrégeno

liquido.

Por tanto, y en resumen, la patente de invencién objeto de la presente memoria se
refiere a un nuevo procedimiento y dispositivo de criopreservacion de material
biolégico en general y de ovocitos en particular, con las siguientes tres

particularidades:

1) La principal caracteristica de este procedimiento y dispositivo es que, siendo
cerrado, garantiza una velocidad de recalentamiento por encima de 200.000
°C/min (Figura 8). Es la velocidad de recalentamiento, y no la velocidad de
enfriamiento o el volumen minimo de la muestra, como ocurre en los
dispositivos o procedimientos citados anteriormente, lo que determina el éxito
del presente método. Esta es la diferencia fundamental con el resto de
sistemas cerrados para la conservacién de ovocitos.

2) El almacenamiento del ovocito se produce en un contenedor cerrado que
consigue la vitrificacion de las muestras con unas tasas de recuperacién
iguales o superiores a las de cualquier dispositivo abierto. El procedimiento se
basa en el uso de uno o preferentemente dos microcapilares concéntricos
fabricados en polimeros termoplasticos de reducidas dimensiones que
almacenan y mantienen a la muestra localizada en todo momento.

3) La entrada de la muestra al interior del contenedor se produce
preferentemente gracias a un embudo dispuesto en el extremo del microcapilar
exterior que facilita y elimina cualquier contacto de la superficie externa del
capilar con el medio que contenia la muestra biolégica para asi garantizar la no

contaminacion del mismo.

La patente de invencion objeto de la presente memoria es una continuacion del
desarrollo de la técnica del propio autor [11, 21, 22, 23, 25, 26, 27].
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1) Esquema representativo general del dispositivo. En la figura se aprecian sus
tres partes principales: A) Zona de almacenamiento (microcapilares); B) La pajuela de

conexién al sistema de aspiracion; C) El protector del microcapilar.

Figura 2) Representacion del dispositivo. Sin y con extensiones.

Figura 2.1) Dispositivo basico sin extensiones. En la figura se aprecian sus distintas
partes: el microcapilar, la pajuela principal, la pajuela exterior, el protector, la
hendidura, la zona de escritura y el postizo. El microcapilar tiene un acabado cénico en
su extremo para facilitar la entrada de la muestra bioldgica. El protector también tiene
acabado coénico, en este caso para impedir el desplazamiento del mismo cuando son

alcanzadas sus posiciones extremas.

Figura 2.2) Dispositivo con una de las extensiones. Incluye los dos microcapilares, en
la que el microcapilar interior actua de barrera, facilitando el posicionamiento de la
muestra bioldgica dentro del microcapilar mediante un tope. Esta barrera consiste en
cualquier sistema que permita el paso de los fluidos pero no de la muestra biologica.
Este puede ser implementado si se le afaden multiorificios. Al capilar mas externo,
que alberga el ovocito/embrion, lo llamaremos microcapilar exterior; al microcapilar

mas interno, que sirve de tope, lo llamaremos microcapilar interior.

Figura 2.3) Dispositivo con una de las extensiones. Incluye el embudo, con un doble
fin: 1) facilitar la carga de la muestra dentro del dispositivo, efectuandose por
deposicion), y 2) evitar el contacto de la zona exterior del microcapilar con el medio
que contiene la muestra biolégica (eliminando cualquier posibilidad de transportar con
este cualquier agente contaminante). Una posibilidad para evitar que el peso del
embudo dafie o doble el microcapilar, es sujetar aquel con el propio protector de este.
Previamiente al sellado del microcapilar, el peso del embudo conviene soportarlo por

un agente exterior al dispositivo.

Figura 2.4) Dispositivo con ambas extensiones, tanto el embudo como €l sistema de

los dos microcapilares. Por ello, auna las ventajas de ambos.

10
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Figura 3) Procedimiento de carga del agente vitrificante dentro del ovocito. Este paso
puede ser dado o no, dependiendo del protocolo de carga utilizado o de si el
dispositivo esta precargado de crioprotector. En general, el protocolo esta basado en
dos pasos: El primero consiste en el paso del ovocito desde el medio de cultivo hasta
la primera solucién de vitrificacion (baja concentracion de crioprotectores). El segundo
consiste en el paso desde la primera solucién de vitrificacion hasta la segunda
solucion de vitrificacion (alta concentracién de crioprotectores). Estos dos pasos

pueden ser reducidos a uno solo con el uso de ciertos crioprotectores.

Figura 4) Procedimiento de introduccién y proteccidon del ovocito/embriéon dentro del
dispositivo. Este procedimiento esta dividido en cuatro pasos, A, B, C y D, a los que

hacen referencia las figuras explicadas a continuacién.

Figura 4.1) Procedimiento de introduccién y proteccion del ovocito en el dispositivo

con un solo microcapilar.

Figura 4.1 A) El dispositivo se conecta al sistema de aspiracién. Este sistema de
aspiracion actuara haciendo un vacio (presion negativa) obligando a la entrada del
ovocito dentro del microcapilar. Para esta conexiéon se hace necesario un adaptador
flexible (pieza hueca de goma abierta por sus bases y con interiores conicos en sus
extremos) que deje estancas las uniones del dispositivo con el adaptador y del

adaptador con el sistema de aspiracién.

Figura 4.1 B) Una vez conectado el sistema de aspiracion, el microcapilar es dejado al
descubierto. Para ello se desliza el proctector (descrito en la figura 2.1) a lo largo del

dispositivo, exponiendo el microcapilar.

Figura 4.1 C) Con el microcapilar al descubierto, se posiciona la punta del microcapilar
sobre el ovocito, introduciendo dicha punta a través de la gota de la segunda solucién
de vitrificacién en el que esta contenido. Seguidamente se aspira suavemente el
ovocito. Para facilitar dicha entrada el microcapilar tiene su extremo distal mas ancho
que el resto (forma de cono, tal como se explica en la figura 2.1). Finalmente el ovocito

se posiciona, siguiendo la aspiracién, entre las marcas 2 y 3 del microcapilar.
Figura 4.1 D) En dltimo lugar se procede al sellado de ambos extremos del

dispositivo. Conviene, aunque no es imprescindible, seguir el siguiente orden. Primero

sellar el microcapilar. Después se desconecta el sistema de aspiracion. Finalmente

1"
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sellar la parte trasera del dispositivo (postizo). El ovocito/embridon queda asi totalmente
aislado del medio exterior, encerrado en un contenedor estanco y libre de las
eventuales contaminaciones a las que puede estar sujeto en caso de usar

contenedores abiertos.

Figura 4.2) Procedimiento de introduccion y proteccién del ovocito en el dispositivo

formado por los dos microcapilares (tope).
Figura 4.2 A) Este paso es idéntico al descrito para la figura 4.1 A.
Figura 4.2 B) Este paso es idéntico al descrito en la figura 4.1 B.

Figura 4.2 C) Con el microcapilar exterior descubierto, se posiciona la punta del
microcapilar exterior sobre el ovocito, introduciendo dicha punta a través de la gota de
la segunda solucién de vitrificacion en el que esta contenido. Seguidamente se aspira
suavemente el ovocito/embrion. Para facilitar dicha entrada el microcapilar tiene su
extremo distal mas ancho que el resto (forma de cono, tal como se explica en la figura
2.1). Finalmente el ovocito/embrién se posiciona, continuando con la aspiracion, de
forma automatica, en la zona correcta para su vitrificacion: el ovocito/embrién se
detiene al encontrarse con el microcapilar interior, que hace las veces de tope. En este
caso no hace falta estar pendiente de colocarlo entre ninguna pareja de marcas del
microcapilar exterior. Esta es la diferencia fundamental respecto a la version sin

extensiones.

Figura 4.2 D) En Uultimo lugar se procede al sellado de ambos extremos del
dispositivo. Conviene, aunque no es imprescindible, seguir el siguiente orden. Primero
conviene sellar el microcapilar exterior. Después se desconecta el sistema de
aspiracion. Finalmente se sella la parte trasera del dispositivo (postizo). El ovocito
queda asi totalmente aislado del medio exterior, encerrado en un contenedor estanco
y libre de las eventuales contaminaciones a las que pueden estar sujetos en caso de

usar contenedores abiertos.

Figura 4.3) Procedimiento de introduccion y proteccion del ovocito en el dispositivo

con embudo.

Figura 4.3 A) La diferencia fundamental con respecto al dispositivo sin extensiones es

que el presente dispositivo es de carga superior y por deposicion. Esto se traduce en
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que la posicién de trabajo habitual de este dispositivo es vertical y con el embudo en la
posicion mas alta y el postizo en la posicién mas baja. El resto, se mantiene idéntico a

lo descrito en la Fig. 4.1 A.

Figura 4.3 B) Este paso también es distinto. Una vez conectado el sistema de
aspiracion, se procede al cargado de solucion vitrificante del dispositivo. Para ello, con
una p'ipeta se deposita en el interior del embudo la cantidad de solucion vitrificante
deseada. Posteriormente, se actua sobre el sistema de aspiracion, ejerciendo una
presion negativa y cargando todo el microcapilar con solucion crioprotectora. Si el
dispositivo viene pre-cargado con solucion crioprotectora, este paso no hay que

realizarlo.

Figura 4.3 C) Este paso consite en la carga del ovocito/embrion dentro del dispositivo.
Para ello el ovocito se coloca por deposicion, con una pipeta, en el interior de embudo
(que contiene la solucion crioprotectora introducida en el paso anterior). Seguidamente
se conecta el sistema aspiraciéon (si no estd conectado previamente). Por ultimo el
sistema de aspiracion aplica una presién negativa sobre el dispositivo, de manera que
material biolégico baja hasta que consigue emplazarse entre las marcas 2 y 3 (zona de

vitrificacion).

Figura 4.3 D) En dltimo lugar se procede al sellado de ambos extremos del
dispositivo. En primer lugar se procede al sellado del postizo. Seguidamente se
efectla la bajada del protector del microcapilar. Por ultimo se pasa sellar el
microcapilar. El ovocito queda asi totalmente aislado del medio exterior, encerrado en
un contenedor estanco y libre de las eventuales contaminaciones a las que puede
estar sujeto en caso de usar contenedores abiertos. En este caso, ademas, tampoco
hay contacto de la superficie exterior del dispositivo con el medio que contiene la
muestra biologica, con lo cual esta superficie exterior nunca se puede convertir en

portadora de agentes patogenos.

Figura 4.4) Procedimiento de introduccion y proteccion del ovocito en el dispositivo con

tope y embudo.
Figura 4.4 A) Idéntico a figura 4.3 A.

Figura 4.4 B) Idéntico a figura 4.3 B
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Figura 4.4 C) Este paso consiste en la carga del ovocito/embrién dentro del dispositivo.
Difiere de la figura 4.3 C en el hecho de que las marcas 2 y 3 han sido sustituidas por
un tope, de manera que el posicionamiento del material biolégico se hace de forma
automatica al llegar al tope. La forma de proceder es la siguiente: Primero, el
ovocito/embrién se coloca por deposiciéon, con una pipeta, en el interior de embudo
(que contiene la solucién crioprotectora introducida en el paso anterior). Seguidamente
se conecta el sistema aspiracion (si no esta conectado previamente). Por ultimo el
sistema de aspiracién aplica una presidén negativa sobre el dispositivo, de manera que
material biolégico baja hasta que llega al tope, deteniéndose en la zona adecuada

para su vitrificacion.
Figura 4.4 D) Idéntico a4.3 D.

Figura 5) Procedimiento de introduccion y manipulacién del dispositivo en nitrégeno
liquido.

Figura 5 A) El microcapilar es introducido en un recipiente con nitrogeno liquido. Una

vez dentro, el ovocito estara vitrificado.

Figura 5 B) Para evitar un eventual dano del microcapilar en su manipulacién posterior,
dado la fragilidad de este, se procede seguidamente a deslizar el protector sobre el
microcapilar, quedando finalmente el dispositivo (con el ovocito en su interior) listo

para su almacenamiento indefinido.

Figura 6) Procedimiento de traslado y almacenamiento indefinido del dispositivo. Para
llevar el ovocito vitrificado al lugar de almacenamiento definitivo, el dispositivo es
trasladado, siempre dentro del recipiente con nitrégeno liquido, hasta una posicién
donde previamente se ha colocado un caliz de transporte (visotubo), también relleno’
con nitrogeno liquido. El dispositivo es introducido en el visotubo. Seguidamente el
visotubo, lleno de nitrégeno liquido y conteniendo el dispositivo, se transporta hasta el
lugar donde se encuentre la cantara definitiva de almacenamiento, introduciendo el

visotubo, con el dispositivo en su interior, dentro de dicha cantara.
Figura 7) Procedimiento de recalentamiento.

Figura 7 A) Para el recalentamiento de la muestra, el primer paso es la preparacion de

la taza. Esta es un recipiente de material térmicamente aislante (poliestireno
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expandido, por ejemplo) con dos depdsitos separados no mas de 2 cm. Uno de ellos
estara relleno de nitrégeno liquido y sera destinado a la recepcién del visotubo
conteniendo el dispositivo con el évulo en su interior. El otro contiene un vaso con
agua (o cualquier fluido con alta dapacidad calorifica) a 37°C. La profundidad de este
segundo recipiente debe de ser tal que si el dispositivo esta sujeto por' su parte
superior, este no pueda tocar el fondo. Ello evitard un eventual contacto del
microcapilar con el fondo del recipiente que contiene el agua a 37°C en el proceso de

recalentamiento.

Figura 7 B) Para el recalentamiento de [a muestra se ha de seguir un proceso inverso
al de vitrificacion. Tras la preparacion de la taza, se pasa a la extraccion de la cantara
de almacenamiento del visotubo conteniendo el dispositivo que encierra el évulo
seleccionado. Seguidamente el conjunto es introducido en el depdsito de la taza que
contiene nitrégeno liquido. Seguidamente el dispositivo es sacado del visotubo sin que
el microcapilar pierda nunca el contacto con el nitrégeno liquido. Finalmente se desliza
el protector del microcapilar hacia arriba, dejando dicho microcapilar en contacto
directo con el nitrégeno liquido. Ello permitira que la futura velocidad de
recalentamiento aumente sensiblemente (en comparacién con el caso en el que el

protector no hubiera sido desplazado para dejar el microcapilar libre).

Figura 7 C) La parte superior sellada del dispositivo (postizo) es cortada, dejando
abierto el dispositivo por la parte superior. El realizar el corte del postizo en este paso
del procedimiento hace ganar tiempo en las etapas posteriores, lo que evitara una
sobreexposicién del ovocito a la solucién segunda de vitrificacion cuando pase al bario

de agua a 37°C en el recalentamiento.

Figura 7 D) El dispositivo es trasladado, en posicion vertical y sujeto por su parte
superior, desde el bafio de nitrégeno liquido hasta al bafio de agua, entrando el
microcapilar rapidamente en contacto con el bafio caliente. La proximidad de las tazas,
menos de 2 cm, el paso rapido, y el tener el microcapilar descubierto, hace que la

velocidad de recalentamiento sea altisima: en torno a 250.000 °C/min.

Figura 8) Representacion de la velocidad de recalentamiento. (eje vertical, en °C/min)
En funcidon del tiempo de vuelo, o sea, el tiempo transcurrido desde que sale el
microcapilar del nitrégeno liquido hasta que entra en el bafio a 37°C (eje horizontal, en
segundos). Se ve como claramente hay una dependencia exponencial de la velocidad

de recalentamiento con la inversa del tiempo de vuelo entre las tazas. Por ello es
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critico seguir este procedimiento: sélo una velocidad de recalentamiento ultra-alta
garantiza una tasa cercana al 100% en la recuperacién de los ovocitos tras la

criopreservacion (descrito en el texto principal).
Figura 9) Expulsién y deposicidn de la muestra recalentada.

Figura 9 A) Una vez recalentado el ovocito dentro del microcapilar se procede a la
conexion del sistema de aspiracion al dispositivo. Este sistema de aspiracion servira
en este caso para expulsar el ovocito y depositarlo sobre la solucién de
recalentamiento. Para establecer dicha conexion se utiliza de nuevo el sistema

conector de goma.

Figura 9 B) Tras la conexion del sistema de aspiracion/expulsion al dispositivo se
procede a cortar la punta del microcapilar, dejando el extremo libre y permitiendo la

posterior salida del ovocito.

Figura 10) El ovocito es empujado hacia fuera usando el sistema de
aspiracion/expulsion y es depositado sobre una gota de la primera solucion de
recalentamiento. Posteriormente el ovocito se pasa a la segunda solucién de
recalentamiento y de alli al medio de cultivo. El ovocito esta listo para ser introducido

en la incubadora de CO, donde permanecera dos horas antes de su uso.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

El dispositivo objeto de la presente invencién consiste en un contenedor compuesto
por varias partes, fabricado en polimero termoplastico, optimizado como sistema
cerrado para los procedimientos de criopreservacién, para obtener, junto con el

procedimiento reivindicado, velocidades de recalentamiento ultra-altas.

En primer lugar explicaremos los tres componentes fundamentales que constituyen el
dispositivo. En segundo lugar describiremos en detalle cada una de las sub-partes en
las que se divide el mismo, que permiten, de una forma practica, su implementacién y
uso en el laboratorio. En tercer lugar describiremos las dos posibles extensiones que
también queremos proteger. Estas dos posibles extensiones dan lugar a cuatro
posibles dispositivos similares, dependiendo de si contienen o no dichas extensiones.
Todos ellos contienen la misma idea fundamental de contenedor cerrado con ultra-
altas velocidades de RECALENTAMIENTO, Lo unico que varia es la manejabilidad,
que es diferente dependiendo de si contienen o no dichas extensiones, y el grado de

seguridad biolégica que ofrecen.

Componentes fundamentales:

Los componentes fundamentales son tres (Figura 1):

- Un microcapilar de polimero termoplastico con un diametro interior del orden o
inferior a los 200 micrémetros y una pared del orden o inferior a los 15
micrémetros.

- Una pajuela termoplastica unida al microcapilar con un diametro interior del
orden o superior a los 230 micrometros y un didametro exterior tal que permita
un facil manejo con las manos y su conexibn a un sistema de
aspiracién/expulsion. Esta pajuela va unida al microcapilar mediante un
pegamento capaz de soportar temperaturas criogénicas (epoxy, por ejemplo).

- Un protector del microcapilar que desliza. sobre la pajuela y que se usa para
cubrir (0 descubrir) el microcapilar.

El papel de cada uno de estos tres componentes es imprescindible y bien diferenciado:
-El microcapilar es el sitio donde se albergara el ovocito. Sus dimensiones especificas
y el material del que esta constituido (preferentemente policarbonato, aunque puede

ser cualquier otro material termoplastico con una conductividad térmica similar o

superior) permitiran, junto con el procedimiento reivindicado, conseguir las velocidades
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de recalentamiento ultra-altas, conducentes a una alta recuperacion de los ovocitos

tras su almacenamiento criogénico. Por otra parte, al estar fabricado con material
termofusible, permite un sellado facil mediante la aplicacién de un pulso de calor en su
extremo.

-La pajuela unida al microcapilar tiene por mision capacitar el manejo manual del
microcapilar y permitir la conexién del microcapilar a un sistema de
aspiracion/expulsion. Al ser, tanto el microcapilar como la pajuela, materiales
termoplasticos, esto posibilita el cierre del dispositivo por ambos extremos, quedando
el ovocito aislado del exterior y no entrando nunca en contacto con el nitrégeno liquido.
-El protector del microcapilar permite el almacenamiento de la muestra sin que el
microcapilar corra riesgo de rotura o deformacion, ya que dadas las reducidas
dimensiones de éste (diametro ligeramente superior al del ovocito que contendra),

dicho riesgo seria muy alto sin la existencia de este protector.

Detalle de cada una de las partes del dispositivo (Figura 2.1):

El dispositivo esta formado por una serie de elementos (sub-partes) que permiten el
desarrollo y la implementacion de las ideas contenidas en los tres componentes

anteriores de manera practica en el laboratorio.

El dispositivo reivindicado consta de las siguientes sub-partes (Figura 2.1):

- Un microcapilar de plastico (del orden o inferior a los 200 micrémetros de
diametro interior y de unos 15 micrémetros de pared) que albergara en su
interior la(s) muestra(s) biolégica(s) en general, y los ovocitos en particular. La
longitud de este microcapilar esta acotada inferiormente por el nimero de
ovocitos que se deseen almacenar en él (generalmente no mas de cuatro) y
sobretodo porque debe de dejar un espacio de al menos 1 cm entre la posicion
final de los ovocitos dentro del microcapilar y la punta del microcapilar, lugar
que se ha de sellar (cerrar): como unas de las opciones preferible de sellado es
un pulso de calor (termosellado) y este pulso de calor no debe de afectar al
ovocito, de aqui este centimetro de seguridad. En principio no existe cota
superior para la longitud del capilar. Dado que por su material y diametro es
extremadamente flexible, admite no soélo la posibilidad de una geometria recta,
sino que puede ser enrollado, por ejemplo en espiral, pudiendo compactarse y
asi contener un numero mucho mayor de muestras (distintas de ovocitos, que
como decimos, no suelen almacenarse mas de cuatro en el mismo dispositivo),
por ello este dispositivo no esta basado en técnicas de minimo volumen, como

otros dispositivos. En el caso de la aplicacion para ovocitos, Y reivindicado de
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forma especial en esta patente, la geometria preferible es la recta y el tamafio
preferible del microcapilar es de aproximadamente 5 cm. La geometria recta
permitira una colocacién facil de un protector (descrito a continuacion) sobre
este. 5 cm es un tamafio que permite posicionar los ovocitos suficientemente
lejos de la punta termosellable del microcapilar y, por otro lado, no es tan largo
como para dificultar su manejo. El microcapilar tiene tres marcas sobre su
superficie: 1) zona de sellado, 2) y 3) marcas entre las cuales se colocaran los
ovocitos. La punta del microcapilar tiene forma de cono para para facilitar la
entrada de los ovocitos y evitar un eventual dafio de estos por roce con dicha
punta.

Una pajuela principal conectada al microcapilar, que aporta rigidez y permite

que la muestra pueda fluir dentro del microcapilar mediante la succion por la
parte trasera (parte de esta no unida al microcapilar). Esta pajuela principal
tiene un diametro interior ligeramente superior al del microcapilar, de manera
que este puede insertarse dentro de aquella con facilidad, y una pared (y por
tanto un diametro exterior) suficientemente grande como para aportarle rigidez
al dispositivo, vertebrandolo hasta su extremo superior. El material plastico del
que esta fabricado debe también ser tal que le confiera esta rigidez. Este
material no necesita ser termofungible, sino rigido y de pared gruesa, dado que
su objetivo es vertebrar el dispositivo. Esta pajuela principal va unida en su
parte trasera a lo que hemos llamado postizo (descrito a continuacion), que si
es delgado y termofungible, lo que permite el cierre trasero del dispositivo. El
diametro exterior, a su vez, debe de ser lo suficientemente pequefio como para
maximizar el nimero de dispositivos que pueden ser almacenados en una
cantara de almacenamiento de nitrégeno liquido. Un diametro exterior tipico de
la pajuela principal esta en torno a 1 mm.

Una pajuela exterior, que recubre parte de la pajuela principal. Su misién es de

nuevo aportarle la rigidez definitiva al dispositivo, facilitar su manipulacion, y
sobretodo permitir el deslizamiento sobre esta pajuela exterior del protector del
microcapilar, descrito a continuacion.

Un tramo de pajuela plana por su cara exterior, que también recubre parte de la
pajuela principal (al ser plana, el protector no puede deslizar sobre ella) que
permite anotar los datos identificativos de cada paciente (nombre, codigo,
etc...).

Un tramo final (postizo) trasero de pajuela de pared delgada y de material

termoplastico de pared delgada. Parte de este postizo recubre el ultimo tramo

de la pajuela principal (para asi poder hacer unién entre ambos elementos),
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pero la otra parte no recubre la pajuela principal, sino que al ser de material
termoplastico y de pared delgada, este postizo puede ser termosellado con
facilidad, garantizando que todo el dispositivo queda cerrado y estanco. El
postizo es también la parte del dispositivo que permite su conexidon a un
sistema de aspirécién/expulsién estandar. Lleva una cuarta marca (4)) en la
zona donde ha de realizarse el termosellado de esta parte trasera del
dispositivo.

- Un protector del microcapilar, de plastico, que desliza sobre la pajuela exterior,
con dos posiciones de uso. Una primera posicion, que permite dejar al
descubierto el microcapilar para el momento de la aspiracion/expulsién de la
muestra’biolégica y para la introduccion en nitrégeno liquido. Una segunda
posicién, en la que recubre el microcapilar y asi impide que éste colisione con
otros objetos y pudiera dafiarse el ovocito, y que garantiza el almacenamiento
sin estos riesgos una vez que la muestra se encuentra vitrificada. Uno de los
extremos de este protector (el mas cercano al microcapilar) acaba en forma de
tronco de cono, lo le permite entrar en la hendidura (descrita a continuacion), y
evitar el deslizamiento del capilar mediante un click de blogueo. El otro extremo
(delantero) también acaba en forma de cono, de manera que esta geometria le
sirve de tope cuando en su posicion de descubierto alcanza la pajuela exterior.

- Una hendidura a lo largo del dispositivo, que consigue un click de bloqueo del
protector del microcapilar y evita la salida de dicho protector del dispositivo.
Esta hendidura se implementa de forma practica mediante una separacion
cercana a un milimetro, entre las dos partes de la pajuela exterior. El click se
consigue mediante un acabado en forma de tronco de cono del extremo del

protector méas cercano al microcapilar, como indicamos anteriormente.

La longitud total del dispositivo completo sera de unos 80-140 mm, lo que se adapta a
los estandares de almacenamiento, ajustandose a las practicas al uso en reproduccion
asistida, permitiendo una comoda manipulacion y minimizacién del espacio que

ocupan en los stocks.
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Detalle de cada una de las partes del dispositivo con una de las extensiones (doble

capilar) (Figura 2.2):

El dispositivo con dos microcapilares es una extension del dispositivo descrito en
detalle en el parrafo inmediatamente anterior. La extensiéon consiste en la introduccion
dentro del microcapilar de un segundo microcapilar que sirva de tope a la muestra
bidlogica. A este segundo capilar lo denotaremos por microcapilar interior, de manera
que el capilar descrito en apartado anterior dentro del cual se albergara el
ovocito/embrién, lo llamaremos, microcapilar exterior para facilitar su identificacién. El
diametro exterior del microcapilar interior es ligéramente inferior al diametro interior del
microcapilar exterior, para permitir su introducciéon y montaje. El diametro interior del
microcapilar interior ha de ser lo suficientemente pequefio como para impedir el paso
de la muestra bioldgica pero lo suficientemente grande como para permitir el paso de
los fuidos que la banan. Unos 20 micrometros es un tamafo adecuado. También
existe la posibilidad de un microcapilar interior multiorificios, para conseguir el
compromiso antes sefialado. Otras formas de implementar esta idea y conseguir este
compromiso es dejando una diferencia concreta que consiga tal propésito entre el
diametro interior del microcapilar exterior y el diametro exterior del microcapilar interior,
o utilizando un material poroso que permita el paso del fluido pero no de la muestra
biolégica. Cuando el embridén/ovocito es aspirado, el fluido se movera libremente por
el dispositivo, pero la muestra biolégica encontrara un tope en la punta del microcapilar
interior, deteniendo su movimiento y posicionandolo adecuadamente en la zona donde

se producira la vitrificacion.

Detalle de cada una de las partes del dispositivo con una de las extensiones (embudo)
(Figura 2.3):
El dispositivo con embudo es otra extension del dispositivo original. En este caso la

punta del microcapilar, en lugar de acabar en un pequefio cono de 200-300
micrémetros de diametro (para facilitar la entrada de la muestra biolégica por
aspiracion), acaba en un embudo de unos 10 milimetros de diametro. En este caso la
entrada de la muestra biolégica no se realiza por aspiracion, sino de la siguiente
manera. El dispositivo es colocado verticamente, con el embudo hacia arriba (posicién
contraria al uso comun del dispositivo). Para que el peso del embudo no sea un
problema a la hora de mantener el microcapilar en esta posicion, éste es sujetado por
el propio protector del microcapilar. Tanto las soluciones como las muestras biolégicas
son depositadas en el interior del cono con una pipeta. De esta manera nunca hay un
contacto entre la superfice exterior del microcapilar y el medio que contiene la muestra

biolégica. Una vez depositado el material deseado dentro del embudo, se procede a su
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interiorizacién y posicionamiento correcto mediante la aspiracion por la zona del

postizo.

Detalle de cada una de las partes del dispositivo con |las dos extensiones (Figura 2.4):

El dispositivo objeto contiene las dos extensiones descritas en los parrafos anteriores:

el tope y el embudo. Agrupa todas las ventajas:

- Contenedor cerrado

- Velocidades de recalentamiento ultra-altas.

-Tope interior que permite el paso de los fluidos pero no de la muestra biolégica y que
permite identificar en todo momento la posicién de la muestra. |
-Embudo en la boca del microcapilar con un doble objetivo: facilitar la carga del
dispositivo, que aqui se hace por deposicién, y garantizar que no hay ningun contacto
entre la superficie exterior del capilar y el medio en el que se encuentra la muestra

biologica, evitando todo riesgo por contaminacion.
PROCEDIMIENTO DE VITRIFICACION y RECALENTAMIENTO

e Para la vitrificacion

Preparar la(s) célula(s) en el medio de enfriamiento de vitrificacién elegido (Figura 3)
(agentes crioprotectores). Como comentamos anteriormente, los agentes
crioprotectores no son objeto de esta invencion. Los mas recomendables, a fecha de

hoy, estan basados en etilenglicol (EG) y dimetilsulféxido (DMSO).

Los dos siguientes pasos hacen referencia a la carga de la muestra biol6gica y el
cierre estanco del dispositivo por ambos extremos. Estos pasos seran descritos en
cuatro apartados distintos segun se trate del dispositivo original o de los dispositivos
con extensiones. El resto de la descripcién del procedimiento permanece siendo el

mismo para los cuatro casos.

e DISPOSITIVO SIN EXTENSIONES: Fijar el extremo ancho (postizo) de la
pajuela a un dispositivo de aspiracion (por ejemplo, una jeringa Hamilton, una
pipeta automatica, un stripper, una pipeta de boca o cualquier otro sistema de

aspiracién y manipulacién de ovocitos), bien directamente o bien con un
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conector-acoplador adecuado (Figura 4.1 A). Cuando las muestras estan listas
para ser almacenadas en el dispositivo, deslizar la funda plastica protectora a
lo largo de la pajuela hasta exponer el microcapilar (Figura 4.1 B) .Para esta
version, con ayuda del microscopio o la lupa binocular, cargar suavemente las
muestras en el dispositivo y ubicarlas entre la 22 y 32 marca del microcapilar
por aspiracion (Figura 4.1 C), controlando la absorciéon de las muestras y
medio. Esta zona entre la 22 y 32 marca es la posicidén correcta para la
vitrificacion, y ha sido calculada al efecto de manera que la velocidad de
recalentamiento en dicho area sea éptima. Este detalle es critico. Confirmar
que la/s muestra/s esta/n situada/s entre la 22 y 32 marca. Precaucion: El fallo
en la confirmacion de la ubicacién de la muestra podria dafarla. Sellar
térmicamente el microcapilar por debajo de la marca 12 A continuacién, la
parte trasera del dispositivo (postizo) se sella también con el mismo
termosellador en la marca 4?2, de manera que la muestra se encuentra aislada

completamente dentro del dispositivo (Figura 4.1 D).

DISPOSITIVO CON DOBLE CAPILAR (EXTENSION): Fijar el extremo ancho
(parte trasera) de la pajuela un dispositivo de aspiracion (por ejemplo, una
jeringa Hamilton, una pipeta automatica, un stripper, una pipeta de boca o
cualquier ofro sistema de aspiracion y manipulacién de ovocitos), bien
directamente o bien con un conector-acoplador adecuado (Figura 4.2 A).
Cuando las muestras estan listas para ser introducidas en el contenedor,
deslizar la funda plastica protectora a lo largo de la pajuela hasta exponer el
microcapilar (Figura 4.2 B) Para esta versién, aspirar suavente la muestra
hasta que ésta llega al tope (Figura 4.2 C). En este momento la muestra
ascendera por el microcapilar exterior, chocara con el interior y por tanto se
detendra automaticamente y cesaremos con el proceso de aspiracion. Asi no
habra necesidad de tener que acudir a la habilidad para ubicarla en la posicién
correcta para la vitrificacién. Seguidamente se pasa al sellado en la forma

descrita anteriormente. (Figura 4.2 D).

DISPOSITIVO CON EMBUDO (EXTENSION): En este caso, se coloca el
dispositivo en posicion vertical, con el embudo en la parte mas alta y el postizo
en la parte mas baja (Figura 4.4 A). Se conecta el sistema de aspiracion al
postizo y se procede a la carga del crioprotector dentro del dispositivo, si este

no viene precargado. Para ello, con ayuda de una pipeta, se rellena el embudo
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con la cantidad de crioprotector deseada. Después se actlia sobre el sistema
de aspiracién, aspirando el crioprotector dentro del capilar (Figura 4.4 B).
Seguidamente se procede al cargado de la muestra bioldgica. Para ello se
procede de forma similar a como se acaba de realizar para el crioprotector: con
ayuda de una pipeta se recoge el ovocito/embion desde el medio donde esté y
se deposita en el interior del embudo. Seguidamente se actua sobre el sistema
de aspiracion, interiorizando la muestra biologica y colocandola, con ayuda de
una lupa binocular correctamente orientada, entre las marcas 22 y 3? (Figura
4.3 C). Para el sellado, se puede sellar primero el postizo. Seguidamente se
desliza el protector, exponiendo el capilar, y se procede al sellado del mismo

en la primera marca (Figura 4.3 D).

e DISPOSITIVO CON AMBAS EXTENSIONES: Este dispositivo recoge en uno
todas las ideas anteriores. Todo permanece igual que para el protocolo recién
descrito (Figura 4.4 A y Figura 4.4 B), salvo las cuestidon relativa al
posicionamiento de la muestra biolégica entre las marcas 22 y 32 Para el
presente dispositivo no existen estas marcas, sino un tope, de manera que
basta con aspirar hasta que el ovocito/embrién llegue al tope para garantizar su
posicionamiento en la zona correcta para la vitrificacion (Figura 4.4 C). En lo

relativo al sellado es igual que para el dispositivo con embudo (Figura 4.4 D).

A partir de este punto, todos los pasos siguientes son comunes a las cuatro versiones

del dispositivo y se describen a continuacion.

Sujetando el dispositivo por la parte trasera, sumergir verticalmente el microcapilar
(descubierto) en el depésito de nitrogeno liquido (LN,), o cualquier otro medio que

permita una enfriamiento rapido (Figura 5 A).

Deslizar la funda protectora de plastico cuidadosamente a lo largo de la pajuela hacia
abajo para proteger el microcapilar (Figura 5 B). Asegurarse de que durante este
movimiento el microcapilar esta siempre completamente cubierto por el nitrogeno

liquido.

Para el transporte, guardar la el dispositivo en un visotubo (caliz, canister o cryocane:

tubo de ensayo metalico o de plastico, que podra adaptarse a los estandares utilizados
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en las clinicas) y llevar al tanque de nitrogeno liquido donde sera finalmente

almacenado (Figura 6).

e Para el recalentamiento

Es un paso critico del procedimiento, donde se obtiene una velocidad de
recalentamiento ultra-alta. Para ello se hace necesario la disposicion de un bafio con
nitrégeno liquido y un bafio con agua a 37 °C a una distancia entre ellos de orden de 1
cm y unas dimensiones recomendables de las que se hablara seguidamente. Esta
configuracién se consigue faciimente con el uso del dispositivo al que hemos llamado
taza, y que facilita la puesta en practica y consecucion de este paso del procedimiento.

Describimos la taza a continuacion:

La taza (Figura 7 A), conveniente para el recalentamiento, se compone de un material
aislante térmico (poliestireno expandido, por ejemplo), con dos orificios: Uno estara
dedicado al nitrégeno liquido; el otro, a agua a 37 °C. Estos orificios han de ser lo
suficientemente grandes, en diametro y profundidad, como para minimizar la
probabilidad de colision del microcapilar con sus paredes o fondo cuando el dispositivo
es introducido en ellos. El recipiente para nitrégeno liquido albergara un soporte que
permite la colocacién del visotubo que contiene las pajuelas. El recipiente para agua a

37 °C consiste sélo en un orificio que permite meter y sacar un vaso con agua a 37 °C.

El uso de esta taza y el dispositivo reivindicado, junto con el procedimiento, garantiza
una velocidad de recalentamiento ultra-alta. Para estudiar, usando nuestro dispositivo
y una solucién de vitrificacion tipica (15% EG, 15% DMSO, 1 M sacarosa), la
dependencia de la velocidad de recalentamiento respecto al tiempo transcurrido entre
la salida del dispositivo del orificio de la taza que contiene nitrégeno liquido y la
entrada en el orificio de la taza que contiene el vaso con agua a 37 °C, se procedid de
la siguiente forma. Se emplazé un termopar tipo T (Omega) con la unién entre el cobre
y el constantan justo en la posicién que ocuparia el ovocito dentro del dispositivo
(entre las marcas 2 y 3). Este termopar se conecté a un amplificador operacional
(OP741), y su salida a un conversor analégico-digital (Measurement Computing
1208LS) unido a un PC mediante el puerto USB. Con un software de adquisicion
(Labview 6.1) se midi6 la temperatura entre las marcas en todo instante, obteniendo
de esta forma la velocidad de recalentamiento de la muestra (eje vertical de la Figura

8). Para medir el tiempo transcurrido entre la salida del nitrégeno liquido y la entrada
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en el agua a 37 °C se uso una camara ultrarrapida (Casio EX —F1 a 1200

frames/segundo; eje horizontal de la Figura 8).

Los pasos a seguir en el recalentamiento son los siguientes:

Preparar una placa de Petri medio de calentamiento preferido de recalentamiento
(agente eliminador de crioprotector; no es objeto la presente invencion el uso de uno
concreto; generalmente se trata de poner concentraciones decreciente del mismo

medio que se utiliz6 para la vitrificacion).

Meter un vaso con agua a 37 °C en la taza. Llenar el otro depodsito de la taza con

nitrégeno liquido (Figura 7 A).

Sacar el visotubo, con el dispositivo que contiene los ovocitos, del tanque de
almacenamiento y colocarlo en la taza, sumergiéndolo en la zona que contiene

nitrogeno liquido.

Deslizar cuidadosamente la funda protectora de plastico a lo largo y hacia arriba de la
pajuela asegurando que en todo momento el microcapilar estd completamente
sumergido en el nitrogeno liquido, quedando asi el microcapilar al descubierto. Cortar

el postizo, dejando abierto este extremo (parte trasera) del dispositivo (Figura 7 C).

Aproximar el dispositivo, siempre con el microcapilar dentro del nitrégeno liquido, al
borde mas cercano al vaso con agua a 37° C. Extremadamente rapido (menos de 1
segundo), sumergir verticalmente cara abajo el microcapilar sellado, en el recipiente
de agua, agitando a mano durante dos segundos para una mejor transferencia de

calor (Figura 7 D).

Inmediatamente después, sacarlo del agua y secar suavemente su exterior (con papel
absorbente estéril, por ejemplo). Conectar el dispositivo de aspiracion/expulsion
(convenientemente acoplado) al extremo ancho de SafeSpeed (Figura 9 A). Cortar el

microcapilar justo por encima de la 12 marca (Figura 9 B).

Descargar cuidadosamente y expulsar la muestra dentro del medio de recalentamiento

usado (Figura 10).
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MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Ejemplo 1. Procedimiento de conservacion celular de ovocitos

Este ejemplo muestra la aplicaciéon practica del método para la criopreservacion de

ovocitos de ratona.

Se emplearon ratonas virgenes C57BL/6 x CBA/Ca (4-8 semanas) mantenidas bajo
condiciones controladas (12 horas luz: 12 horas oscuridad) y alimentadas ad libitum.
Fueron superovuladas por inyeccion intraperitoneal con 0.1 ml de PMSG (5 Ul). Tras
48-56 horas, se les administré6 0.1 ml de HCG (5 Ul). Se sacrificaron 14 horas

después por dislocacion cervical y se extrajeron los oviductos.

Los ovocitos fueron liberados del cimulo por accién de la hialuronidasa (SIGMA Ref.
H4272-30 mg). Tras esto, los ovocitos se lavaron en medio M2 para eliminar los restos
de hialuronidasa. Los ovocitos en metafase Il previamente denudados se transfirieron
entonces a una soluciéon de equilibrio, y después a la solucién de vitrificacion. La
solucién de equilibrio consistié en 7.5% EG, 7.5% DMSO (cinco minutos). La solucién
de vitrificacion consistié en 15% EG, 15% DMSO y 1M sacarosa (un minuto). Todas

las soluciones usadas llevan como disolvente PBS (Buffer salino de fosfato).

Los ovocitos se introdujeron en el microcapilar, que fue termosellado, con la muestra
biolégica en interior. Seguidamente se selld la parte trasera. El microcapilar se

introdujo en el recipiente de nitrégeno liquido de forma manual.

Una vez la muestra con el capilar alcanzé temperaturas criogénicas, el microcapilar
fue puesto en posiciébn de almacenamiento recubierto por el capuchén, y fue
transportado en un canister de plastico hasta un tanque de almacenamiento con

nitrégeno liquido, donde permaneci6 24 horas.

En el proceso de recalentamiento, el canister con el dispositivo conteniendo el ovocito
fue extraido del tanque de almacenamiento. El canister se emplazé en la taza, en el
lugar que contiene nitrégeno liquido. Se sacd el dispositivo del canister, siempre con el
microcapilar sumergido en nitrégeno liquido. El postizo del microcapilar fue cortado
(parte trasera del dispositivo). El protector del microcapilar fue desplazado hacia

arriba, dejando este al descubierto. El microcapilar se pas6, rapidamente (menos de
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0.5 segundos), del nitrégeno liquido al vaso anejo con agua a 37 °C, de forma manual

(siempre en posicion de uso, o sea, sin protector).

Se seco la punta del capilar con papel secante estéril. Se conectd la parte trasera
(postizo) a al sistema de aspiracion/expulsion. Se cortd la punta del microcapilar y se
procedid a su descarga del dispositivo sobre una gota de medio de recalentamiento.
Tras tres lavados, se puso en cultivo en una incubadora con CO, durante cuatro horas.
El primer lavado se hizo con una solucién 1M de sacarosa (1 min). El segundo lavado
con una solucién 0.5 M de sacarosa (3 minutos) y el tercer lavado con una solucién

0.25 M de sacarosa (3 minutos).

Después de cuatro horas, se estudié la viabilidad de los ovocitos, mediante una gama
amplia de valoraciones morfologicas y la técnicas de tincion para ver compromiso de la

membrana (trypan blue).

Siguiendo dicho procedimiento se criopreservaron y recalentaron 620 ovocitos de
ratona, de los cuales sobrevivieron 595, obteniendose una supervivencia de ovocitos
de un 96%, mucho mayor a otras técnicas de vitrificacion que utilizan dispositivos

cerrados.
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REIVINDICACIONES

Dispositivo de criopreservaciéon y almacenamiento mediante vitrificacion de

material biolégico caracterizado porque comprende:

Un microcapilar o preferentemente dos microcapilares concéntricos de distinto

diametro.
Una pajuela que contiene y fija el microcapilar o los dos microcapilares.

Una funda del microcapilar/es que lo protege durante la posicion de
almacenamiento y es mévil pero no desmontable.

Un adaptador que se adhiere al extremo inferior de la pajuela.

Preferentemente un embudo que se coloca en el extremo superior del

microcapilar exterior.

Dispositivo de criopreservacién y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el
microcapilar interior en el caso de dos microcapilares actia como una barrera
permeable bloqueando el paso a la muestra y permitiendo identificar la posicion

de la muestra en todo momento.

Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el/los
microcapilar/es estan ensamblados en la pajuela proporcionando rigidez y

facilidad en el uso.

Dispositivo de criopreservaciéon y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segln la reivindicacién 1 caracterizado porque la pajuela es

plana para facilitar la escritura e identificacién de los datos del paciente.

Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segln la reivindicacién 1 caracterizado porque el adaptador
de goma se adhiere al extremo inferior de la pajuela para conectar los

microcapilares con el sistema de aspiracién, manual o automatico.
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Dispositivo de criopreservacién y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segun la reivindicacién 1 caracterizado porque el embudo
facilita la entrada de la muestra y elimina cualquier contacto de la superficie
externa del capilar exterior con el medio que contenia la muestra bioldgica para

asi garantizar la no contaminacion del mismo.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segln el dispositivo descrito en las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por el uso de microcapilares poliméricos
termoplasticos como contenedores del material bioldgico, introducidos en

fluidos criogénicos para conseguir la vitrificacion de la muestra bioldgica.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segun la reivindicacion 7, caracterizado por la utilizacion de
microcapilares poliméricos termoplasticos fabricados con policarbonato, o con
cualquier otro material termosellable, con una conductividad térmica similar o

superior.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciéon de
material biolégico segun la reivindicacién 7, caracterizado por la utilizacion de
microcapilares poliméricos termoplasticos termosellables, para evitar la
contaminacion cruzada de la muestra y que éste quede completamente aislada

del exterior.

Procedimiento de criopreservacién y almacenamiento mediante vitrificacion de
material bioldgico segun las reivindicaciones 7 y 9 en las cuales las células a
criopreservar son ovocitos, para los que se necesita una alta velocidad de

recalentamiento para asegurar su viabilidad posterior.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segun la reivindicacién 7, caracterizado porque la muestra
celular se introduce previamente bafiada en agentes crioprotectores en el
interior del microcapilar exterior, a distintas concentraciones dependiendo del

tipo celular a criopreservar.
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Procedimiento de criopreservacién y almacenamiento mediante vitrificacién de
material biolégico segun la reivindicacion 7, en el que los microcapilares son
introducidos en fluidos criogénicos con la parte inferior de los mismos
conteniendo la muestra biolégica sin la funda del capilar exterior, para optimizar

el proceso de enfriamiento.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segun la reivindicacién 7, caracterizado por la utilizaciéon de
un bafo de recalentamiento para el proceso de recalentamiento, en el que el
microcapilar polimérico termoplastico termosellado, es introducido con la parte
inferior conteniendo la muestra bioldgica, sin el protector del capilar exterior,

para optimizar el proceso de recalentamiento.

Procedimiento de criopreservacién y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segun la reivindicacion 7, caracterizado por la utilizacién de

agua a 37°C o de un fluido similar para el bafio de recalentamiento.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segun las reivindicaciones 7, 9 ,10 y 13 en la que, durante el
recalentamiento, la distancia entre el bafo de nitrégeno liquido y el bano con

agua a 37°C es del orden o menor a 1 cm.

Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de
material biolégico segun la reivindicacion 15 en la que si el tiempo de vuelo
entre la salida del bafio de nitrégeno liquido y la entrada en el bafio de agua a
37°C es inferior a 0.5 segundos, la velocidad de recalentamiento alcanza
facilmente el valor de 200.000 °C/min, lo que garantiza la viabilidad celular en

el caso de ovocitos.

31



ES 2 609 753 Al

FIGURA 1
PAJUELA
PRINCIPAL
ZONA DE
ESCRITURA HENDIDURA MICRO(?APILAR
T
POSTIZO PAJUELA LATERALES

EXTERHDR F«DTECTCWQ

FIGURA 2.1

32



ES 2 609 753 Al

/ MICROCAPILAR \

/ EXTERIOR
e

BT < Ll o 0K L
DM e peean
—Aﬁ ~
MICROCAPILAR

\ INTEROR

FIGURA 2.2

NS

FIGURA 2.3

33



ES 2 609 753 Al

Z 1 [

FIGURA 2.4

FIGURA 3

34



ES 2 609 753 Al

FIGURA 4.1 A

FIGURA 4.1 B

35



ES 2 609 753 Al

FIGURA 4.1 C
e N * mm—T
{1 0 B - -
?
v
o »— ’ ‘ 1 »—
?

FIGURA4.1D

36



ES 2 609 753 Al

FIGURA 4.2 A

FIGURA 4.2 B

37



ES 2 609 753 Al

e
FIGURA 4.2 C
v I
N 0 e
?
&
1] I ’
?

FIGURA 42D

38




Il

ES 2 609 753 Al

AR

FIGURA 4.3 A

FIGURA 4.3 B

39

BT

—



ES 2 609 753 Al

FIGURA 4.3 C

40



ES 2 609 753 Al

AN

AN

\b/ N

FIGURA 4.3 D

Ly




ES 2609 753 Al

) f T

FIGURA4.4B

42



ES 2 609 753 Al

FIGURA 4.4 C

43



ES 2 609 753 Al

" #

p
pY
L
\

\| |/ LY I 74
~ ~

FIGURA 4.4 D

44



ES 2 609 753 Al

/_\

—/\_/

Ln2

:

FIGURAS A

: LN2

FIGURA 5B

45

Ln2

LN2




LN2

ES 2 609 753 Al

v

FIGURA 6

LN2

. | He0 37°C| |

LN2

\

H20 37°C

FIGURA 7 A

46




LN2

ES 2 609 753 Al

LN2 H20 37°C

H20 37°C




ES 2 609 753 Al

I

LN2 ’ H20 37°C

FIGURA 7D

—

45

35

25i=

1.5pm

Velocidad de recalentamiento (*C/min)

p5H

Tiempo (s)

FIGURA 8

48



ES 2 609 753 Al

FIGURA9 A

FIGURA 9 B

49



ES 2 609 753 Al

Supervivencia

FIGURA 10

50



OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201500752

ESPANA

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 20.10.2015

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

® int.cl.:  A0IN1/02 (2006.01)
GO1N1/08 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A US 20060046243 A1 (JAMES JOSEPH STACHECKI et al.) 02.03.2006, 1-16

pagina 2, columna 2, linea 36 - pagina 5, columna 2, linea 62;

A US 20090123996 A1 (MILTON CHIN) 14.05.2009, 1-16
Todo el documento

A EP 2156735 A1 (DR. H. ZECJ GMBH.) 24.02.2010, 1-16
Columna 2, linea 15 - columna 5, linea 31; figura 7,

A US 20080233633 A1 (PHILIPPE CLAIRAZ et al.) 25.09.2008, 1-6
pagina 1,columna 2, linea 52 - pagina 4 columna 1, linea 19; linea 52

A US 20110275153 A1 (BRADLEY K. BUTLER et al.) 10.11.2011, 1-6
pagina 2,columna 1 linea 8 - pagina 5, columna 1, linea 16; figura 1,

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacion no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe Examinador Péagina
13.10.2016 M. Ybarra Fernandez 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA

N° de solicitud: 201500752

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
AO1N, GO1N

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC

Informe del Estado de la Técnica Péagina 2/4




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201500752

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 13.10.2016

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-16 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-16 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 3/4




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201500752

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 20060046243 A1 (JAMES JOSEPH STACHECKI et al.) 02.03.2006
D02 US 20090123996 A1 (MILTON CHIN) 14.05.2009
D03 EP 2156735 A1 (DR. H. ZECJ GMBH.) 24.02.2010
D04 US 20080233633 A1 (PHILIPPE CLAIRAZ et al.) 25.09.2008
D05 US 20110275153 A1 (BRADLEY K. BUTLER et al.) 10.11.2011

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El documento D01 reivindica un método de vitrificacion de células de mamiferos. De acuerdo con el método de la presente
invencion, las células biolégicas de origen mamifero se congelan rapidamente por un método de vitrificacion. Tras la
exposicion a un liquido de refrigeracion, las células biolégicas se someten a la vitrificacion. Las células bioloégicas que han
sido sometidos a vitrificaciéon se pueden almacenar durante un periodo de tiempo y luego desvitrificados en una fecha
posterior. Las células bioldgicas desvitrificadas permanecen viables. Células bioldgicas preferidas de acuerdo con la
presente invencion son células susceptibles de desarrollo, incluyendo blastocistos, embriones y ovocitos.

El documento D02 describe un dispositivo de cierre para crear un sello en un recipiente criogénico para un espécimen
bioldgico utiliza la transformacion de fase inducida por la temperatura de los materiales con memoria de forma para causar
un actuador para alternar entre un estado selladas y no selladas. La incitacion temperatura se produce de forma natural
dentro de los cambios normales de temperatura que se producen durante la vitrificacion criogénica de muestras bioldgicas.
El documento D03 reivindica un instrumento para la vitrificacion y el almacenamiento de espécimen biolégico, en concreto
de esperma, ovocitos, embriones, morulas o blastocistos que comprende: un elemento de almacenamiento que esta hecha
de un material de nitrégeno-resistente a los liquidos, y un miembro de proteccién tubular para proteger dicho almacenar
miembro, el elemento de proteccién tubular esta también hecha de un material de nitrégeno-resistente a los liquidos, en el
que dicho elemento de almacenamiento comprende una parte del cuerpo cilindrico que tiene una celda de almacenamiento
de la parte en una porcion delantera, y que tiene una parte de extremo trasero en una parte extrema, en el que la célula de
almacenamiento de parte se forma como un rebaje en la parte del cuerpo, y en el que el elemento de almacenamiento que
tiene un diametro exterior menor que el diametro interior del elemento tubular de proteccién de modo que el elemento de
almacenamiento puede ser insertado y acomodado en el elemento de proteccion tubular.

El documento D04 se refiere a un revestimiento para el envasado de un volumen predeterminado de una sustancia biolégica
disefiado para ser sumergido en un agente cridgeno liquido que comprende un tubo delgado, caracterizado porque
comprende ademas un lastre asociada con dicho tubo delgado.

El documento D05 describe un dispositivo de crioconservacion para el almacenamiento de material biologico reproductiva.
El dispositivo comprende un primer elemento alargado incluye un primer miembro alargado que se extiende entre un
extremo distal y un extremo proximal, una primera porcion de protuberancia dispuesta alrededor de una circunferencia del
primer miembro, y un canal definido en el primer miembro, el canal esta configurado para recibir un reproductiva respecto
muestra biolégica. Un segundo miembro incluye un segundo miembro con un lumen definido a su través. El segundo
miembro esta configurado para deslizar sobre el primer elemento y el diametro interior del segundo miembro es similar a un
diametro exterior de la porcion de protuberancia para formar un sello entre el primer y segundo miembros.

La invencién reivindicada no es obvia para un experto en la materia, ya que no hay informacion en los documentos citados
que puedan dirigir al experto en la materia al método/solucién/dispositivo rivindicado. Por lo tanto, la invencién cumple con
los requisitos de novedad y actividad inventiva segun los Articulos6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/86.
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