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57  Resumen:
El dispositivo de vitrificación de material biológico
mediante microcapilares de polímeros termoplásticos
cerrados utilizando un recalentamiento ultra-rápido,
objeto de la presente invención, consiste en un
contenedor compuesto por varias partes, fabricado en
polímero termoplástico, optimizado como sistema
cerrado para los procedimientos de criopreservación,
para obtener, junto con el procedimiento reivindicado,
velocidades de recalentamiento ultra-altas siendo de
especial utilidad para la criopreservación de ovocitos
humanos en condiciones de máxima seguridad
biológica (dispositivo cerrado) y máxima tasa de
supervivencia de los ovocitos, similar a la de los
dispositivas abiertos actuales, tras el recalentamiento.



 

 

 

 

AdiciOn a la patente P201201020 "Procedimiento y dispositivo de vitrificaciOn de 

material biolOgico mediante microcapilares de polimeros termoplasticos cerrados 

utilizando un recalentamiento ultra-rapido" 

 

5 

OBJETO DE LA INVENCION 

La presente invenciOn es una adicion a la patente P201201020 de titulo 

"Procedimiento y dispositivo de vitrificacion de material biologic° mediante 

microcapilares de polimeros termoplasticos cerrados utilizando un recalentamiento 

10 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 criopreservaciOn, para obtener, junto con el procedimiento 

reivindicado, velocidades de recalentamiento ultra-altas. 

15 

El procedimiento y el dispositivo se encuadran en el sector de la tecnica dedicado a la 

biotecnologia y a la biomedicina. Es de aplicaciOn en todos los procesos relacionados 

con la manipulacion y tratamiento de material biolOgico a nivel celular. Y mas en 

concreto, en los procesos relacionados con la conservaciOn de este material biologic° 

20 en condiciones que permitan su uso posterior tras un tiempo indefinido de 

almacenamiento a temperaturas criogenicas. En particular, este procedimiento y 

dispositivo son de especial utilidad para la criopreservacion de ovocitos humanos en 

condiciones de maxima seguridad biolOgica (dispositivo cerrado) y maxima tasa de 

supervivencia de los ovocitos, similar a la de los dispositivos abiertos actuales, tras el 

25 recalentamiento (velocidad de recalentamiento ultra-alta). 

ESTADO DE LA TECNICA 

Las principales tecnicas empleadas para conseguir la conservacion celular se basan 

en la utilizaciOn de bajas temperaturas para ralentizar y detener las reacciones 

30 bioquimicas responsables del envejecimiento y deterioro del material biolOgico. Dentro 

de estas tecnicas, las mas ampliamente utilizadas son las Ilamadas de enfriamiento 

lento y las de vitrificaciOn, con un gran nOmero de variantes en ambos casos. 

El enfriamiento lento es hasta ahora el procedimiento mas usado [15,17]. Se basa en 

35 el control de la velocidad de enfriamiento con el fin de crear un delicado equilibrio entre 

los distintos factores que causan dano celular, entre los que se encuentran la 

formacion de hielo, fracturas y una excesiva deshidratacion. Es sin embargo la otra 
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tecnica, la vitrificaci6n, descrita a continuaci6n y desarrollada en detalle a lo largo del 

rest° de este apartado, la tecnologia que ahora nos ocupa. 

La vitrificacion es un proceso mediante el cual un liquid° se solidifica en una fase no 

5 cristalina (fase vitrea) [6]. Para conseguirla, en el caso de la vitrificaciOn celular, se 

obliga a: i) un aumento en la viscosidad (mediante la sustituci6n del agua por agentes 

vitrificantes) y, sobre todo, ii) usando un rapid° descenso de la temperatura de la 

celula (generalmente sumergiendo la muestra en nitrogen° liquido). Este enfriamiento 

rapid° de la muestra impide que las moleculas de agua tengan tiempo de ordenarse 

10 para crear la estructura cristalina del hielo, formando por lo tanto un sOlido amorfo. La 

mayoria de las sustancias que se mantienen en estado liquid° en un amplio rango de 

temperaturas vitrifican al ser enfriadas, y el resto de sustancias tambien vitrifican si el 

enfriamiento es suficientemente rapid°. La vitrificacion elimina completamente la 

aparici6n de cristales de hielo, los cuales suponen el mayor obstaculo para la 

15 criopreservacion de celulas vivas [34]. Esta tecnica 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 celulas madre [8], en donde la sensibilidad celular 

exige una mejora de los metodos utilizados en la actualidad. 

20 

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

vitrificantes, tannbien Ilamados crioprotectores. No es objeto de la presente invenciOn la 

optimizaci6n 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 

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

ii) Para conseguir una alta velocidad de enfriamiento de la celula, esta se suele  

sumergir en nitrogen° liquid°. Del dispositivo y procedimiento utilizado para enfriar la 

muestra depende criticamente la velocidad de enfriamiento, habiendose probado el 

30 uso de mezclas criogenicas distintas al nitrogen° liquido [16], la vitrificacion sobre 

superficies solidas[2, 5], etc... Hay dos grandes grupos de dispositivos y 

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 

35 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 sí son satisfactorios. La filosofia tras 
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estos contenedores es la utilizacion de altas concentraciones de agentes 

vitrificantes y la utilizacion de un enfriamiento rapid° 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 

5 actualidad para la conservaciOn de Ovulos [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 

10 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 tecnicas se Ilaman tecnicas de minim° volumen, 

pues la filosofia tras ella es la de minimizar el volumen de la muestra a vitrificar. 

Como es minim° el volumen de muestra que esta en contacto con el nitrogen° 

15 liquid°, ello hace que la velocidad de enfriamiento sea muy alta. Sin embargo 

estos contenedores abiertos, que si permiten la vitrificaciOn de ovocitos, 

generan un doble problema, por su naturaleza de abiertos: a) Por un lado, al 

estar abierto, la muestra come riesgo de perdida en su manipulacion (en la 

entrada en el nitr6geno liquido, durante el tiempo de almacenamiento en la 

20 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 contaminaci6n [9, 19] (al entrar la muestra en 

contacto con el nitrogen° liquido), ya sea contaminaciOn virica, bacteriana, o de 

25 cualquier otro tipo. 

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

ovocitos: no es cuestion de minim° volumen ni de maximizar la velocidad de 

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

30 probado corn° velocidades de enfriamiento muy bajas (95 °C/min) pueden dar tasas 

de recuperaciOn 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 tecnica de minima volumen o en una 

35 alta velocidad de enfriamiento, sino en una velocidad de recalentamiento ultra-alta. La 

combinaciOn del dispositivo y procedimiento reinvindicados consigue velocidades de 

recalentamiento por encima de 200.000 °C/min (Fig. 9). Obviamente, la 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 perdida del ovocitos, 

pero, b) sobre todo, elimina la posibilidad de contaminaciOn (virica, bacteriana o de 

cualquier otro tipo) de la muestra, al no estar nunca en contacto con el nitr6geno 

5 liquido.  

Por tanto, y en resumen, la patente de invencion objeto de la presente memoria se 

refiere a un nuevo procedimiento y dispositivo de criopreservaciOn de material 

biologico en general y de ovocitos en particular, con las siguientes tres 

10 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 

15 enfriamiento o el volumen minima de la muestra, como ocurre en los 

dispositivos o procedimientos citados anteriormente, lo que determina el exito 

del presente metodo. Esta es la diferencia fundamental con el resto de 

sistemas cerrados para la conservaciOn de ovocitos. 

2) El almacenamiento del ovocito se produce en un contenedor cerrado que 

20 consigue la vitrificacion de las muestras con unas tasas de recuperaciOn 

iguales o superiores a las de cualquier dispositivo abierto. El procedimiento se 

basa en el uso de uno o preferentemente dos microcapilares concentricos 

fabricados en polimeros termoplasticos de reducidas dimensiones que 

almacenan y mantienen a la muestra localizada en todo momento. 

25 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 biolOgica para asi garantizar la no 

contaminaciOn del mismo. 

30 

La patente de invencion objeto de la presente memoria es una continuacion del 

desarrollo de la tecnica del propio autor [11, 21, 22, 23, 25, 26, 27]. 

35 
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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 

5 conexion al sistema de aspiraci6n; 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 

10 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 conic° en 

su extremo para facilitar la entrada de la muestra biolOgica. El protector tambien tiene 

acabado cOnico, en este caso para impedir el desplazamiento del mismo cuando son 

alcanzadas sus posiciones extremas. 

15 

Figura 2.2) Dispositivo con una de las extensiones. Incluye los dos microcapilares, en 

la que el microcapilar interior acti:ia de barrera, facilitando el posicionamiento de la 

muestra biologica 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. 

20 Este puede ser implementado si se le anaden multiorificios. Al capilar mas externo, 

que alberga el ovocito/embrion, lo Ilamaremos microcapilar exterior; al microcapilar 

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

Figura 2.3) Dispositivo con una de las extensiones. Incluye el embudo, con un doble 

25 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 biologica (eliminando cualquier posibilidad de transportar con 

este cualquier agente contaminante). Una posibilidad para evitar que el peso del 

embudo clane o doble el microcapilar, es sujetar aquel con el propio protector de este. 

30 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 el sistema de 

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

35 
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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 

5 la primera solucion de vitrificacion (baja concentraci6n de crioprotectores). El segundo 

consiste en el paso desde la primera solucion de vitrificaciOn hasta la segunda 

soluciOn de vitrificacion (alta concentracion de crioprotectores). Estos dos pasos 

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

10 Figura 4) Procedimiento de introduccion y protecciOn del ovocito/embriOn dentro del 

dispositivo. Este procedimiento esta dividido en cuatro pasos, A, B, C y D, a los que 

hacen referencia las figuras explicadas a continuacion. 

Figura 4.1) Procedimiento de introduccion y protecci6n del ovocito en el dispositivo 

15 con un solo microcapilar. 

Figura 4.1 A) El dispositivo se conecta at sistema de aspiracion. Este sistema de 

aspiracion actuara haciendo un vacio (presi6n negativa) obligando a la entrada del 

ovocito dentro del microcapilar. Para esta conexiOn se hace necesario un adaptador 

20 flexible (pieza hueca de goma abierta por sus bases y con interiores c6nicos en sus 

extremos) que deje estancas las uniones del dispositivo con el adaptador y del 

adaptador con el sistema de aspiraci6n. 

Figura 4.1 B) Una vez conectado el sistema de aspiracion, el microcapilar es dejado al 

25 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 at descubierto, se posiciona la punta del microcapilar 

sobre el ovocito, introduciendo dicha punta a traves de la gota de la segunda solucion 

30 de vitrificaciOn 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). Finalnnente el ovocito 

se posiciona, siguiendo la aspiracion, entre las marcas 2 y 3 del microcapilar. 

35 Figura 4.1 D) En ultimo lugar se procede at sellado de ambos extremos del 

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

sellar el microcapilar. Despues se desconecta el sistema de aspiracion. Finalmente 
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sellar la parte trasera del dispositivo (postizo). El ovocito/embriOn 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 proteccion del ovocito en el dispositivo 

formado por los dos microcapilares (tope). 

Figura 4.2 A) Este paso es identico al descrito para la figura 4.1 A. 

Figura 4.2 B) Este paso es identico 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 traves de la gota de 

15 la segunda solucion de vitrificaciOn en el que esta contenido. Seguidamente se aspira 

suavemente el ovocito/embriOn. Para facilitar dicha entrada el microcapilar tiene su 

extremo distal nrias ancho que el resto (forma de cono, tal como se explica en la figura 

2.1). Finalmente el ovocito/embrion se posiciona, continuando con la aspiraciOn, de 

forma automatica, en la zona correcta para su vitrificaciOn: el ovocito/embrion se 

20 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. 

25 Figura 4.2 D) En ultimo 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. Despues 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 

30 y libre de las eventuales contaminaciones a las que pueden estar sujetos en caso de 

usar contenedores abiertos. 

35 

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 

ES 2 609 753 A1

 

12



 

que la posiciOn de trabajo habitual de este dispositivo es vertical y con el embudo en la 

posicion mas alta y el postizo en la posicion mas baja. El resto, se mantiene identico a 

lo descrito en la Fig. 4.1 A. 

5 Figura 4.3 B) Este paso tambien es distinto. Una vez conectado el sistema de 

aspiracion, se procede al cargado de soluciOn vitrificante del dispositivo. Para ello, con 

una pipeta se deposita en el interior del embudo la cantidad de solucion vitrificante 

deseada. Posteriormente, se actila sobre el sistema de aspiraciOn, ejerciendo una 

presion negativa y cargando todo el microcapilar con solucion crioprotectora. Si el 

10 dispositivo viene pre-cargado con soluciOn crioprotectora, este paso no hay que 

realizarlo. 

Figura 4.3 C) Este paso consite en la carga del ovocitotembriOn dentro del dispositivo. 

Para ello el ovocito se coloca por deposiciOn, con una pipeta, en el interior de embudo 

15 (que contiene la solucian crioprotectora introducida en el paso anterior). Seguidamente 

se conecta el sistema aspiracion (si no esta conectado previamente). For Ultimo el 

sistema de aspiraci6n aplica una presi6n negativa sobre el dispositivo, de manera que 

material biologic° baja hasta que consigue emplazarse entre las marcas 2 y 3 (zona de 

vitrificaci6n). 

20 

Figura 4.3 D) En ultimo lugar se procede al sellado de ambos extremos del 

dispositivo. En primer lugar se procede al sellado del postizo. Seguidamente se 

efectUa la bajada del protector del microcapilar. For Ultimo se pasa sellar el 

microcapilar. El ovocito queda asi totalmente aislado del medio exterior, encerrado en 

25 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. 

30 

35 

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

tope y embudo. 

Figura 4.4 A) Identico a figura 4.3 A. 

Figura 4.4 B) Identico a figura 4.3 B 
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Figura 4.4 C) Este paso consiste en la carga del ovocito/embriOn 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 biolOgico se hace de forma 

autornatica al Ilegar at tope. La forma de proceder es la siguiente: Primero, el 

5 ovocito/embriOn 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 aspiraciOn (si no esta conectado previamente). Por ultimo el 

sistema de aspiraci6n aplica una presi6n negativa sobre el dispositivo, de manera que 

material biologic° baja hasta que Ilega at tope, deteniendose en la zona adecuada 

10 para su vitrificaciOn. 

Figura 4.4 D) Identico a 4.3 D. 

Figura 5) Procedimiento de introduccion y manipulacion del dispositivo en nitrOgeno 

15 liquid°.  

Figura 5 A) El microcapilar es introducido en un recipiente con nitrogen° liquid°. Una 

vez dentro, el ovocito estara vitrificado. 

20 Figura 5 B) Para evitar un eventual clan° del microcapilar en su manipulaciOn 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. 

25 Figura 6) Procedimiento de traslado y almacenamiento indefinido del dispositivo. Para 

Ilevar el ovocito vitrificado at lugar de almacenamiento definitivo, el dispositivo es 

trasladado, siempre dentro del recipiente con nitrogen° liquid°, hasta una posiciOn 

donde previamente se ha colocado un caliz de transporte (visotubo), tambien relleno 

con nitrOgeno liquid°. El dispositivo es introducido en el visotubo. Seguidamente el 

30 visotubo, Ileno de nitrOgeno 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. 

35 

Figura 7) Procedimiento de recalentamiento. 

Figura 7 A) Para el recalentamiento de la muestra, el primer paso es la preparaci6n de 

la taza. Esta es un recipiente de material termicamente aislante (poliestireno 
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expandido, por ejemplo) con dos depOsitos separados no mas de 2 cm. Uno de ellos 

estara relleno de nitrOgeno liquid° y sera destinado a la recepciOn del visotubo 

conteniendo el dispositivo con el Ovu lo en su interior. El otro contiene un vaso con 

agua (o cualquier fluido con alta capacidad calorifica) a 37°C. La profundidad de este 

5 segundo recipiente debe de ser tal que si el dispositivo esta sujeto por su parte 

superior, este no pueda tocar el fondo. Ello evitara un eventual contact° del 

microcapilar con el fondo del recipiente que contiene el agua a 37°C en el proceso de 

recalentamiento. 

10 Figura 7 B) Para el recalentamiento de la 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 Ovulo 

seleccionado. Seguidamente el conjunto es introducido en el deposit° de la taza que 

contiene nitrogen° liquid°. Seguidamente el dispositivo es sacado del visotubo sin que 

15 el microcapilar pierda nunca el contacto con el nitrogen° liquid°. Finalmente se desliza 

el protector del microcapilar hacia arriba, dejando dicho microcapilar en contacto 

direct° con el nitrOgeno liquid°. Ello permitira que la futura velocidad de 

recalentamiento aumente sensiblemente (en comparaciOn con el caso en el que el 

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

20 

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 tiennpo en las etapas posteriores, lo que evitara una 

sobreexposiciOn del ovocito a la solucion segunda de vitrificacion cuando pase al ban° 

25 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 ban° de nitr6geno liquid° hasta al ban° de agua, entrando el 

microcapilar rapidamente en contact° con el ban° caliente. La proximidad de las tazas, 

30 menos de 2 cm, el paso rapid°, 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 fund& del tiempo de vuelo, o sea, el tiempo transcurrido desde que sale el 

35 microcapilar del nitrOgeno liquid° hasta que entra en el ban° a 37°C (eje horizontal, en 

segundos). Se ve c6mo 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: solo una velocidad de recalentamiento ultra-alta 

garantiza una tasa cercana al 100% en la recuperaciOn de los ovocitos tras la 

criopreservaciOn (descrito en el texto principal). 

5 Figura 9) Expulsion y deposiciOn de la muestra recalentada. 

Figura 9 A) Una vez recalentado el ovocito dentro del microcapilar se procede a la 

conexi6n del sistema de aspiraciOn al dispositivo. Este sistema de aspiracion servira 

en este caso para expulsar el ovocito y depositarlo sobre la solucion de 

10 recalentamiento. Para establecer dicha conexi6n 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 

15 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 solucion de 

20 recalentamiento y de alli al medio de cultivo. El ovocito esta listo para ser introducido 

en la incubadora de CO2 donde permanecera dos horas antes de su uso. 

25 

30 

35 
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DESCRIPCION DE LA INVENCION 

El dispositivo objeto de la presente invenciOn consiste en un contenedor compuesto 

por varias partes, fabricado en polimero termoplastico, optimizado como sistema 

5 cerrado para los procedimientos de criopreservaciOn, 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 

10 las que se divide el mismo, que permiten, de una forma practica, su implementacion y 

uso en el laboratorio. En tercer lugar describiremos las dos posibles extensiones que 

tambien 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-

15 altas velocidades de RECALENTAMIENTO, Lo Calico que varia es la manejabilidad, 

que es diferente dependiendo de si contienen o no dichas extensiones, y el grado de 

seguridad biolOgica que ofrecen. 

Componentes fundamentales:  

20 Los componentes fundamentales son tres (Figura 1): 

-

 Un microcapilar de polimero termoplastico con un diametro interior del orden o 

inferior a los 200 micrometros y una pared del orden o inferior a los 15 

micrometros. 

-

 Una pajuela termoplastica unida al microcapilar con un diametro interior del 

25 orden o superior a los 230 micrOmetros y un diametro exterior tal que permita 

un facil manejo con las manos y su conexi6n a un sistema de 

aspiracion/expulsion. Esta pajuela va unida al microcapilar mediante un 

pegamento capaz de soportar ternperaturas criogenicas (epoxy, por ejemplo). 

-

 Un protector del microcapilar que desliza sobre la pajuela y que se usa para 

30 cubrir (o 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 

35 y el material del que esta constituido (preferentemente policarbonato, aunque puede 

ser cualquier otro material termoplastico con una conductividad termica 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 criogenico. Por otra parte, al estar fabricado con material 

termofusible, permite un sellado fad mediante la aplicacion de un pulso de calor en su 

extremo. 

5 -La pajuela unida al microcapilar tiene por misi6n capacitar el manejo manual del 

microcapilar y permitir la conexiOn 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 contact° con el nitr6geno liquid°. 

10 -El protector del microcapilar permite el almacenamiento de la muestra sin que el 

microcapilar corra riesgo de rotura o deformaci6n, ya que dadas las reducidas 

dimensiones de este (diametro ligeramente superior al del ovocito que contend*, 

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

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

El dispositivo este 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 practice en el laboratorio. 

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

Un microcapilar de plastic° (del orden o inferior a los 200 micrometros de 

diametro interior y de unos 15 micr6metros de pared) que albergara en su 

interior la(s) muestra(s) biolOgica(s) en general, y los ovocitos en particular. La 

longitud de este microcapilar esta acotada inferiormente por el nt.Imero de 

25 ovocitos que se deseen almacenar en el (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 seller (cerrar): como unas de las opciones preferible de sellado es 

un pulso de calor (termosellado) y este pulso de calor no debe de afectar at 

30 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 solo la posibilidad de una geometria recta, 

sino que puede ser enrollado, por ejemplo en espiral, pudiendo compactarse y 

asi contener un nOmero mucho mayor de muestras (distintas de ovocitos, que 

35 como decimos, no suelen almacenarse mas de cuatro en el mismo dispositivo); 

por ello este dispositivo no este basado en tecnicas de minim° 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 tamano 

preferible del microcapilar es de aproximadamente 5 cm. La geometria recta 

permitira una colocaciOn facil de un protector (descrito a continuaciOn) sobre 

este. 5 cm es un tame° que permite posicionar los ovocitos suficientemente 

5 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 daft de estos por roce con dicha 

10 punta. 

-

 Una paiuela 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 

15 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 plastic° del 

que esta fabricado debe tambien ser tal que le confiera esta rigidez. Este 

material no necesita ser termofungible, sino rigid° y de pared gruesa, dado que 

20 su objetivo es vertebrar el dispositivo. Esta pajuela principal va unida en su 

parte trasera a lo que hemos llamado postizo (descrito a continuaci6n), 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 numero de dispositivos que pueden ser almacenados en una 

25 cantara de almacenamiento de nitrOgeno liquid°. Un diametro exterior tipico de 

la pajuela principal esta en torno a 1 mm. 

-

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

nuevo aportarle la rigidez definitiva al dispositivo, facilitar su manipulaciOn, y 

sobretodo permitir el deslizamiento sobre esta pajuela exterior del protector del 

30 microcapilar, descrito a continuaci6n. 

Un tramo de paiuela plana por su cara exterior, que tambien 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...). 

35

 -

 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 union 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 tambien la parte del dispositivo que permite su conexion a un 

5 sistema de aspiraciOn/expulsiOn 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 plastic°, que desliza sobre la pajuela exterior, 

con dos posiciones de uso. Una primera posicion, que permite dejar al 

10 descubierto el microcapilar para el momento de la aspiracion/expulsion de la 

muestra biolOgica y para la introducci6n en nitr6geno liquid°. Una segunda 

posicion, en la que recubre el microcapilar y asi impide que este colisione con 

otros objetos y pudiera dariarse el ovocito, y que garantiza el almacenamiento 

sin estos riesgos una vez que la muestra se encuentra vitrificada. Uno de los 

15 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 bloqueo. El otro extern° 

(delantero) tambien acaba en forma de cono, de manera que esta geometria le 

sirve de tope cuando en su posiciOn de descubierto alcanza la pajuela exterior. 

20 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 innplementa 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 

25 protector mas 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 at uso en reproducciOn 

asistida, permitiendo una comoda manipulaciOn y minimizacion del espacio que 

30 ocupan en los stocks. 

35 
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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 extension consiste en la introducciOn 

5 dentro del microcapilar de un segundo microcapilar que sirva de tope a la muestra 

biOlogica. A este segundo capilar lo denotaremos par microcapilar interior, de manera 

que el capilar descrito en apartado anterior dentro del cual se albergara el 

ovocito/embriOn, lo Ilamaremos, microcapilar exterior para facilitar su identificacion. El 

diametro exterior del microcapilar interior es ligeramente inferior al diametro interior del 

10 microcapilar exterior, para permitir su introduccion y montaje. El diametro interior del 

microcapilar interior ha de ser lo suficientemente pequerio como para impedir el paso 

de la muestra biolOgica pero lo suficientemente grande coma para permitir el paso de 

los fuldos que la barian. Unos 20 micrometros es un tamario adecuado. Tambien 

existe la posibilidad de un microcapilar interior multiorificios, para conseguir el 

15 compromiso antes sealed°. Otras formes de implementer esta idea y conseguir este 

compromiso es dejando una diferencia concreta que consiga tal proposito 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 

biolOgica. Cuando el embriOn/ovocito es aspirado, el fluido se movera libremente par 

20 el dispositivo, pero la muestra biolOgica 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)  

25 (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 pequeno cono de 200-300 

micrometros de diametro (para facilitar la entrada de la muestra biolOgica por 

aspiracion), acaba en un embudo de unos 10 milimetros de diametro. En este caso la 

30 entrada de la muestra biolOgica no se realize par aspiraci6n, sino de la siguiente 

manera. El dispositivo es colocado verticamente, con el embudo hacia arriba (posiciOn 

contraria al uso corn& del dispositivo). Para que el peso del embudo no sea un 

problema a la hora de mantener el microcapilar en esta posiciOn, este es sujetado par 

el propio protector del microcapilar. Tanto las soluciones coma las muestras biologicas 

35 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 

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

post izo. 

5 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 

10 - Velocidades de recalentamiento ultra-altas. 

-Tope interior que permite el paso de los fluidos pero no de la muestra biologica y que 

permite identificar en todo momento la posici6n de la muestra. 

-Embudo en la boca del microcapilar con un doble objetivo: facilitar la carga del 

dispositivo, que aqui se hace por deposicion, y garantizar que no hay ningun contacto 

15 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 

20 • Para la vitrificaciOn 

Preparar la(s) celula(s) en el medio de enfriamiento de vitrificaciOn elegido (Figura 3) 

(agentes crioprotectores). Como comentamos anteriormente, los agentes 

crioprotectores no son objeto de esta invenciOn. Los mas recomendables, a fecha de 

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

Los dos siguientes pasos hacen referencia a la carga de la muestra biologica y el 

cierre estanco del dispositivo por ambos extremos. Estos pasos seran descritos en 

cuatro apartados distintos segian se trate del dispositivo original o de los dispositivos 

30 con extensiones. El resto de la descripci6n del procedimiento permanece siendo el 

mismo para los cuatro casos. 

• DISPOSITIVO SIN EXTENSIONES: Fijar el extremo ancho (postizo) de la 

35 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 

aspiracion y manipulacion 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 microscopic o la lupa binocular, cargar suavemente las 

5 muestras en el dispositivo y ubicarlas entre la 2' y 3' marca del microcapilar 

por aspiracion (Figura 4.1 C), controlando la absorci6n de las muestras y 

media. Esta zona entre la 2' y 3a marca es la posiciOn correcta para la 

vitrificacion, y ha sido calculada al efecto de manera que la velocidad de 

recalentamiento en dicho area sea Optima. Este detalle es critico. Confirmar 

10 que la/s muestra/s esta/n situada/s entre la 2' y 3' marca. PrecauciOn: El fallo 

en la confirmaci6n de la ubicaciOn de la muestra podria danarla. Sellar 

termicamente el microcapilar por debajo de la marca la. A continuacion, la 

parte trasera del dispositivo (postizo) se sella tambien con el mismo 

termosellador en la marca 4a, de manera que la muestra se encuentra aislada 

15 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 aspiraci6n (par ejemplo, una 

jeringa Hamilton, una pipeta automatica, un stripper, una pipeta de boca o 

20 cualquier otro sistema de aspiraciOn y manipulacion 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 versiOn, aspirar suavente la muestra 

25 hasta que esta Ilega al tope (Figura 4.2 C). En este momento la muestra 

ascendera per el microcapilar exterior, chocara con el interior y per 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 posici6n 

correcta para la vitrificacion. Seguidamente se pasa al sellado en la forma 

30 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 

35 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. Despues se actua sobre el sistema 

de aspiracion, aspirando el crioprotector dentro del capilar (Figura 4.4 B). 

Seguidamente se procede al cargado de la muestra biolOgica. Para ello se 

procede de forma similar a coma se acaba de realizar para el crioprotector: con 

5 ayuda de una pipeta se recoge el ovocito/embion desde el medic donde este y 

se deposita en el interior del embudo. Seguidamente se actua sabre el sistema 

de aspiracion, interiorizando la muestra biologica y colocandola, can ayuda de 

una lupa binocular correctamente orientada, entre las marcas 2a y 3' (Figura  

4.3 C). Para el sellado, se puede sellar primero el postizo. Seguidamente se 

10 desliza el protector, exponiendo el capilar, y se procede al sellado del misnno 

en la primera marca (Figura 4.3 D). 

• DISPOSITIVO CON AMBAS EXTENSIONES: Este dispositivo recoge en uno 

todas las ideas anteriores. Todo permanece igual que para el protocolo recien 

15 descrito (Figura 4.4 A y Figura 4.4 B), salvo las cuestion relativa al 

posicionamiento de la muestra biologica entre las marcas 2' y 3a. Para el 

presente dispositivo no existen estas marcas, sine un tope, de manera que 

basta con aspirar hasta que el ovocito/embriOn Ilegue al tope para garantizar su 

posicionamiento en la zona correcta para la vitrificacion (Figura 4.4 C). En lo 

20 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. 

25 Sujetando el dispositivo par la parte trasera, sumergir verticalmente el microcapilar 

(descubierto) en el deposit° de nitrogen° liquid° (LN2), o cualquier otro media que 

permita una enfriamiento rapido (Figura 5 A). 

Deslizar la funda protectora de plastic° cuidadosamente a lo largo de la pajuela hacia 

30 abajo para proteger el microcapilar (Figura 5 B). Asegurarse de que durante este 

movimiento el microcapilar este siempre completamente cubierto par el nitrogen° 

liquid°. 

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

35 tubo de ensayo metalico o de plastic°, que podra adaptarse a los estandares utilizados 
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en las clinicas) y Ilevar al tanque de nitrOgeno liquid° donde sera finalmente 

almacenado (Figura 6). 

• Para el recalentamiento 

5 

Es un paso critic° del procedimiento, donde se obtiene una velocidad de 

recalentamiento ultra-alta. Para ello se hace necesario la disposici6n de un ban° con 

nitrOgeno liquid° y un ban° 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 

10 configuraciOn se consigue facilmente con el uso del dispositivo al que hemos llamado 

taza, y que facilita la puesta en practica y consecuci6n de este paso del procedimiento. 

Describimos la taza a continuaciOn: 

La taza (Figura 7 A), conveniente para el recalentamiento, se compone de un material 

15 aislante termico (poliestireno expandido, por ejemplo), con dos orificios: Uno estara 

dedicado al nitrogen° 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 nitrOgeno liquid° albergara un soporte que 

20 permite la colocaciOn del visotubo que contiene las pajuelas. El recipiente para agua a 

37 °C consiste solo 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 

25 y una solucian de vitrificacion tlpica (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 nitrogen° liquido y la 

entrada en el orificio de la taza que contiene el vaso con agua a 37 °C, se procedi6 de 

la siguiente forma. Se emplaz6 un termopar tipo T (Omega) con la uni6n entre el cobre 

30 y el constantan justo en la posicion que ocuparta el ovocito dentro del dispositivo 

(entre las marcas 2 y 3). Este termopar se conecto a un amplificador operacional 

(0P741), y su salida a un conversor analogico-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 

35 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 nitrogen° liquid° 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 elinninador 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 utilize) para la vitrificacion). 

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

nitr6geno liquid° (Figura 7 A). 

Sacar el visotubo, con el dispositivo que contiene los ovocitos, del tanque de 

15 almacenamiento y colocarlo en la taza, sumergiendolo en la zona que contiene 

nitrOgeno liquid°. 

Deslizar cuidadosamente la funda protectora de plastic° a lo largo y hada arriba de la 

pajuela asegurando que en todo momento el microcapilar esta completamente 

20 sumergido en el nitrOgeno liquid°, 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 nitrogen° liquid°, al 

borde mas cercano al vaso con agua a 37° C. Extremadamente rapid° (menos de 1 

25 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). 

lnmediatamente despues, sacarlo del agua y secar suavemente su exterior (con papel 

30 absorbente esteril, 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 1a marca (Figura 9 B). 

Descargar cuidadosamente y expulsar la muestra dentro del medio de recalentamiento 

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

Ejemplo 1. Procedimiento de conservacian celular de ovocitos 

5 Este ejemplo muestra la aplicaciOn practica del metodo 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. 

10 Fueron superovuladas por inyecciOn intraperitoneal con 0.1 ml de PMSG (5 Ul). Tras 

48-56 horas, se les administrO 0.1 ml de HCG (5 Ul). Se sacrificaron 14 horas 

despues por dislocaciOn cervical y se extrajeron los oviductos. 

Los ovocitos fueron liberados del dumb por acci6n de la hialuronidasa (SIGMA Ref. 

15 H4272-30 mg). Tras esto, los ovocitos se lavaron en medio M2 para eliminar los restos 

de hialuronidasa. Los ovocitos en metafase II previamente denudados se transfirieron 

entonces a una soluciOn de equilibrio, y despues a la solucion de vitrificacion. La 

soluciOn de equilibrio consistio en 7.5% EG, 7.5% DMSO (cinco minutos). La solucion 

de vitrificaciOn consisti6 en 15% EG, 15% DMSO y 1M sacarosa (un minuto). Todas 

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

Los ovocitos se introdujeron en el microcapilar, que fue termosellado, con la muestra 

biologica en interior. Seguidamente se sell6 la parte trasera. El microcapilar se 

introdujo en el recipiente de nitr6geno liquid° de forma manual. 

25 Una vez la muestra con el capilar alcanzO temperaturas criogenicas, el microcapilar 

fue puesto en posiciOn de almacenamiento recubierto por el capuchon, y fue 

transportado en un canister de plastic° hasta un tanque de almacenanniento con 

nitrogen° liquid°, donde permanecio 24 horas. 

30 En el proceso de recalentamiento, el canister con el dispositivo conteniendo el ovocito 

fue extraido del tanque de almacenamiento. El canister se emplazo en la taza, en el 

lugar que contiene nitr6geno liquid°. Se sac6 el dispositivo del canister, siempre con el 

microcapilar sumergido en nitr6geno liquid°. El postizo del microcapilar fue cortado 

(parte trasera del dispositivo). El protector del microcapilar fue desplazado hacia 

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

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

Se sec6 la punta del capilar con papel secante esteril. Se conecto la parte trasera 

5 (postizo) a al sistema de aspiraciOn/expulsion. Se cortO la punta del microcapilar y se 

procedi6 a su descarga del dispositivo sobre una gota de medio de recalentamiento. 

Tras tres lavados, se puso en cultivo en una incubadora con CO2 durante cuatro horas. 

El primer lavado se hizo con una solucion 1M de sacarosa (1 min). El segundo lavado 

con una solucion 0.5 M de sacarosa (3 minutos) y el tercer lavado con una solucion 

10 0.25 M de sacarosa (3 minutos). 

Despues de cuatro horas, se estudio la viabilidad de los ovocitos, mediante una gama 

amplia de valoraciones morfologicas y la tecnicas de tinci6n para ver compromiso de la 

membrana (trypan blue). 

15 

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 tecnicas de vitrificaciOn que utilizan dispositivos 

cerrados. 

20 

25 

30 
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REIVINDICACIONES 

1. Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biologic° caracterizado porque comprende: 

5 a. Un microcapilar o preferentemente dos microcapilares concentricos de distinto 

diametro. 

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

c. Una funda del microcapilar/es que lo protege durante la posiciOn de 

almacenamiento y es movil pero no desmontable. 

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

e. Preferentemente un embudo que se coloca en el extremo superior del 

microcapilar exterior. 

2. Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

15 material biolOgico segiin la reivindicacion 1 caracterizado porque el 

microcapilar interior en el caso de dos microcapilares actUa como una barrera 

permeable bloqueando el paso a la muestra y permitiendo identificar la posicion 

de la muestra en todo momento. 

20 3. Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biolOgico segim la reivindicacion 1 caracterizado porque el/los 

microcapilar/es estan ensamblados en la pajuela proporcionando rigidez y 

facilidad en el uso. 

25 4. Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de 

material biologic° segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la pajuela es 

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

5. Dispositivo de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificacion de 

30 material biologic° segOn la reivindicacion 1 caracterizado porque el adaptador 

de goma se adhiere al extremo inferior de la pajuela para conectar los 

microcapilares con el sistema de aspiracion, manual o automatic°. 
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6. Dispositivo de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biologic° segOn la reivindicaciOn 1 caracterizado porque el embudo 

facilita la entrada de la muestra y elimina cualquier contact° de la superficie 

externa del capilar exterior con el medio que contenia la muestra biolOgica para 

5 ash garantizar la no contaminaci6n del mismo. 

7. Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de 

material biolOgico segun el dispositivo descrito en las reivindicaciones  

anteriores, caracterizado por el uso de microcapilares polimericos 

termoplasticos como contenedores del material biologic°, introducidos en 

10 fluidos criogenicos para conseguir la vitrificaciOn de la muestra biolOgica. 

8. Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biolOgico segOn la reivindicacion 7, caracterizado por la utilizaciOn de 

microcapilares polimericos termoplasticos fabricados con policarbonato, o con 

15 cualquier otro material termosellable, con una conductividad termica similar o 

superior. 

9. Procedimiento de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biolOgico segun la reivindicaciOn 7, caracterizado por la utilizaciOn de 

20 microcapilares polimericos termoplasticos termosellables, para evitar la 

contaminaci6n cruzada de la muestra y que este quede completamente aislada 

del exterior. 

10. Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de 

25 material biologic° segiin las reivindicaciones 7 y 9 en las cuales las celulas a 

criopreservar son ovocitos, para los que se necesita una alta velocidad de 

recalentamiento para asegurar su viabilidad posterior. 

11 Procedimiento de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

30 material biologic° segim la reivindicacion 7, caracterizado porque la muestra 

celular se introduce previamente bariada en agentes crioprotectores en el 

interior del microcapilar exterior, a distintas concentraciones dependiendo del 

tipo celular a criopreservar. 
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12. Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificacion de 

material biologic° segOn la reivindicaciOn 7, en el que los microcapilares son 

introducidos en fluidos criogenicos con la parte inferior de los mismos 

conteniendo la muestra biolOgica sin la funda del capilar exterior, para optimizar 

5 el proceso de enfriamiento. 

13. Procedimiento de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biologic° segun la reivindicacion 7, caracterizado por la utilizaciOn de 

10 un ban° de recalentamiento para el proceso de recalentamiento, en el que el 

microcapilar polimerico termoplastico termosellado, es introducido con la parte 

inferior conteniendo la muestra biolOgica, sin el protector del capilar exterior, 

para optimizar el proceso de recalentamiento. 

15 14. Procedimiento de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

material biologic° segun la reivindicaciOn 7, caracterizado por la utilizacion de 

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

15. Procedimiento de criopreservaciOn y almacenamiento mediante vitrificacion de 

20 material biologic° segun las reivindicaciones 7, 9 ,10 y 13 en la que, durante el 

recalentamiento, la distancia entre el ban° de nitrOgeno liquid° y el bafio con 

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

16. Procedimiento de criopreservacion y almacenamiento mediante vitrificaciOn de 

25 material biologic° segun la reivindicacion 15 en la que si el tiempo de vuelo 

entre la salida del bafio de nitrogen° liquido y la entrada en el ban° 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. 

30 

35 
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El documento D01 reivindica un método de vitrificación de células de mamíferos. De acuerdo con el método de la presente 
invención, las células biológicas de origen mamífero se congelan rápidamente por un método de vitrificación. Tras la 
exposición a un líquido de refrigeración, las células biológicas se someten a la vitrificación. Las células biológicas que han 
sido sometidos a vitrificación se pueden almacenar durante un período de tiempo y luego desvitrificados en una fecha 
posterior. Las células biológicas desvitrificadas permanecen viables. Células biológicas preferidas de acuerdo con la 
presente invención 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 
biológico utiliza la transformación de fase inducida por la temperatura de los materiales con memoria de forma para causar 
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dentro de los cambios normales de temperatura que se producen durante la vitrificación criogénica de muestras biológicas.  
El documento D03 reivindica un instrumento para la vitrificación y el almacenamiento de espécimen biológico, en concreto 
de esperma, ovocitos, embriones, mórulas o blastocistos que comprende: un elemento de almacenamiento que está hecha 
de un material de nitrógeno-resistente a los líquidos, y un miembro de protección tubular para proteger dicho almacenar 
miembro, el elemento de protección tubular está también hecha de un material de nitrógeno-resistente a los líquidos, en el 
que dicho elemento de almacenamiento comprende una parte del cuerpo cilíndrico que tiene una celda de almacenamiento 
de la parte en una porción 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 diámetro exterior menor que el diámetro interior del elemento tubular de protección de modo que el elemento de 
almacenamiento puede ser insertado y acomodado en el elemento de protección tubular.  
El documento D04 se refiere a un revestimiento para el envasado de un volumen predeterminado de una sustancia biológica 
diseñado para ser sumergido en un agente criógeno líquido que comprende un tubo delgado, caracterizado porque 
comprende además un lastre  asociada con dicho tubo delgado. 
El documento D05 describe  un dispositivo de crioconservación para el almacenamiento de material biológico 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 porción de protuberancia dispuesta alrededor de una circunferencia del 
primer miembro, y un canal definido en el primer miembro, el canal está configurado para recibir un reproductiva respecto 
muestra biológica. Un segundo miembro incluye un segundo miembro con un lumen definido a su través. El segundo 
miembro está configurado para deslizar sobre el primer elemento y el diámetro interior del segundo miembro es similar a un 
diámetro exterior de la porción de protuberancia para formar un sello entre el primer y segundo miembros.  
La invención reivindicada no es obvia para un experto en la materia, ya que no hay información en los documentos citados 
que puedan dirigir al experto en la materia al método/solución/dispositivo rivindicado. Por lo tanto, la invención cumple con 
los requisitos de novedad y actividad inventiva según los Artículos6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/86. 
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