Trabajo Fin de Grado
Grado en Ingenieria de las Tecnologias de
Telecomunicacion

Estudio del rendimiento de un sistema de
vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratdn

Autor: Miriam del Rocio Sumariva Soto

Tutor: Ramoén de Jesus Risco Delgado

Dpto. de Fisica Aplicada
Escuela Técnica Superior de Ingenieria
Universidad de Sevilla

Sevilla, 2020



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Ny,

2 L




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de raton

Trabajo Fin de Grado
Grado en Ingenieria de las Tecnologias de
Telecomunicacion

Estudio del rendimiento de un sistema de
vitrificacion cerrado basado en altas velocidades
de recalentamiento: viabilidad en embrion de
raton

Autor:

Miriam del Rocio Sumariva Soto

Tutor:
Ramodn de Jesus Risco Delgado

Profesor titular

Dpto. de Fisica Aplicada
Escuela Técnica Superior de Ingenieria
Universidad de Sevilla

Sevilla, 2020



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Ny,

I




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrién de raton ———

Trabajo Fin de Grado: Estudio del rendimiento de un sistema de
vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de recalentamiento:
viabilidad en embridn de ratén

Autor: Miriam del Rocio Sumariva Soto

Tutor: Ramodn de Jesus Risco Delgado

El tribunal nombrado para juzgar el Proyecto arriba indicado, compuesto por los siguientes
miembros:

Presidente:

Vocales:

Secretario:

Acuerdan otorgarle la calificaciéon de:

Sevilla, 2020

El Secretario del Tribunal



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Ny,

I




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de raton

Agradecimientos

Han pasado muchos afios desde que comencé mis estudios en Ingenieria , los
cuales han sido muy duros para mi, pero hoy que culmina esta etapa académica
quisiera agradecer a todos los que lo han hecho posible.

En primer lugar me gustaria agradecer a mis padres su esfuerzo, dedicacion y
confianza plena en mi durante todo este largo camino, gracias a ellos hoy dia soy quién
soy. Gracias por no dejarme bajar los brazos jamas. Agradecer a mi hermana, por sus
palabras de aliento cuando todo se me complicaba, gracias por hacerme ver que yo si
era capaz de culminar toda esta etapa. También quiero hacer una mencién especial a
mi compafiero de vida. Gracias por aguantar mi mal humor, mis llantos etc, sin ti no
hubiera sido capaz de continuar y levantarme tantisimas veces, gracias por ver en mis
ojos mds de lo que veo yo misma. Y por ultimo me gustaria agradecer a mi tutor
Ramodn Risco Delgado toda la paciencia y dedicacion puestas en este trabajo.

Y para concluir quiero dedicar unas palabras a mi misma. Cree mds en ti y de
todo lo que puedes lograr, porque con trabajo y constancia si eres capaz de todo.



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Ny,

T




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de

recalentamiento: viabilidad en embrion de ratdn LN
indice de contenidos
N T U 1o 0 =T o RSP PPPPPPPPPTR 13
2. INEFOAUCCION. Lottt ettt e s nn e snneas 15
2.1. Introduccidn a la criobiologia. .....cccecuieeiiiiiieierie e 15
2.2, La CriOPreSEIrVACION. ..uuiiieiiieee ettt sttt e s et e e e sbae e e s site e e s s sraeeeesabeeeeseseaeesenns 16
2.2.1.  Principios fisicos-quimicos de la congelacidn........ccccccevvveeeiviciieeecninenn. 16
2.2.2. Respuesta celular ante la congelacion y descongelacion...........cccoeuueee. 18
2.2.3.  Agentes crioprotectores (CPA). ....ccueeeceeeeiieeeee e 21
2.3, Métodos de CriopreSErVaCioN. ......ccccccuueeeieciueeeeesciieeesereeeessrreeeessreeeessasaeeeenns 22
2.3.1.  Congelacion 1eNTa. ...coceiiee e e 23
2.3.2. VIEHfICACION. e e 24
2.3.2.1.  Fundamentos de la Vitrificacion. ........cccocueeeviiiiinieeiniee e 24
2.3.2.2.  Soportes de VitrificaCion........ccccouveeeeiiiiieeciiee e 25
2.3.2.3.  Factores determinantes en el desarrollo de un sistema de
vitrificacion cerrado y eficiente. ........ooeeeiieee e 29
P S D F- 1 To I o 1 o] Fo =4 Tole 3RS PUPRRPPRR 31
B T Y o Tt ol To ] o |- SRS 31
2.6. Informacién adicional sobre el instrumento de medida para el experimento, el
raton. 32
T O o114 170 TP 37
3.1, ODJELIVO BENEIAL. weeeeeieiiieccceeee e e e e e s e e e e e e e aanreees 37
3.2, ODbjetivos SPECIFICOS. ...coiiciirriiiei et e e e 37
4, Material Y MELOUOS. ...uvrieiiee it e e e e e e e e e e e e e nnnreees 39
4.1, LOCAlIZACION. ..ot e 39
4.2, Material @animal. ..o 39
0 T Y =Y o T=] (o X1 a1 o - | RS PURTRRRRRRPP 40
4.4, DiseNo eXPerimental......ccccociviiveriiiieiiiiiireeeee e e e 43
4.4.1. Protocolo de produccion de emMbBriONES. .....ccceeeeeeeveeiirrerereeeeeeereirreeeeeen. 43
4.4.2. Protocolo de CriopreSErvacion. .......cccceecvrreeeeeeeeeeieiiirrerereeeeeessennrreeeeeeens 44
4.4.2.1.  VItrifiCACiON. cooeeeeieieeeecee e e 46
4.4.2.2.  Recalentamiento. .....ccccoiieriiiiiinieeeee e 47

4.5,  Material INSTrUMENTAL. c.ooovveeeeee ettt e et ettt s e eeeeeeesrae e e 49



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de

recalentamiento: viabilidad en embrion de raton ———

5. RESUITAOS. . s s 59
6. CONCIUSION. .ttt ettt e st e s bt e s be e e s enneesnneas 75
7. Bibliografia. .ueeeieiieeiee e e 77
ST Y 1) (o 1P PPPTPPPP 83
indice de tablas

Tabla 1. Resultados semana 1. Recepcién de 30 muestras FVB*FVB. .......ccccecvveeiecieeeeccieeeeenns 61
Tabla 2. Resultados semana 2. Recepcidn de 29 muestras FVB*FVB. ........cccceevveeeeecveeeeecveeeeenns 62
Tabla 3. Resultados semana 3. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB. .......cccccccvvveeiecieeeecciieeeeens 63
Tabla 4. Resultados semana 4. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB. ........ccccccvveeiecieeeeccieeeeenn, 64
Tabla 5. Resultados semana 5. Recepcidn de 30 muestras FVB*CD-1. ......ccccccevveeeecveeeercveeeennns 65
Tabla 6. Resultados semana 6. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB. ........ccccccvvveeiecieeeeccieeeeenns 66
Tabla 7. Resultados semana 7. Recepcién de 30 muestras FVB*CD-1. .......cccccoveeeeciieeeecrieeeenns 67
Tabla 8. Resultados semana 8. Recepcion de 32 muestras FVB*FVB. ......ccocevvveevvieeeciveecieeenen, 68
Tabla 9. Resultados semana 9. Recepcién de 31 muestras FVB*CD-1. ......ccccccoveeeeciieeeecieeeennns 69
Tabla 10. Resultados semana 10. Recepcion de 18 muestras FVB*CD-1. .......cccceeeecvvveeeecrveeeennns 70
Tabla 11. Resultados semana 11. Recepcion de 33 muestras FVB*FVB. .......ccccceeceeevvveeeveeennnen. 71
Tabla 12. Resultados semana 12. Recepcion de 20 muestras FVB*FVB. ........ccccceeeeciveeeccieeeennns 72

Tabla 13. Tasa de supervivencia y de recuperacion tras el procedimiento de desvitrificacion.. 73

10



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de

recalentamiento: viabilidad en embrion de raton LN
Indice de ilustraciones

llustracidn 1: Diagrama de una disolucidn acu0Sa. .......ceveeeeeieeiiiiiiieeeee e e 17
[lustracion 2: Membranas CelUIAres. ......ocuiviiiiieeeee e 18
llustracidon 3: Eventos fisicos y lesiones criogénicas de las células durante la

congelacion y desCoONEEIACION. .......cciiiiiiieieciiee e 20
llustracion 4: Comparacion entre los métodos de congelacion lenta y vitrificacion. .... 22
[lustracion 5: SOPOrte Cryoleaf. ... e 26
[HuStracion 6: SOPOIte CryOtOP. .uuiiiiuieeiiiciiieeeeiieeeeescie e e e et e e st e e e s sae e e e s sreeeeeesreeeeanns 26
HUSTracion 7: SOPOItE CrYOtiP...uuee e ciieeeieiieee e ettt e e eeiiee e eete e e e et e e e e eaae e e e s sbeeeeeearaeeeanns 27
llustracidon 8: Soporte Open pulled StraW........ccuvieeeecieee e e 27
llustracién 9: Esquema detallado del dispositivo SafeSpeed y sus componentes. ....... 28
llustracion 10: Vista frontal de la selladora SafeSealer. ........cccooveeiviiieiiciciiee e 30

llustracion 11: Estudios publicados de vitrificacion de embriones y blastocitos en

diferentes estados de desarroll0. .........cocveiriiiiiiieiiie e 32
llustracidn 12: Condiciones para la manipulacion........ccccceeeveciiiiieeee e 33
llustracion 13: Desarrollo embrionario en el raton. .......ooocveviiviiiieiiniiieeee e 34
llustracion 14: Visidn de una MOruUla........occeeeieieiiieeieeeeeeee e 35
llustracién 15. Centro de produccién y experimentacion animal.........ccocceevveeeeeeerienns 39
llustracion 16: Raton de 1aboratorio. .......oouiieieeeiiieeeeeeeeee e 40
llustracién 17: Distribucidn de las muestras bioldgicas en la placa.......ccccvvvveeeeennnnns 41
llustracién 18: Estimulacion ovdrica y obtencidn de embriones. .......ccocccvvvieveeeeeninne, 44
llustracidn 19: Sujecion de la ratona con mano izquierda. .......ccoceeeeeeeeeicciineeeeeeeeeeennn, 44
llustracion 20: Incubadora DH DURAFLOW AUTOMATIC. ...covvuviiviiieinieeeiee e 49
[lustracion 21: Bomba d& OXIZENO0. .....ccccuvrveeieieee ettt eecrrreee e e e eeeeearrreeeeeeeeeeeans 49
llustracion 22. Dispositivo de medicion independiente (Labotect/ InControl 1050)..... 50

11



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de

recalentamiento: viabilidad en embrion de raton LN

[lustracion 23. Dispositivo SafeSPeed.........uviiiiiiiiiiiiiie e 50
[lustracion 24. Gasas @STEIlES. ... e e 50
[lustracion 25. Agua desioNizada. ........cceecuiiieieiiiie et e e e e eara e e 51
[lustracion 26. SistemMa d€ ABUA. ......uieeiieiiiieeecieie e et e e e e e e e eae e e e e e nraeeeenns 51
HUStracion 27. TerMOMELIO.....ccouiiiieeieeiee ettt s sree e 51
[lustracion 28: Nitrogeno lIQUIHO........ccivvuiiiiiiiiiiee e e 52
[lustracion 29. TE@MPOIIZAUOT. ...cciiiciiiiiiriiiee et e e s s e e e s saraeeeenes 52
llustracion 30: Termo de acero inoxidable. ... 53
[lustracion 31. Medios SAfeSPEEd. ......ccocuiiii e e 53
HUSEracion 32. VINOTECA. ..c..uieiieiieeiieee ettt e 54
llustracion 33. Placa de Petri FALCON de 35 MM ....ooiiiiiiiiiinieiniieesieeeiee e 54
[lustracion 34. Sistema de aSPiraCiON. .....c.uveeieiiiiee et e e e eaee e 55
llustracion 35. Selladora Manual. .........c.oooiiiiiiii e e 55
llustracidn 36: Tijeras de acero inoXidable. ..., 55
llustracion 37. Pletina calefactora SBS OSAKA Il PK 312, ....cooiiiiiiiiiiieiiee e 56
llustracidon 38. Estereomicroscopio URA TEChNIC.......uviieeeiiiiieciiiiiieee e cecccreeeeee e 56
llustracién 39. Micropipeta NICHIPET EXII 0-200p. ....ovvvveeieiieeiiiieeeeeeeeeecirreeeee e e 56
llustracidn 40. Puntas amarillas GILSON 2-200 L. ...uvvveeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeececirreeeee e e 57
llustracidn 41. Pipetas Pasteur N0 eStériles. ......ooviiieeieei e, 57

12



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrién de raton ———

1. Resumen.

La finalidad de este estudio de investigacidon ha sido estudiar el rendimiento de
un portador de vitrificacién cerrado, SafeSpeed, disefiado bajo el nuevo paradigma de
vitrificacion en el cual una alta velocidad de recalentamiento juega un papel esencial,
utilizando embriones procedentes del ratdn para examinar la viabilidad de obtener
una supervivencia alta después de la vitrificacion.

El dispositivo de vitrificacion usado consistié en una pajuela principal donde las
muestras se cargaban por aspiracidén, ademas se pudo sellar herméticamente antes de
sumergirlo en nitrégeno liquido y posteriormente calentarse en un bafio de agua tibia
a37°C.

En dicho proyecto se han realizado 12 ensayos repartidos semanalmente donde
en cada uno de los ensayos ha existido dos grupos:

- Grupo I: grupo control o fresco que se corresponde a las muestras que no
fueron criopreservadas y se dejaban en cultivo embrionario para observar su
desarrollo morfolégico.

- Grupo ll: grupo experimental que se corresponde a las muestras a las que se le
aplicé nuestra técnica de criopreservacion.

Ademas, en cada ensayo se realizaron los siguientes controles y andlisis:

- Analisis del desarrollo morfoldgico de las muestras biolégicas de ambos grupos.

- Analisis de la supervivencia morfoldgica de las muestras biolégicas de ambos
grupos.

- Mortalidad de las muestras bioldgicas.

En términos generales se podria sefialar que se encontraron resultados
similares en ambos grupos (tasa de supervivencia del 74.8% en el grupo control vs tasa
de supervivencia del 74.5% en el grupo experimental), asi que concluimos que se
obtuvieron resultados muy esperanzadores y en un futuro dicha técnica no solo se
convertird en una herramienta fundamental en la practica clinica, sino que también
podrd emplearse en una amplia gama de sectores, asi como para lograr la extincién de
determinadas especies, escasez de productos en determinadas estaciones etc.
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Abstract.

The purpose of this research study has been to investigate the efficiency of a
closed Vitrification holder, SafeSpeed, designed under the new paradigm of
vitrification in which a high overheating speed plays an essential role, using embryo
from a mouse to examine the viability to obtain a high survival after vitrification.

The vitrification device used consisted of a main straw where the samples were
loaded by suction. Apart from that, it could be shut hermetically before being
inmersed in liquid nitrogen and subsequently being heated in a bath of warm water at
37 degrees.

In such a project twelve weekly distributed tests have been carried out and in
each of them, two groups have existed:

- Group [: control group that corresponds to the samples which were not
cryopreserved and were left in embryo culture to observe its morphological
development.

- Group lI: experimental group that corresponds to the samples to which our
cryopreservation technique was applied.

Furthermore, the next controls and analysis were made in each test:

- Analysis of the morphological development of the biological samples in each
group.

- Analysis of the morphological survival of the biological samples in each group.

- Mortality of the biological samples.

On the whole, it could be pointed out that similar results were found in each group
(@ survival rate of 74.8% in the control group vs a survival rate of 74.5% in the
experimental group). To conlude very promising results were obtained and in a future
such a technique will not only become an essential tool in clinical practice, but it will
be able to be employed in a wide range of sectors, as well as to achieve the extinction
of certain species, product shortages in certain seasons...
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2. Introduccion.

2.1. Introduccidn a la criobiologia.

La palabra criobiologia deriva de la palabra griega kryos, bios y logos que
significan frio, vida y ciencia, de modo que criobiologia significa literalmente la ciencia
de la vida a temperaturas heladas (1). La criobiologia es la rama de la Biologia que
estudia los procesos biolégicos que ocurren durante la exposicion de material
biolégico como células, érganos, tejidos y seres vivos a bajas temperaturas (2).

Los primeros intentos de conservacion de material biolégico usando el frio se
remontan a la antigliedad, concretamente fue el filésofo Hipdcrates quien recomendé
su uso para detener el sangrado y la hinchazén, pero no fue hasta 1949 cuando un
grupo de cientificos dirigidos por Christhoper Polge consiguid realizar andlisis
metddicos mediante la criopreservacién de espermas de toro, lo que desencadend el
amplio uso de la criopreservacién de células, tejidos y érganos en la actualidad (1). Los
primeros estudios sobre la congelacion exitosa de embriones de ratdén fueron
publicados en 1972 por D. Whittingham, S. Leibo y P Mazur y en 1983 Trounson y
Mohr publicaron su trabajo sobre el primer embarazo en humanos logrado con
embriones criopreservados (3). En 1984 Rall y Fahy (4) lograron la primera vitrificaciéon
exitosa de embriones mamiferos, especificamente en ratones.

La criopreservacién es el procedimiento que permite preservar material
bioldégico a muy baja temperatura para que puedan ser almacenados y conservados
durante un tiempo indefinido sin alterar su viabilidad. Para ello se almacenan a -196°C
en nitrégeno liquido donde toda la actividad metabdlica se detiene. No obstante,
trabajar a estas temperaturas provoca una alteracion en los procesos bioldgicos
normales desencadenando en una reduccidon de la membrana celular, poniendo en
riesgo la integridad estructural de la célula, asi que si la congelacion no se realiza de
forma controlada ocasionara dafios letales. Los dafios asociados a la criopreservacion
se deben a dos tipos de procesos, la formacién de hielo intracelular y la alta
concentracion de solutos debido a la precipitacién del agua en forma de hielo. La
formacién de hielo intracelular se produce cuando la congelacién se realiza demasiado
rapido, atrapando el agua en el interior celular, y la elevada concentracién de solutos
cuando la congelacion se realiza demasiada lenta. Para evitar la formacidn de hielo en
el interior de la célula es necesario previamente deshidratarla lo maximo posible, de
modo que para conseguirlo se afaden al medio de congelacion soluciones
crioprotectoras que sustituyen el agua que sale de la célula por crioprotector. En
funcién de la capacidad de atravesar la membrana celular por difusiéon pasiva que
tienen los crioprotectores se distinguen dos tipos, crioprotectores permeables y no
permeables. (2)
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Actualmente existen dos métodos de criopreservacién, congelacién lenta vy
vitrificacion. “En el sistema de congelaciéon lenta, la temperatura desciende
aproximadamente de 0,3 a 2 °C por minuto en un medio con concentraciones bajas de
crioprotectores (por ejemplo, glicerol 1,5M) hasta -30 a -80 °C. De esta manera las
células tienen tiempo suficiente para eliminar exceso de liquido (deshidratarse) y
equilibrarse con el medio” (2 p16). En cuanto a la vitrificacién es un proceso de
solidificacion que utiliza soluciones altamente concentradas que implica la formacién
de vidrio en lugar de cristales de hielo en el interior de las células. “Durante este
proceso el agua llega al estado sélido (vitreo) sin pasar por la formacién de cristales.
Esto se logra por medio de una congelaciéon ultra-rapida (>1000 °C/min) y el uso de
altas concentraciones de crioprotectores. Las células son deshidratadas, antes de la
congelacion, colocandolas en altas concentraciones de un crioprotector (> 6M)” (2
p16). Con el método de vitrificacion se consigue eliminar la formacidon de hielo
intracelular en cambio presenta un inconveniente, la toxicidad a la que estan
expuestas las muestras bioldgicas debido al uso de altas concentraciones de
crioprotector, es por ello que para evitar dicho problema se debe controlar en forma
muy precisa la concentracion del medio crioprotector, la temperatura y el tiempo (2).

2.2. Llacriopreservacion.
2.2.1. Principios fisicos-quimicos de la congelacion.

“El proceso de congelacion conlleva cambios fisicos y quimicos a nivel de Ila
célula que pueden alterar la fisiologia de ésta, llegando a ocasionarle dafios incluso
letales (5)” (6 p2). Sin embargo, es posible reducir estos dafios mortales y mejorar la
supervivencia celular gracias a los avances conseguidos en los protocolos de
congelacion. Para conseguir la viabilidad de células congeladas, es necesario pues un
buen conocimiento de los principios fisicos que rigen la criobiologia: descenso
crioscopico y 6smosis (6).

- Descenso crioscopico.

El descenso crioscépico es la disminucidon de la temperatura del punto de
congelacion de una disolucidn respecto a la temperatura del disolvente puro, es decir
qgue al afiadir soluto bajamos el punto de congelacidon de la disolucién. El descenso
crioscopico es una de las propiedades coligativas ya que sdlo depende de la naturaleza
del disolvente y de la cantidad de particulas del soluto (concentracién del soluto) pero
no de la naturaleza quimica de este ultimo, es decir, el descenso crioscdpico no guarda
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ninguna relacién con el tamafio ni con cualquier otra propiedad de los solutos, dicho
de otra forma, cualquier soluto en la misma cantidad producira el mismo efecto. (7)

El descenso crioscépico se puede expresar como:

R*(T ¢)?
z—f) *xp
AHf

AT

Donde AT es el descenso crioscopico, Ty la temperatura de fusion, xp la fraccion
molar del soluto presente y AH; la entalpia de fusion, asi que el descenso crioscopico
es directamente proporcional a la molalidad (nimero de moles de soluto que contiene
un kilogramo de disolvente) (8).

=
o
]

Disolucion
acuosa

Hielo
N

Disolucién
acuosa

oluto sélido

N
Disolucidén
acuosa

Temperatura, t —————— >

Hielo + Soluto sélido

|
Molalidad, m ——— =

llustracién 1: Diagrama de una disolucién acuosa.

Fuente: (7).

En la figura podemos observar como a medida que aumenta la molalidad y la
concentracion de la disolucidn, disminuye la temperatura de congelacién siguiendo
una curva descendente (7).

- Presion osmotica.

La dsmosis es la difusion pasiva a través de una membrana semipermeable, la
cual estd formada por poros de tamafio minusculo, lo que provoca que solo puedan
atravesarla las particulas pequenas y no grandes, es decir, esta membrana
semipermeable actla como una barrera de control que regula la entrada y salida de
moléculas al medio extracelular, permitiendo el paso solo a moléculas de disolvente e
impidiéndoselo a las moléculas de solutos. Esto hace que la difusién de las moléculas
de disolvente sea desde la disolucion de menor concentracidén de solutos, disolucién
hipotdnica, a la de mayor concentracion, disolucién hiperténica, hasta alcanzar un
equilibrio entre las dos distribuciones conocida como disolucién isotdnica. (9)
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La presion osmdtica es la cantidad de presidon necesaria para detener
completamente el proceso de ésmosis, dicho de otra forma, es la presién que se debe
aplicar a una solucién para detener el flujo de disolvente a través de la membrana
semipermeable (9).

medio isoténico l medio hipoténico ] medio hiperténico

[lustracidon 2: Membranas celulares.

Fuente: (9).

En la figura podemos ver las variaciones de volumen que sufren las células
ocasionadas por el fendmeno de dsmosis. Al sumergir las células en un medio
hipertodnico, es decir, con una mayor concentracion de solutos extracelular, se produce
la difusién de agua hacia el exterior produciéndose una deshidratacion y reduccién del
volumen de la célula, en cambio, al sumergirla en un medio hipotdnico, es decir, con
una menor concentracién de solutos extracelular, se origina la difusidon de agua hacia
el interior produciéndose una hinchazon e incremento del volumen de la célula. En el
caso de medio isotdnico, no se produce difusidn, ya que la concentracion de solutos es
igual en el interior y exterior celular, es decir, se encuentra en equilibrio. (9)

2.2.2. Respuesta celular ante la congelacién y descongelacion.

“La criopreservacion de material bioldgico tiene lugar usualmente en una
solucidon acuosa con diferentes solutos presentes. Las propiedades fisico-quimicas que
rigen los eventos a los cuales estdn sometidas la solucién durante la congelaciéon
derivan de la concentracion de solutos disueltos en ella (10)” (11 p1). Para entender
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como actuan las células a la congelacién en una solucidén acuosa hay que tener en
cuenta que el ambiente intracelular es también una soluciéon acuosa ya que el agua
constituye alrededor del 80% del volumen de la célula. La solucién acuosa intracelular
estd separada de la solucion acuosa extracelular por una membrana plasmatica
semipermeable que actia como barrera de control para evitar la cristalizacion y
permitir el equilibrio osmético. Por lo tanto, la supervivencia criobiolégica durante el
ciclo de congelacion como de descongelacidn reside en la capacidad de respuesta
osmotica de la célulay en el destino del agua intracelular (6).

A bajas temperaturas (entre -5 °C y -10 °C), cuando en una solucién acuosa hay
solutos presentes, aumenta el descenso crioscépico, es decir, se produce un descenso
del punto de congelacién, de modo que en dicha solucidn se comenzard a crear
cristales de hielo con una temperatura menor a la necesaria para congelar el agua pura
(0°C), lo que conlleva a un sobre-enfriamiento de la muestra (12). Con este descenso
de la temperatura el medio extracelular se cristaliza formandose hielo puro, de modo
gue a medida que el cambio de fase avanza, es decir, de liquido a sélido, los solutos
quedan progresivamente mds concentrados en la regidn extracelular, en otras
palabras, habrd mayor concentracion de solutos en el espacio extracelular que en el
espacio intracelular (11). En respuesta a esa diferencia de gradiente que se genera
entre el medio intracelular y extracelular, se ocasiona una evacuacién de agua desde la
region con menor concentracion de solutos a la regién con mayor concentracion de
solutos, o sea desde la regién intracelular a la extracelular a través de la membrana
semipermeable con lo cual la célula se deshidratarad para asi mantener el equilibrio
osmotico con un medio extracelular cada vez mas hiperténico (13). Precisamente es el
hielo extracelular quien rompe el equilibrio isoténico natural ya que cuando se forma
hielo en el exterior celular, simultdneamente se esta produciendo un aumento de la
concentracion de solutos, asi que la formacidon de hielo extracelular tiene como
consecuencia la difusién de agua desde el espacio intracelular al extracelular, proceso
conocido como deshidratacion celular. Ademas, es la deshidratacién de la region
intracelular la que conlleva posteriormente un aumento en la concentracion de solutos
en el interior lo que provoca a su vez un descenso en el punto de congelaciéon. Sin
embargo, en estos momentos gracias a la naturaleza semipermeable de la membrana,
no se formara cristales de hielo en el interior y ademas se sabe que “la probabilidad de
iniciar la nucleacién en el medio intracelular es mucho menos que en el medio
extracelular ya que la nucleacion estad directamente relacionada con el tamafio del
compartimiento a congelar (13)” (14).

Una vez iniciada la formacion de hielo extracelular y la deshidratacion en el
medio intracelular la velocidad de enfriamiento serd la variable que determine las
alteraciones que se puedan llegar a ocasionar en el interior de la célula (13, 15). Si la
velocidad de enfriamiento es muy lenta dard lugar a una elevada concentracién de
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solutos en la regidn extracelular con lo cual la deshidratacién en el interior serd
maxima pudiéndose llegar al colapso celular, en cambio si la velocidad de enfriamiento
es rapida provocara la formacién de hielo intracelular ya que la célula no es capaz de
deshidratarse lo suficientemente rapido (16-18). En cambio, existe una velocidad de
enfriamiento Optima que minimiza el dafio celular y alcanza un maximo en la
probabilidad de supervivencia de las células a la criopreservacion (5). Durante el
proceso de congelacién la membrana es la estructura que mayor dafo sufre debido a
la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos y en consecuencia aumenta su
fragilidad (19).

Cuando se descongela la solucién y se produce el cambio de fase, en este caso
de sélido a liquido, se reduce progresivamente la concentracidn de solutos en la region
extracelular y de nuevo en respuesta a esa diferencia de gradiente se produce una
evacuacién de agua a través de la membrana desde el medio extracelular al
intracelular asi que la célula volvera a hidratarse para mantener el equilibrio osmético,
de modo que durante la descongelacidn se producen los cambios osméticos inversos a
los descritos para la congelacion (14).

Los cristales que se generan en el medio intracelular con el proceso de
congelacion pueden crecer durante un proceso lento de descongelacién
produciéndose lo que se conoce como recristalizacién, en cambio esto podria evitarse
si se realiza un proceso rapido de calentamiento (20).

Tras todo lo descrito anteriormente se llega a la conclusion que el control de la
cantidad y localizacién de los cristales de hielo constituye un gran desafio en la
criobiologia (12,21).
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llustracién 3: Eventos fisicos y lesiones criogénicas de las células durante la
congelacion y descongelacién.
Fuente: (22).
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2.2.3. Agentes crioprotectores (CPA).

Para mejorar la viabilidad celular, ademas de una correcta velocidad de
enfriamiento, es necesario modificar el comportamiento fisico-quimico de las
soluciones acuosas en las cuales tiene lugar la criopreservacién. Para ello se afiade al
medio de congelacion agentes crioprotectores, los cuales son sustancias muy
hidrosolubles y de baja toxicidad que promueven una rdpida deshidratacién celular, o
sea, aumenta la concentracion de solutos en el medio intracelular, asi pues serd mas
complicado que se congele el agua interior de la célula ya que a mayor concentracién
de soluto mayor descenso del punto de congelacidn, por tanto el uso de estos agentes
alterard el comportamiento de congelacion de las células (23).

En funcidn de la permeabilidad celular se distinguen dos tipos de agentes:

- Crioprotectores permeables: son sustancias de bajo peso molecular que

penetran en el interior de las células y las protegen de las lesiones
producidas por las congelaciones a velocidad lenta. Debido a su bajo peso
pueden atravesar la membrana celular y actuar provocando Ila
deshidratacion reemplazando las moléculas de agua por las del
crioprotector evitando asi el estrés osmotico. Al iniciarse el proceso de
congelacion las moléculas de crioprotector no se congelan en forma de
hielo, sino que se solidifican formando una sustancia amorfa de
consistencia vidriosa. Lo mas empleados son: 1,2-Propanodiol (PROH),
Dimetilsulféxido (DMSO), etilenglicol (EG) y glicerol. (6)
El crioprotector glicerol fue descubierto en 1949 por Polge, Smith y Parkes
(24) y fue el aditivo mas efectivo hasta que en 1959 se descubrié el efecto
del crioprotector DMSO por Lovelock y Bishop (25). El gicerol se usa sobre
todo para el almacenamiento de bacterias y esperma animal (26) y el DMSO
para la criopreservaciéon de células de mamiferos cultivadas (25) y ambos
pueden actuar tanto dentro como alrededor de la célula a cualquier
temperatura, en cambio se ha comprobado que DMSO presenta menor tasa
de supervivencia debido a la metilacion del ADN lo cual crea algunas
dificultades para usarlo en aplicaciones clinicas (22).

- Crioprotectores no permeables: son sustancias de alto peso molecular que
actuan en el exterior de las células y son efectivas cuando se utilizan
velocidades altas de congelaciéon. Estos crioprotectores no penetran en la
célula asi que ejercen su funcidn crioprotectora promoviendo una rapida
deshidratacion celular reduciendo la probabilidad de formacién de hielo
intracelular. Los mds empleados son: sacarosa, dextrosa, glucosa, polivinil.
pirrolidona (PVP), dextrano y polietilenglicol (PEG). (11)
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El uso de agentes crioprotectores aporta muchos beneficios como dilucién de
los electrolitos, disminucién de la concentracion del agua, aumento de la viscosidad,
efecto coligativo, en resumen, reducen la cantidad de hielo formado a una
determinada temperatura y por tanto la concentracion de solutos durante la
congelacion y asi la deshidratacidon celular. No obstante, estos agentes también
presentan desventajas ya que pueden llegar a ser muy daiinos cuando son empleados
especialmente en grandes concentraciones. Algunos de estos problemas son toxicidad,
o0smosis y cambios en la permeabilidad al agua de la membrana plasmatica. (14)

2.3. Meétodos de criopreservacion.

Actualmente existen dos protocolos de congelacién para criopreservar
muestras bioldgicas, congelacién lenta y vitrificacion, siendo las concentraciones de
CPA y velocidad de enfriamiento utilizadas la principal diferencia entre ambas técnicas.
En la ilustracidon podemos observar otras diferencias significativas (22):

Caracteristica Procedimiento
Congelacion lenta Vitrificacion
Tiempo de trabajo Misde3h Rapido, menos de 10 min.
Costo Se necesita una maquina de Barato, no se necesita una
congelacion costosa maquina especial

Volumen de muestra (L) 100-250 1-2

Concentracion de CPA Bajo Alto

Riesgo de lesiones por congelamiento, mclwda la Alto Bajo

formacion de cristales de hielo.

Wiabilidad post-descongelamiento Alto Alto

Riesgo de toxicidad de CPA Bajo Alto

Estado del sistema Solo sistema cerrado Sistema abierto o cerrado
Posible contaminacion con agentes patdgenos. Bajo Alto

Habilidad de manipulacién Facil Dificil

llustracidén 4: Comparacién entre los métodos de congelacidn lenta y vitrificacion.

Fuente: (22).
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2.3.1. Congelacion lenta.

El objetivo de la congelacidon lenta es crear un delicado balance entre la
nucleacién de hielo, la concentracién de crioprotectores empleados y la velocidad de
enfriamiento para provocar hielo extracelular, pero evitar hielo intracelular el cual
resulta letal para las muestras bioldgicas (27). La congelacién lenta es una técnica de
criopreservaciéon de equilibrio osmético donde los organismos bioldgicos son
expuestos gradualmente a bajas concentraciones de crioprotectores, exponiéndolos
posteriormente a un descenso lento de la temperatura realizado en sistemas de
enfriamiento programables controlando las velocidades de enfriamiento. Para alcanzar
el equilibrio osmdtico se produce una rapida difusion del agua que da lugar a una
deshidratacion de la célula y posterior reduccion de su tamafio el cual se recupera con
la entrada del crioprotector en el interior celular (5), asi pues, para que dicha
deshidratacion se pueda llevar a cabo correctamente se debe usar una velocidad de
enfriamiento extremadamente lenta (6).

El descenso de la temperatura se inicia a temperatura ambiente de -2 °C/min,
pero la aparicion de los primeros cristales de hielo en el medio extracelular, conocido
como seeding, no se produce hasta que no se alcanza los -7 °C (28), momento en el
cual dicha cristalizacion comienza a propagarse lentamente a toda la solucién (6). “El
calor liberado con la siembra de hielo, favorece la deshidratacion de las células,
contribuyendo asi a minimizar la cantidad de agua atrapada en el citoplasma y por
tanto reduciendo la probabilidad de formacién de hielo intracelular” (29 p26), dicho de
otro modo, a dicha temperatura no se formara hielo intracelular debido a la alta
concentracion de solutos en el interior que provocan un descenso del punto de
congelacion.

Tras el seeding, el descenso de temperatura tiene lugar a una velocidad
extremadamente lenta (aproximadamente -0,3 °C/minuto) para la correcta difusion de
los crioprotectores y el minimo estrés osmatico posible, en cambio si el descenso de la
temperatura es rapido, podria provocar la formacion de hielo intracelular debido a una
deshidratacion insuficiente. Se puede concluir por tanto que el éxito de esta técnica
reside en conseguir un adecuado balance entre la proporcién de agua que sale de las
células y la que se convierte en hielo. (6)

La congelacion lenta ha sido la técnica de eleccidon para embriones desde los
inicios de la criopreservaciéon, siendo aplicada con minimas modificaciones vy
ofreciendo resultados altamente satisfactorios de supervivencia y gestacién clinica.
Estos buenos resultados conllevaron el uso de la congelacién lenta para congelar
ovocitos (30,31) pero desafortunadamente los resultados no fueron eficaces debido a
la estructura y caracteristicas del ovocito humano. El ovocito es una célula de gran
tamafio con 150 mm de diametro aproximadamente, con gran cantidad de agua y una
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ratio superficie-volumen muy baja (32) de manera que ante una congelacién lenta se
produce una deshidratacién maxima que conlleva cambios en su forma esférica,
alteraciones en su citoesqueleto (33,34), zona pellcida y granulos corticales (17,35).
Sin embargo, desde sus origenes se han logrado progresos en la criopreservacion de
ovocitos gracias a la mejora de crioprotectores usados y velocidad de descenso
(31,36,37) e incluso algunos grupos han publicado resultados extraordinarios (38-42)
con tasas de supervivencia del 80%, pero debido a la enorme variabilidad para
reproducir esos resultados clinicos se ha desarrollado otro procedimiento alternativo
conocido como vitrificacion. (6)

2.3.2. Vitrificacion.

2.3.2.1. Fundamentos de la vitrificacion.

La vitrificacién es una técnica de criopreservacién ultrarrdpida donde las
muestras biolégicas son expuestas a elevadas concentraciones de crioprotector, donde
a diferencia de la técnica de congelacién lenta, no es necesario alcanzar el equilibrio
osmotico entre el medio extracelular e intracelular durante el periodo de enfriamiento
de las células (6). Esta técnica emplea el nitrégeno liqguido como solucién criogénica y
fue descubierta hace 50 afios por C. Polge y J. Lovelock (24,43).

Durante el proceso de vitrificacién se produce la solidificacién de la solucién
acuosa sin la formacion de cristales tanto dentro como fuera de la célula, es decir, la
transicion de un estado liquido a un estado sélido de consistencia vidriosa (estado
vitreo) sin produccion de hielo intracelular y extracelular. La transicién de liquido a la
fase no cristalizada se consigue enfriando el liquido que contiene una elevada
concentracion de crioprotectores a una velocidad extremadamente alta, asi que con
este rapido descenso de la temperatura la viscosidad de la muestra aumenta en gran
medida, hasta el punto en que las moléculas quedan totalmente inmovilizadas vy el
liquido se transforma a un estado vitreo en el que la cristalizacion no puede ocurrir
(44).

La criopreservacidn exitosa de ovocitos usando dicha técnica ha sido posible
desde hace relativamente poco tiempo ya que ha planteado serios inconvenientes,
resultando mas complicada la eliminacién total de los cristales de hielo debido a la
estructura de la célula. “Uno de los principales obstaculos iniciales para la aplicacién
rutinaria de la técnica era la exposicidon de los ovocitos, durante largos periodos de
tiempo, a altas concentraciones de crioprotectores con la consiguiente citotoxicidad y
estrés osmoético para ellos (45)”(6 p4). En consecuencia, para solucionar estos
problemas se han realizado distintas modificaciones en los protocolos como reduccién
del tiempo de exposicidn, combinacién de nuevos crioprotectores como el etilenglicol
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y sacarosa o incluso pequenias variaciones en la composicion de los crioprotectores (6).
Por el contrario, los inconvenientes que presentan los ovocitos disminuyen
cuantiosamente en el caso de los embriones ya que al estar compuestos por varias
células presentan una relacién superficie-volumen bastante mayor, siendo este el
motivo por el cual la vitrificacién de embriones no ha supuesto serios problemas en la
aplicacion clinica llegando incluso a mejorar los resultados obtenidos con el método de
congelacion lenta (46).

Este método de criopreservacidon presenta numerosas ventajas como son la
total eliminacién de la formacién de hielo o la disminucién del dafio causado por el
enfriamiento, puesto que atraviesa la zona de temperatura de peligro que oscila entre
+15 °C y -5 °C a velocidades de enfriamiento muy rapidas evitando asi los efectos
adversos del frio como son alteraciones en el citoesqueleto y contenido lipidico de la
membrana (47,48). Por otro lado, a diferencia de la congelacidn lenta, este método
permite mayor flexibilidad, se efectua rdpidamente, en pocos minutos, y elimina la
necesidad de mantenimiento de equipos caros. Finalmente, gracias a las continuas
mejoras en la técnica, se puede concluir que el método de vitrificacién puede ser
considerado la alternativa mas eficiente al método de congelacidn lenta para vitrificar
tanto ovocitos como embriones en dia 3 y blastocitos, pues se han conseguido mejores
resultados (49-53).

El presente proyecto estd encaminado a solventar uno de los inconvenientes de
la vitrificacidn, la toxicidad, que en ocasiones sufren las muestras bioldgicas a vitrificar
debido al uso de altas concentraciones de crioprotector. Para ello se ha empleado una
novedosa técnica (54) en la que, a través del uso de un sistema cerrado de minimo
volumen, concretamente capilares de policarbonato, se consigue mejorar la velocidad
de enfriamiento, la transmisién de calor y reducir la concentracién de crioprotector
necesaria para una vitrificacién déptima. Esta técnica se especificard en apartados
posteriores.

2.3.2.2. Soportes de vitrificacion.

Desde el inicio de la vitrificacién se ha podido evidenciar una creciente variedad
de técnicas, todas ellas en busca de lograr mejores niveles de supervivencia. Estas
mejoras fueron encaminadas a conseguir disminuir la toxicidad que sufren los
organismos bioldgicos a través de una reduccién considerable del volumen de solucién
a vitrificar, aumentando las tasas de enfriamiento y/o calentamiento y reduciendo la
concentracion de crioprotector (6). Para ello se han disefiado diferentes soportes de
vitrificacion lo que conlleva a que actualmente los embridlogos se enfrenten al dilema
de tener que elegir entre dos sistemas de vitrificacion: abierto o cerrado (55).
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“Segln el paradigma de la vitrificaciéon bajo el que fueron disefiados los
sistemas abiertos (56,57), la eficacia de un portador de vitrificaciéon depende
principalmente de la velocidad de enfriamiento alcanzada (58,59)” (55 p1), de manera
que, con el fin de maximizar tales velocidades de enfriamiento, estos dispositivos se
sumergen directamente en el nitrégeno liquido (60). “Un inconveniente de este
enfoque es la hipotética posibilidad de contaminacién por microorganismos
infecciosos presentes en el nitrégeno liquido, y el riesgo de contaminacidn cruzada
entre muestras de pacientes” (55 p1). No obstante, en la practica clinica, este sistema
presenta resultados muy dptimos siendo discutible si hay una verdadera probabilidad
de contaminacién cruzada (61,57) . Estos sistemas de vitrificacion abiertos pertenecen
al grupo de técnicas de superficie. En estos dispositivos las muestras bioldgicas son
cargadas junto al medio sobre una superficie directamente accesible del dispositivo y
posteriormente se realiza la inmersidon de estos dispositivos en el nitrégeno liquido.
Algunos soportes de vitrificacion abiertos son rejillas de microscopia electrénica,
horquillas de fibra de nylon (62), técnicas con microgotas (63), Cryoloop (64), Cryoleaf
(65), Cryotop (66) etc (29). El Cryotop es uno de los dispositivos mas usados en los
laboratorios. Fue desarrollado por Kuwayama y consiste en una fina lenglieta de
polipropileno unida a un mango de plastico con paredes muy finas y volumen inferior a
0.1 pl con lo que se permite disminuir la concentracién de crioprotectores y maximizar
la velocidad de enfriamiento (6).

llustracidn 5: Soporte Cryoleaf.

Fuente: Google imdagenes.

llustracién 6: Soporte Cryotop.

Fuente: Google imdagenes.
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El nuevo paradigma de la vitrificacion ha cambiado y muchos estudios han
establecido que la velocidad de enfriamiento es de menos consecuencia para una
vitrificacion exitosa siendo la tasa de calentamiento la variable dominante e incluso
por encima de la concentracion de agentes crioprotectores. Dicho esto, para superar
los problemas de bioseguridad de los sistemas abiertos se han cerrado los dispositivos
de manera que se evita el contacto directo durante su inmersién en el nitrégeno
liquido, asi que ahora la idea central es lograr maximizar la tasa de calentamiento, no
la de enfriamiento como en los sistemas abiertos. En la actualidad la eficacia de estos
sistemas cerrados es aun un tema de debate (67,68,69,57). Estos sistemas de
vitrificacion cerrados pertenecen al grupo de técnicas de tubo. En estos dispositivos las
muestras biolégicas son cargadas junto al medio a través de una pieza tubular
cilindrica, y a diferencia de los abiertos, evitan el contacto directo con el nitrégeno
liquido debido a un sellado por ambos extremos del tubo eliminando los posibles
problemas de contaminacién por contacto. Algunos soportes de vitrificaciéon cerrados
son open pulled straw (OPS) (70,71), closed pulled straw (72), Cryotip (modificacién del
Cryotop) (59), SafeSpeed (55) etc.

llustracién 7: Soporte Cryotip.

Fuente: Google imdagenes.

llustracién 8: Soporte Open pulled straw.

Fuente: Google imagenes.
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SafeSpeed es un portador de vitrificacion cerrado disefiado por la empresa
biotecnoldgica SafePreservation con el que ademds de conseguir altas tasas de
enfriamiento se consiguen altas tasas de calentamiento. La reduccion de volumen que
supone este dispositivo respecto a otros contenedores, se traduce en una eficiente
transferencia de calor, unas 20 veces (73).

Este sistema estd compuesto por un capilar ultra fino de policarbonato
ensamblado a una pajuela con 24 mm de didmetro y 135 mm de longitud. El
dispositivo esta formado por 4 partes (55):

Parte trasera.
Area de etiquetado.
Cubierta protectora transparente.

P wnNPRE

Capilar ultra fino.
4.1. Marcas de colocacidn de las muestras.
4.2. Marca de sellado.

llustracidn 9: Esquema detallado del dispositivo SafeSpeed y sus componentes.

Fuente: (55).

La parte trasera del dispositivo se puede conectar al sistema de aspiracién para
asi cargar por aspiracion las muestras bioldgicas dentro del capilar. Dichas muestras se
situaran entre las marcas de colocacion del capilar siendo ésta su posicién final. A
continuacion, se sella el extremo del dispositivo y se desliza la cubierta protectora
transparente, quedando listo para emergerlo en nitrégeno liquido a -196 °C. Para el
calentamiento, se transfiere rapidamente del nitrégeno liquido a un recipiente de agua
estéril a 37 °C. (55)

En nuestro trabajo estudiamos el rendimiento del dispositivo de vitrificacion
cerrado SafeSpeed, disefiado bajo el nuevo paradigma de la vitrificacion que tienen
Seki y Mazur desarrollado en sus ultimas publicaciones en un modelo murino,
empleando una técnica disefiada por D. Ramén Risco en la que se desea optimizar la
velocidad de enfriamiento y calentamiento. Con este dispositivo y con la técnica
puesta de manifiesto en el presente proyecto, logramos mayor velocidad de
enfriamiento y recalentamiento (ambas en torno a 200.000 2C/min) debido al pequefio

28



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de =
recalentamiento: viabilidad en embrién de raton ———

tamafio del soporte, una transferencia de calor mas eficiente y eliminamos el riesgo de
contaminacién de las muestras bioldgicas durante su inmersién en el nitrégeno liquido
debido al cierre hermético del sellado ofreciendo excelentes resultados, llegando
incluso a tasas de recuperacion del 100% (55). Estos resultados se detallaran en
capitulos posteriores.

2.3.2.3. Factores determinantes en el desarrollo de un sistema de vitrificacion
cerrado y eficiente.

Para obtener un sistema de vitrificacidon cerrado y eficiente se han de tener en
cuenta los siguientes factores (29):

1. Sellado hermético.

Este factor es un punto clave para el correcto desarrollo de la técnica que
hemos empleado ya que un sellado inadecuado puede provocar la explosion del
dispositivo, para ello hemos usado la selladora SafeSealer, la cual se encarga de sellar
la zona de carga del dispositivo SafeSpeed. Con dicho sellado conseguimos que las
muestras bioldgicas que estan dentro del capilar no se contaminen tras sumergirlas en
el nitrégeno liquido, ya que este mecanismo consigue que las muestras queden
aisladas herméticamente tanto en el proceso de congelacién como de descongelacién.
Nuestra selladora posee unos topes de seguridad que permiten colocar el capilary la
zona de carga siempre en el lugar adecuado y dispone de un indicador luminoso para
avisar del tiempo del sellado correcto. Una vez introducidas las muestras en el capilar y
colocadas entre las dos marcas de seguridad, se introducia verticalmente la punta del
capilar por la punta amarilla de la selladora hasta que el extremo del capilar llega al
tope de seguridad, a continuacién, accionabamos moderadamente la parte superior
hasta que se unia con la base del mecanismo y finalizdbamos cuando se encendia el
indicador luminoso. La principal ventaja de este mecanismo es que asegura la misma
cantidad de calor y tiempo aplicado. (74)
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[lustracion 10: Vista frontal de la selladora SafeSealer.

Fuente: Elaboracion propia.

2. Minimo volumen.

El principio de minimo volumen de vitrificacion fue propuesto por A. Arav (75),
quien formuld una ecuacién en la que cuanto menor fuera el volumen que contiene las
muestras mayor seria la probabilidad de vitrificacion, de manera que el volumen de
medio crioprotector que contiene la muestra resulta de vital importancia debido a su
relacion directa con la probabilidad de vitrificaciéon y por tanto la supervivencia. Como
hemos comentado con anterioridad, otras de las principales ventajas de la utilizaciéon
de minimo volumen es que se puede conseguir disminuir notablemente las cantidades
de crioprotector con la consiguiente disminucion de toxicidad de los mismos. (29)

3. Altas tasas de enfriamiento y calentamiento.

Las tasas de enfriamiento y calentamiento estan ligadas a la supervivencia de
las muestras bioldgicas, asi que para disefiar un sistema de vitrificacién cerrado vy
eficiente es imprescindible velocidades de enfriamiento y calentamiento lo
suficientemente altas como para evitar la formacién de cristales de hielo intracelular.
La utilizacién del nitrégeno liquido como solucidon criogénica ofrece la posibilidad de
conseguir una tasa de enfriamiento extremadamente elevada asi que cuanto mas
rapido se enfrie la muestra, los cristales en el medio intracelular seran mas pequefios,
sin embargo, cuanto mas pequefios sean estos cristales mas capacidad tendran para
aumentar de tamafio durante la fase de calentamiento, de manera que para
compensar este fendmeno es necesario altas tasas de calentamiento logrando
bloquear esta recristalizacién. (29)
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2.4. Daiios biologicos.

Durante la criopreservacién las muestras bioldgicas estan expuestas a sufrir
diferentes tipos de dafios morfoldgicos y funcionales. Uno de los principales dafios son
el hielo intracelular y la excesiva toxicidad del crioprotector. La velocidad de
enfriamiento sera la variable que determine el tipo de dafio, de manera que, si usamos
por ejemplo el método de criopreservacion de congelacidn lenta, la principal causa del
dafio es el hielo intracelular debido al proceso de dsmosis y descenso del punto
crioscopico. Sin embargo, si usamos el método de vitrificacidn, la principal causa del
dano es la toxicidad ocasionada por la presencia de elevadas concentraciones de
crioprotector. Otro tipo de dafio es el aumento de la presién osmética originado por la
introduccion de crioprotector en la célula. En el proceso de descongelacién durante la
extraccion del crioprotector de las células, el agua entra mas rdpido de lo que sale el
crioprotector, asi que para prevenir dicho suceso se emplea una solucién decreciente
con sacarosa, junto con soluciones decrecientes de crioprotector. (8)

Asimismo, las células pueden sufrir también fractura plana, es decir, diseccion
fisica de los embriones, ocasionada por un cambio no uniforme en el volumen de la
solucion producido por un rdpido cambio de fase. Por ultimo, si durante la
descongelacién existe una parte localizada que posee una temperatura muy inferior al
resto, las muestras pueden sufrir daios fisicos como el hielo extracelular (8).

2.5. Aplicaciones.

La criopreservacién es una de las técnicas con mas proyeccién en el futuro para
el mantenimiento de material biolégico a bajas temperaturas y a largo plazo.
Actualmente la criopreservaciéon puede emplearse en una amplia gama de sectores
tanto a nivel cientifico, industrial como experimental, por ejemplo, en la acuicultura,
agricultura, ciencias bioldgicas y biotecnoldgicas etc. Gracias a esta técnica se podra
permitir el desarrollo del sector de la alimentacién y garantizar una nutricion adecuada
para la poblacién humana, se podran obtener individuos de determinadas especies en
cualquier época del afio solucionando el problema de la escasez de productos de
aquellas especies que tienen un ciclo reproductor estacional, se podradn seleccionar
individuos que soporten mejor las condiciones de cultivo intensivo e incluso desde el
punto de vista ecoldgico se podra evitar la extincion de especies amenazadas. Sin
embargo, es en el punto de vista clinico donde la criopreservaciéon ha supuesto un
impacto tremendo haciendo una gran contribucién a los tratamientos de fertilidad,
como por ejemplo reducir la tasa de gestacidon multiple a través de la transferencia de
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un Unico embrién, obtener mayor aprovechamiento de un solo ciclo de estimulacién
ovdrica, permitir la maternidad a personas por diferentes razones médicas etc. (6). En
nuestro proyecto hemos detallado el desarrollo de una técnica, descrita en capitulos

posteriores, para poder aplicarla a este sector clinico.

En la siguiente ilustracién podemos apreciar los resultados de supervivencia de

las diferentes publicaciones acerca de los resultados con embriones y blastocitos

vitrificados (29).

AUTOR ESTADIO DE DESARROLLO | TASA DE SUPERVIVENCIA TASA DE EMBARAZO Observaciones
Liu et al. 2013 (71) Embrion D+3 97.6% 36.3%
Panagiotidis et al. 2013 (72) Blastocisto 84.1% 45.9% Abierto
82.1% 42.4% Cerrado
Chen et al. 2013(73) Blastocisto 98% 47.6% Abierto
95.8% 42.2% Cerrado
Hashimoto et al. 2013(74) Blastocisto 96.9% 46.8% Abierto
97% 45.4% Cerrado
Kang et al. 2013(75) Blastocisto 96.6% 41.8% Transferencia Unica
97.8% 48.1% Transferencia doble
Van Landuyt et al. 2013(76) Embrion D+3 94% 20.7% Tasa de implantacion
Muthukumar et al. 2013(77) Blastocisto 85.5% 52.6% Dia5
79.6% 32.6% Diah
Roy et al. 2014(78) Blastocisto 94.4% 58.8%
Murakami et al. 2014(79) Blastocisto 98.7% 51.5%
98.9% 56.0%
Levron et al. 2014(80) Embrion D+2, D+3 81.6% 20.0%
Reed et al. 2015(81) Blastocisto 96.3% 46.2% No biopsiados
97.6% 58.2% Biopsiados
Total 96.3% 45.9%

llustraciéon 11: Estudios publicados de vitrificacion de embriones y blastocitos en
diferentes estados de desarrollo.

Fuente: (29).

2.6.

experimento, el ratén.

Informacién adicional sobre el instrumento de medida para el

El raton es el modelo bioldgico mas usado en investigaciones cientificas debido

a las numerosas ventajas que ofrecen. Una de las lineas de investigacion es la

reproduccién asistida en la cual se centrara nuestro proyecto. Algunas ventajas que

presenta el ratén son (76):

- De fécil cuidado y mantenimiento debido a su pequefio tamafio.

- Bajos costos de manutencién.
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- Eficiencia reproductiva
- Tienen un sistema inmune y genoma similar al de los seres humanos.
- Breve periodo de gestacion.

Es importante destacar que para obtener unos resultados satisfactorios en los
experimentos es primordial cumplir previamente con unas condiciones dptimas de
cuidado del animal. Como podemos observar en la ilustracién estas condiciones estan
relacionadas con el ambiente que lo rodea (76).
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llustracién 12: Condiciones para la manipulacién.

Fuente: (76).

En cuanto al desarrollo embrionario del raton podemos decir que es
completamente diferente al de otras especies ya que una de las principales
caracteristicas de los embriones de ratdn es que no se asientan sobre la yema como
ocurre en embriones de otras especies, tales como peces o anfibios (77).

Tras la fecundacion del évulo por parte del espermatozoide, el ovocito
fertilizado experimenta una serie de divisiones mitéticas que ocasionan un incremento
del nimero de células dividiéndose sucesivamente en dos, cuatro, ocho, dieciséis y
treinta y dos células, en cambio, este incremento de células no va a producir un
aumento del tamano neto. El dia posterior a la puncién, y si se ha producido
efectivamente la fecundacidn, el embrién recibe el nombre de cigoto y estara formado
por dos corpusculos polares (2CP) y dos pronucleos (PN). El segundo dia el embrién ya
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ha realizado las primeras divisiones y tiene entre 2-4 células, también conocidas como
blastémeras y en el tercer dia el embridn tiene entre 6-8 células. Tres dias después de
la fecundacidn, las células del embrion se dividen hasta formar la mérula formada por
un total de dieciséis células, momento en el cual se produce una distincidon entre
células externas e internas. Las células internas de la moérula constituyen la masa
celular interna que formara el embrién y las células externas constituyen el
trofoectodermo que ayudard a formar la placenta. Estas células externas inician un
transporte activo por la zona pellcida que recubre el embrién hasta la masa celular
interna que permiten la entrada de liquido para formar una cavidad interna
denominada blastocele, lo que se conoce como proceso de cavitacion. La blastocele es

una cavidad interior rellena de liquido e identifica al estadio de blastocisto. (77)

oocito fertilizado dos células cuatro células ocho células mérula temprana compatada

8 células

células internas

\ \

células externas blastocele

morula tardia morula tardia blastocisto
16-32 células (cavitacion) temprano

blastocisto tardio

[lustracion 13: Desarrollo embrionario en el raton.

Fuente: (77).
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Blastocele

Zona pellcida

Masa celular interna

[lustracion 14: Visidn de una morula.

Fuente: Google imagenes.

Por ultimo, vamos a justificar qué estadio es el mas idoneo para la vitrificacién y
posterior transferencia embrionaria. El proceso de criopreservacién se puede aplicar
tanto a embriones en estadios tempranos de desarrollo como en estadio de blastocisto
donde la calidad de éstos es la variable que influye decisivamente en la supervivencia
(78). La congelacion de embriones de peor calidad lleva a bajas tasas de supervivencia
y de implantacion embrionaria (79), de manera que cuanto mas sano o mejor sea un
embrion (mas calidad), mas probabilidad tendra de sobrevivir a la descongelaciéon
embrionaria (80). Por otra parte, se ha demostrado que en el embrién en fase de
blastocisto tiene mayor capacidad de implantacion que los embriones en estadios
tempranos de desarrollo ya que a la fase de blastocisto solo llegan los embriones de
buena calidad asi que la utilizacién de embriones en estadio de blastocisto es el mas
idéneo porque disminuye la posibilidad de gestacién multiple conservando la tasa de
éxito de la transferencia, y supone una seleccidon natural de los embriones con mayor
potencial de desarrollo (80).

En nuestros experimentos hemos aplicado nuestro método a las muestras en el
estado de desarrollo correspondiente al dia 2 y al dia 4 debido a su mayor resistencia a
la manipulacion.

35



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Ny,

[ 36 [




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrién de raton ———

3. Objetivos.
3.1. Objetivo general.

La finalidad de este trabajo de investigacion es estudiar el rendimiento de un
dispositivo cerrado de dimensiones reducidas, SafeSpeed, para examinar la viabilidad
de obtener una alta supervivencia posterior a la vitrificacion de los embriones
procedentes del ratén.

3.2. Objetivos especificos.
Como objetivos especificos, se plantean los siguientes:

- Evaluacion del desarrollo morfoldgico de las muestras bioldgicas del grupo
control.

- Evaluacion del desarrollo morfoldgico de las muestras bioldgicas
criopreservadas.

- Inspeccidn de la supervivencia morfoldgica de las muestras bioldgicas del grupo
control.

- Inspeccién de la supervivencia morfolégica de las muestras bioldgicas
criopreservadas.

- Estudiar los resultados obtenidos hallando la tasa de supervivencia de ambos
grupos.
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4. Material y métodos.

4.1. Localizacion.

El ensayo se desarrollé en dos localizaciones diferentes, en cada una de ellas se
realizé la produccion de embriones y aplicacion del método de criopreservacion.

El proceso de produccidon de embriones se realizd en el Centro de Produccion y
Experimentaciéon Animal de la Universidad de Sevilla en el término municipal de
Espartinas (Sevilla) con coordenadas 37°22'42.5"N 6°07'42.0"W.

llustracién 15. Centro de produccidn y experimentacion animal.

Fuente: Google Maps (2019).

El ensayo experimental se llevd a cabo en nuestro laboratorio de
criopreservacion.

4.2. Material animal.

Para el desarrollo de los ensayos se utilizaron ratones como fuente de
embriones, procedentes del Centro de Produccién y Experimentacion Animal de la
Universidad de Sevilla. Dicho centro trabaja con ratones de distintas especies, una de
ellas era la cepa FVB y la otra cepa era la CD-1, el centro produce en cantidades
suficientes ratones hembras FVB y en menor cantidad hembras CD-1, de tal modo que,
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con el fin de adaptarnos a sus necesidades acordamos la fabricacién de embriones
Unicamente con hembras FVB, no obstante, para los ratones machos usabamos las dos
cepas. De este modo, para la generacion de embriones de ratén se realizaron dos
cruces diferentes, un cruce era FVB*FVB, es decir hembra de la cepa FVB y macho de la
cepa FVB, de este cruce se obtenian embriones no hibridos, ya que eran procreados
por individuos de la misma especie; el otro cruce era FVB*CD-1, es decir, hembra de la
cepa FVB y macho de la cepa CD-1, de dicho cruce se obtenian embriones hibridos,
comunmente conocido como mestizos, ya que eran procreados por individuos de
distinta especie.

La razén por la cual se utilizaron también ratones machos CD-1 en el cruce fue
porque a la hora de realizar el proceso de criopreservacion observamos que los
embriones generados tenian mas capacidad de supervivencia y mas fortaleza que los
gue procedian del cruce con macho FVB.

Atendiendo a la programacion de produccion de muestras por el personal en el
Centro de Produccién y Experimentacién Animal pactamos 20 o 30 embriones los
lunes. lgualmente, la cantidad de embriones generados nunca era 100% fijo
semanalmente, ya que dependian del numero de ratones hembras disponibles en el
centro para microinyectar.

w?

ill P R

[lustracion 16: Ratdn de laboratorio.

Fuente: Google imdagenes.

4.3. Manejo animal.

Los embriones llegaban a nuestro laboratorio de criopreservacién en transporte
a una temperatura de 34°C-35°C, para conservarlos directamente a 37°C de
temperatura y 6% de concentracion de CO,, para ello se conté con un termo de acero
inoxidable relleno de lentejas.
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A la entrada en el laboratorio las muestras se observaban para verificar si
efectivamente estaban formadas por dos corpusculos polares y dos prondcleos, es
decir, se habia producido la fecundacion. Seguidamente dichas muestras se
depositaban en microgotas (G-IVF, G1Plus, G2Plus, Vitrolife) cubierta de aceite mineral
en una placa de Petri y posteriormente se alojaban en la incubadora del laboratorio y
se dejaban en cultivo hasta el segundo dia de desarrollo cuando se seleccionaban para
ser criopreservadas.

El aceite mineral fue el medio que se utilizd6 como protector de las microgotas
de cultivo embrionario, dicho medio simulaba al maximo el ambiente uterino ya que
aportaba todos los nutrientes necesarios para facilitar el crecimiento celular, gracias a
este medio se conseguia proteger los embriones frente a posibles contaminaciones,
cambios de pH y temperatura.

Las placas donde se encontraban las microgotas cubiertas de aceite mineral
recibian el nombre de placas de cultivo, esta placa se dividié en tres zonas, las cuales
fueron identificadas por lineas horizontales trazadas con un boligrafo indeleble. La
parte superior se usaba para depositar las muestras bioldgicas que llegaban en los
viales, la parte central se utilizaba para depositar los embriones que se
criopreservaban en el dia 2 y la parte inferior se utilizaba para alojar los embriones que
se criopreservaban en el dia 4. Por lo tanto, la zona superior se dedicaba para el grupo
control y la zona central e inferior para el grupo vitrificado, ademads, en cada una de las
zonas habia un total de 10 microgotas y en cada microgotas se podia depositar un
maximo de 4 embriones para facilitar el trabajo.

Para entender mejor la disposicion de las placas se muestra su distribucién en
la siguiente ilustracion:

Grupo control

O O O O O Grupo experimental

O O O O O correspondiente al dia 2

OOOO0OO cotespondiente
correspondiente al dia 4

llustracién 17: Distribucidn de las muestras bioldgicas en la placa.

Fuente: Elaboracion propia.
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El resto de medidas previas que se tomaron fueron las siguientes:

- Envio de termos relleno de lentejas cada dos semanas, esta tarea
fue realizada por mi haciendo uso del servicio de envio que facilita la
secretaria de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria. Dichos
termos eran enviados hasta el Centro de Produccion vy
Experimentacidon Animal de la Universidad de Sevilla y recogidos por
Dfia. Ana Morilla Camacho.

- Confeccidn de un calendario semanal con Dia. Ana Morilla Camacho
para establecer los dias de envio de las muestras bioldgicas.

- Introduccion del termo en la incubadora del centro noche previa a la
extraccién de embriones.

- Proceso de generacion de muestras bioldgicas y posterior
introduccion de los embriones en viales dentro del termo realizado
por Diia. Ana Morilla Camacho.

- Calibraciéon de la incubadora del laboratorio semanalmente.

- Control de las condiciones higiénicas del sistema de agua, que
consistieron en el cambio de agua diariamente.

- Control de las condiciones higiénicas de la incubadora, que
consistieron en el cambio de agua de las bandejas diariamente, asi
como de una limpieza exhaustiva semanalmente con gasas estériles
y agua desionizada.

- Supervision de las condiciones higiénicas del laboratorio, dichas
labores de limpieza y desinfeccién fueron los propios de un
laboratorio de estas caracteristicas, no variando la rutina establecida
para que no influyera en los resultados.

- Colaboracién con la empresa biotecnolédgica SafePreservation que
fabrica y comercializa tanto los dispositivos como medios SafeSpeed,
siendo dicha empresa la encargada de la produccién y envio tanto
de los dispositivos como de los accesorios necesarios.

- Control de pedidos y almacenamiento de material de laboratorio,
realizados por mi y supervisado por D. Ramén de Jesus Risco
Delgado, almacenandose en instalaciones propias.

Una vez comenzadas las pruebas y durante su ejecuciéon también se tuvieron en
cuenta los siguientes aspectos:

- Apoyo, seguimiento y observacion de la evolucidn en el proceso de
experimentacion por parte de D. Ramdn Risco y contacto con él para
informarle del desarrollo de las pruebas.
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4.4.

Reuniones mensuales con alumnos del laboratorio del
Departamento de Fisica Aplicada de la ETSI y con D. Ramén de Jesus
Risco Delgado para proponer mejoras del experimento.

Una vez acabado el experimento los embriones se retiraban del
laboratorio y se introducian en los depdsitos que el laboratorio tenia
a tal efecto.

Diseifo experimental.

El experimento consistié en la realizacién de dos protocolos: produccién de

muestras bioldgicas y criopreservacion, los cuales fueron ejecutados en localizaciones

diferentes.

4.4.1. Protocolo de produccién de embriones.

Este protocolo se basaba en hormonar a ratones hembras con el fin de

aumentar el nimero de embriones que eran capaces de generar, para ello se

emplearon dos hormonas: PMSG (pregnat mare serum gonadotrophin) y HCG (human

chorionic gonadotrophin) las cuales inducian a las ratonas al celo y a la super

ovulacidn. Para la obtencidn de embriones se utilizaron hembras de entre 4-8 semanas
de edad de la cepa FVB.

El protocolo era el siguiente:

Dia 1: inyeccidn intraperitoneal de la hormona PMSG.

Dia 3: transcurridas 48 horas de la primera inyeccidn, inyeccion
intraperitoneal de la hormona HCG, posteriormente, se introducia a
la hembra con el macho para la cdpula produciéndose la
fecundacion por la noche.

Dia 4: comprobacion de la existencia de tapdn mucoso vaginal en las
hembras, aquellas que si lo presentaban eran las que habian
copulado con el macho y eran sacrificadas por dislocacion vertical
para extraer los embriones del Utero en una célula.

Este protocolo fue realizado en el Centro de Produccion y Experimentacion Animal

de la Universidad de Sevilla por Diia. Ana Morilla Camacho.
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5IUPMSG 48h, 5IUhCG 14-15h. e
s 3 5 S

llustracién 18: Estimulacion ovdrica y obtencidon de embriones.

Fuente: (29).

llustracién 19: Sujecidn de la ratona con mano izquierda.

Fuente: Google imdagenes.

4.4.2. Protocolo de criopreservacion.

El protocolo de criopreservacion se lleva a cabo mediante la realizacién de dos

procedimientos: vitrificacidn y recalentamiento.

Antes de proceder a la realizacion del método de criopreservacion se

efectuaron las siguientes medidas:

-  Encendido de la placa calefactora, el estereomicroscopio y la
selladora.

- Puesta en marcha del sistema de calentamiento del agua 15 minutos
previos a la realizaciéon del experimento y comprobacién con el
termémetro que el agua esta a la temperatura de 37 °C.

- Elaboracion del sistema de aspiracion.
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- Colocacién a mano de todo el material requerido durante la
elaboraciéon de las pruebas, tales como pipetas Pasteur, puntas
amarillas, tijeras etc.

- Todas las soluciones de vitrificacion fueron expuestas al menos
durante una hora al laboratorio e introducidas en la vinoteca a 4-6°C
de temperatura.

- Las soluciones de recalentamiento DS y WS fueron expuestas a
temperatura ambiente del laboratorio por al menos una hora, y el
medio TS se colocd en la incubadora a 37°C.

- Introduccion del nitrégeno liquido en una caja de espuma de
poliestireno con 20 cm de profundidad aproximadamente para
permitir un hundimiento profundo sin riesgos de golpear su fondo
con el dispositivo SafeSpeed.

- Introduccion del agua esterilizada a 37 °C en un recipiente de
pldstico con una tapa deslizante para mantener la temperatura.

- Colocacién de la caja de nitrégeno y del recipiente de agua de tal
manera que estén separadas aproximadamente 2 cm y ambos
bordes tengan la misma altura.

- Esterilizacion de pipetas Pasteur eliminando asi cualquier posible
microorganismo. La esterilizacién se hacia por calor seco usando la
técnica de flameado.

- Asegurarse de que no haya anomalias ni restos de sellados
anteriores en la selladora.

- Preparacién de las placas de Petri, dichas placas fueron identificadas
con un rotulador indeleble por la parte superior para asi evitar
posibles confusiones. Las placas preparadas fueron las siguientes:

Placa ES.
Placa VS.
Placa TS.
Placa DS.
Placa WS.

e wnN R

- Las placas ES y VS se mantenian sobre la pletina térmica a 37°C
evitando en todo momento la sobreexposicidn de los embriones a la
luz y las placas TS, DS y WS se conservaban a temperatura ambiente.
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4.4.2.1. Vitrificacion.

El proceso de vitrificacion consiste en una ultra rapida y ultra congelacién de los

embriones. Este proceso siempre se realiz6 a temperatura ambiente, en nuestro caso

23-25+0,5°C. Para realizar dicho proceso contabamos con el kit de medios de

vitrificacion SafeSpeed. Este kit consta de 2 soluciones:

ES (Equilibration Solution). Contiene 7,5 % de etilenglicol y 7,5 % de
dimetilsulféxido.

VS (Vitrification Solution). Contiene 15 % de etilenglicol y 15 % de
dimetilsulféxido.

El procedimiento de vitrificacion se realizd en 4 fases: Equilibrado, Paso por la

solucion de vitrificacidon VS, Carga y Vitrificacion.

I.  Equilibrado:

Creacion de una gota de 100 pl de la solucién ES en la placa ES
usando la micropipeta.

Traslado de los embriones de la placa de cultivo a la gota de la
solucion ES usando el sistema de aspiracion.

Incubacién de los embriones durante 10 minutos en la gota.
Transcurridos 9 minutos de la fase | creacién de una gota de 100 pl
de la solucién VS en la placa VS usando la micropipeta.

[l.  Paso por la soluciéon de vitrificacién VS:

.  Carga:

Una vez que se completa el equilibrio, es decir, cumplidos los 10
minutos, traslado de los embriones de la gota de la solucién ES de la
placa ES a la gota de la solucidén VS de la placa VS usando el sistema
de aspiracion.

En esta solucién se lavaron los embriones por pipeteo al menos tres
veces para eliminar cualquier ES sobrante.

Incubacién de los embriones durante 1 minuto en la gota de la
solucién VS.

Transcurrido el minuto de la fase Il los embriones se cargaron por
aspiracion dentro del capilar del dispositivo SafeSpeed y se
colocaban entre las dos marcas de seguridad negras.

Seguidamente se sellé el capilar por uno de sus extremos usando la
selladora SafeSealer.
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IV.  Vitrificacion:
- Deslizar la capa protectora exterior de la pajuela para asi proteger el
capilar.
- Introducir la pajuela verticalmente en el recipiente con nitrégeno
liquido a -196 °Cy permanecer durante 6 segundos.

4.4.2.2. Recalentamiento.

El método de criopreservacién se concluye con el proceso de recalentamiento,
conocido también como desvitrificacion. Este proceso consiste en una ultra rapida y
ultra segura descongelacion de embriones vitrificados, es decir, trata de aumentar la
transferencia de calor.

Al igual que el proceso de vitrificacidn, el proceso de recalentamiento siempre
se realizd a temperatura ambiente, para realizar dicho proceso contabamos con el kit
de medios de recalentamiento SafeSpeed. Este kit consta de 3 soluciones:

- TS (Thawing Solution). Contiene 1 M de sacarosa.
- DS (Diluent Solution). Contiene 0.5 M de sacarosa.
- WS (Washing Solution.) Es una solucién de lavado.

En este procedimiento los embriones se van pasando por varios medios con
concentraciones decrecientes de crioprotectores, consiguiendo asi la rehidratacién
celular, de forma que se van reemplazando los crioprotectores por agua. Es muy
importante respetar los tiempos de este protocolo ya que de lo contrario podrian
danarse las estructuras celulares del embrién y no sobrevivir. El procedimiento de
recalentamiento se realizd en 5 fases: Desvitrificacién, Paso por la solucién de
recalentamiento TS, Paso por la solucién de recalentamiento DS, Primer lavado y
Segundo lavado.

I.  Desvitrificacién:

- El dispositivo SafeSpeed se transfiri6 con un movimiento recto,
directo y rapido desde el recipiente de nitrégeno liquido hasta el
recipiente de agua caliente y se agitaba durante unos 3 segundos
aproximadamente en el agua. Este proceso de transferencia de un
lugar a otro se tenia que hacer en menos de un segundo para asi
facilitar una alta tasa de calentamiento.

- Transcurridos los 3 segundos se extrajo la pajuela del agua y se
secaba con gasas estériles.

- Creacién de una gota de 100 pl de la solucién TS en la placa TS
usando la micropipeta.
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Recorte capilar sobre el area sellada.

II.  Paso por la solucién de recalentamiento TS:

Traslado de los embriones del capilar a la gota de la solucién TS de la
placa TS. En dicha solucién se lavaron los embriones por pipeteo
hasta eliminar cualquier VS sobrante.

Permanencia de los embriones durante 1 minuto en la gota.

Antes que finalizara el minuto de la fase Il, creacion de una gota de
100 pl de la solucién DS en la placa DS usando la micropipeta.

lll.  Paso por la solucién de recalentamiento DS:

Cumplido el minuto de la fase Il traslado de los embriones de la gota
de la solucion TS a la gota de la solucién DS en la placa DS usando el
sistema de aspiracion. Se lavaron los embriones como en las otras
soluciones para eliminar cualquier TS sobrante.

Incubacién de los embriones durante 3 minutos en la gota.
Transcurridos los 2 minutos de la fase lll, creacion de una gota de
100 pl de la solucién WS en la placa WS usando la micropipeta.

V. Primer lavado:

Cumplidos los 3 minutos de la fase lll, traslado de los embriones de
la gota de la solucion TS a la gota de la solucion WS de la placa WS.
Permanencia de los embriones durante 5 minutos en la gota de la
solucion WS.

Transcurridos los 4 minutos de la fase IV, creacion de otra gota de
100 ul de la solucidn WS en la placa WS usando la micropipeta.

V.  Segundo lavado:

Transcurridos los 5 minutos de la fase |V, traslado de los embriones
de la primera gota de la solucion WS a la segunda gota de la solucién
WS usando el sistema de aspiracién.

Incubacién de los embriones durante 1 minuto en la gota.

Traslado de los embriones de la segunda gota de la soluciéon WS a la
placa de cultivo.

Introduccidn de la placa de cultivo a la incubadora.
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4.5. Material instrumental.

Las herramientas utilizadas durante la realizacién del ensayo fueron las
siguientes:

e Incubadora, para mantener las muestras biolégicas a 37 °C de temperatura y
una concentracion del 6 % de CO,.

[lustracion 20: Incubadora DH DURAFLOW AUTOMATIC.

Fuente: Elaboracion propia.

e Bomba de oxigeno, conectada a la incubadora para proporcionarle 6 % de CO,.

,;

llustracion 21: Bomba de oxigeno.

Fuente: Elaboracién propia.

a0 L
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e Dispositivo calibracién de CO, (Labotect/InControl 1050), para control vy
evaluacién de CO, ,temperatura y oxigeno.

llustracion 22. Dispositivo de medicion independiente (Labotect/ InControl 1050).

Fuente: (81).

e Dispositivo SafeSpeed, soporte para vitrificar y recalentar las muestras
bioldgicas.

llustracién 23. Dispositivo SafeSpeed.

Fuente: Google imagenes.

e Gasas estériles, para limpiar la incubadora y secar el dispositivo SafeSpeed.

[lustracion 24. Gasas estériles.

Fuente: Google imdagenes.
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e Agua desionizada, para desinfectar la incubadora.

llustracién 25. Agua desionizada.

Fuente: Google imagenes.

e Sistema de agua, compuesta por una nevera y un termostato que calienta el
agua hasta alcanzar la temperatura deseada de 37°C.

llustracién 26. Sistema de agua.

Fuente: Elaboracion propia.

e Termdmetro, para verificar que el agua esta a la temperatura deseada.

[lustracion 27. Termometro.

Fuente: Elaboracion propia.
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e Nitrégeno liquido, para congelar las muestras biolégicas.

llustracién 28: Nitrégeno liquido.

Fuente: Google imdagenes.

e Temporizador, para controlar los tiempos marcados durante el experimento.

¢
llustracién 29. Temporizador.

Fuente: Google imagenes.
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e Termo de acero inoxidable para transportar, relleno de lentejas, los viales con
las muestras biolégicas desde el Centro de produccién y experimentacion
animal de la Universidad de Sevilla hasta el laboratorio de manipulacion.

[lustracion 30: Termo de acero inoxidable.

Fuente: Google imagenes.

e Lentejas, para mantener la temperatura de las muestras en el interior del
termo. Con ellas se lograba que los embriones conservaran la temperatura en
el trayecto desde el Centro de Produccién y Experimentaciéon Animal hasta el

laboratorio.

e Soluciones SafeSpeed, para la criopreservacion de las muestras.

llustracién 31. Medios SafeSpeed.

Fuente: Elaboracion propia.
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Vinoteca, para mantener los medios entre 6°C-8°C de temperatura.

[lustracion 32. Vinoteca.

Fuente: Elaboracion propia.

Placa de Petri, para situar en ella las gotas de las soluciones y las muestras
bioldgicas tanto para el grupo de control como para el grupo vitrificado.

[lustracion 33. Placa de Petri FALCON de 35 mm.

Fuente: Google imdagenes.

Sistema de aspiracion, para transportar las muestras por las diferentes gotas de
las soluciones, asi como para cargarlos dentro del capilar para proceder a
vitrificarlos y recalentarlos. EIl método de uso consiste en absorber muy
suavemente por la boquilla para atrapar las muestras. Se conoce cominmente
como pipeta de boca y consta de un conector, dos tubos de silicona y dos filtros
estandar de 22 micras, en cada extremo del conector se acopla los filtros y a
éstos filtros se conectan los tubos de silicona.

En funcién del uso del sistema de aspiracidon su construccién es diferente, si el
sistema se usa para trasladar muestras por las distintas soluciones hay que
conectar por un extremo del tubo una punta amarilla y por el otro extremo
pipetas Pasteur esterilizadas; en cambio, si el sistema se usa para cargar
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muestras, hay que conectar por un extremo una punta amarilla y por el otro
extremo el dispositivo SafeSpeed. En ambos casos la punta amarilla se
introducia en la boca y tanto la pipeta Pasteur esterilizada como el dispositivo
SafeSpeed se sujetaba con la mano derecha.

llustracidon 34. Sistema de aspiracion.

Fuente: Elaboracion propia.

e Selladora SafeSealer, para sellar el capilar por uno de sus extremos evitando asi
la contaminacion procedente del nitrégeno.

llustracion 35. Selladora manual.
Fuente: Elaboracion propia.

e Tijeras de acero inoxidable, para recortar el sellado del dispositivo SafeSpeed.

llustracion 36: Tijeras de acero inoxidable.

Fuente: Google imagenes.
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e Pletina calefactora, para seguir conservando a 37°C de temperatura las placas
de Petri, evitando de este modo que se produjese choque térmico.

[lustracion 37. Pletina calefactora SBS OSAKA Il PK 312.

Fuente: Elaboracion propia.

e Estereomicroscopio, para buscar las muestras en las gotas de las soluciones
situadas en las respectivas placas y para observar su trayectoria durante el
proceso de introduccién en el dispositivo SafeSpeed.

llustracién 38. Estereomicroscopio URA Technic.

Fuente: Elaboracion propia.

e Micropipeta, para extraer las gotas de las soluciones y situarlas en las placas de
Petri.

llustracion 39. Micropipeta NICHIPET EXII 0-200pl.

Fuente: Elaboracion propia.
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e Puntas amarillas, para colocarlas en la punta de la micropipeta con el fin de
dosificar en cantidades precisas las soluciones necesarias.

llustracion 40. Puntas amarillas GILSON 2-200 pl.

Fuente: Google imagenes.

e Pipetas Pasteur no estériles, para desplazar las muestras por las diferentes
gotas de las soluciones situadas en las placas de Petri.

llustracién 41. Pipetas Pasteur no estériles.

Fuente: Google imagenes.
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5. Resultados.

Las muestras bioldgicas procedentes de la superovulaciéon de ratones fueron
distribuidas en 2 grupos experimentales:

- Grupo I: grupo control o fresco que se corresponde a las muestras que no
fueron criopreservadas y se dejaban en cultivo embrionario para observar su
desarrollo morfolégico.

- Grupo ll: grupo experimental que se corresponde a las muestras que fueron
criopreservadas.

Los embriones del grupo Il se sometieron al procedimiento de vitrificacién
como se describe en el apartado 4.4.2.1 y al procedimiento de recalentamiento como
se detalla en el apartado 4.4.2.2. Ambos procedimientos se llevaron a cabo cargando
como maximo 4 embriones por dispositivo SafeSpeed. Dos horas después del proceso
de descongelacién se evaluaba la supervivencia morfolégica bajo microscopio
analizando las siguientes caracteristicas:

- Integridad de la zona pelucida: fracturas de la zona pellcida, o ausencia total
de la misma.

- Integridad de la membrana plasmatica: a través de la existencia o no de espacio
perivitelino.

- Signos de degeneracidén citoplasmatica: deformacién y/o cambio de tonalidad
del citoplasma.

El calendario semanal de muestras biolégicas que programabamos, como
hemos comentado en apartados anteriores, dependia de la disponibilidad del Centro
de Produccién y Experimentacién Animal, si bien generalmente se gestionaba tener las
muestras el lunes. Atendiendo a dicho dia, el calendario era el siguiente:

- Lunes: recepcién de muestras.

- Martes: observacién del desarrollo morfoldgico y realizacién del experimento.
- Miércoles: observacién del desarrollo morfoldgico.

- Jueves: observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del experimento.

- Viernes: observacién del desarrollo morfoldgico y destruccién de las muestras.
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Los resultados obtenidos en este trabajo, se van a mostrar en unas tablas
realizadas por cada uno de los ensayos cometidos semanalmente, para asi entender
mejor su comparacion. La distribucién de dichas tablas fue la siguiente:

- Las columnas se rellenaban con el dia de realizacion del trabajo, ademas de
especificar si ese dia se llevaba a cabo el proceso de vitrificado y si sobrevivia la
muestra o no.

- Las filas se rellenaban con nimeros para identificar cada una de las muestras.
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Tabla 1. Resultados semana 1. Recepcién de 30 muestras FVB*FVB.
D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado Superv. D5
Fecha 16/01/2017 17/01/2017 17/01/2017 17/01/2017 18/01/2107 19/01/2017 20/01/2017

Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam

1 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto

2 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto

3 2CP 2 Cél - - Mérula Morula - - No visto

4 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto

5 2CP 2 Cél - - Mérula Moérula - - No visto

6 2CP 2Cél - - 4Cél Blasto - - No visto

2‘ 7 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto
'E 8 2CP 2 Cél - - 4.Cél Mérula cavitando - - No visto
S 9 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto
10 2CP 2 Cél - - 4Cél Moérula - - No visto

11 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto

12 2CP 2 Cél - - Mérula compacta Mérula compacta - - No visto

13 2CP 2 Cél - - Mérula Blasto - - No visto

14 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - No visto

15 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - No visto

16 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto

17 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto

18 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto

19 2CP 2 Cél Si Si 4Cél Moérula - - No visto

20 2CP 2 Cél Si Si Mérula Moérula - - No visto

o 21 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto
é 22 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto
,9 23 2CP 2 Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto
e 24 2CP 2Cél Si Si Mérula Blasto - - No visto
e 25 2CP 2 Cél Si Si 4 Cél Moérula - - No visto
26 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

27 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

28 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

29 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

30 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto
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Tabla 2. Resultados semana 2. Recepcién de 29 muestras FVB*FVB.
D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado Superv. D5
Fecha 23/01/2017 24/01/2017 24/01/2017 24/01/2017 25/01/2017 26/01/2017 27/01/2017

Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam

1 2CP 2 Cél - - 5 Cél Mérula - - No visto

2 2CP 2 Cél - - 4. Cél Mérula compacta - - No visto

3 2CP 2 Cél - - Morula Blasto - - No visto

4 2CP 2 Cél - - 3 Cél Moérula - - No visto

5 2CP 2 Cél - - 4Cél Moérula - - No visto

6 2CP 2 Cél - - 4. Cél Mérula - - No visto

é 7 2CP 2 Cél - - 4Cél Mérula compacta - - No visto
= 8 2CP 2 Cél - - 3 Cél Mobrula - - No visto
S 9 2CP 2Cél - - 4Cél Mérula - - No visto
10 2CP 2 Cél - - 2 Cél Moérula - - No visto

11 2CP 2 Cél - - 5 Cél Mérula - - No visto

12 2CP 2 Cél - - 7 Cél Mérula - - No visto

13 2CP 2 Cél - - Degenerado Degenerado - - No visto

14 2CP 2 Cél - - 3Cél Mérula - - No visto

15 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - No visto

16 2CP 2 Cél Si Si 4 Cél Mérula - - No visto

17 2CP 2 Cél Si Si 4. Cél Mérula - - No visto

18 2CP 2 Cél Si Si 7 Cél Mérula - - No visto

19 2CP 2 Cél Si Si 7 Cél Moérula - - No visto

20 2CP 2 Cél Si Si 5 Cél Moérula - - No visto

S 21 2P 2Cél Si Si 8 Cél Mérula - - No visto
§ 22 2CP 2 Cél Si Si 4. Cél Mérula - - No visto
5 23 2CP 2 Cél Si Si Moérula Blasto - - No visto
= 24 2CP 2 Cél Si Si 5Cél Mérula - - No visto
25 2CP 2 Cél Si Si 7 Cél Moérula - - No visto

26 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

27 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

28 2CP 2 Cél Si No - - - - No visto

29 2CP 2 Cél No - - - - - No visto
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Tabla 3. Resultados semana 3. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB.
D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha 30/01/2017 31/01/2017 31/01/2017 31/01/2017 01/02/2017 02/02/2017 03/02/2017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam
1 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto
2 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto
3 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto en formacién
- 4 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto
?j 5 2CP 2 Cél - - No visto Mérula - - Blasto
> 6 2CP 2¢él - - No visto Mérula - - Blasto
< 7 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto en formacién
8 2CP 2 Cél - - No visto Blasto - - Blasto
9 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto
10 2CP 2 Cél - - No visto Moérula - - Blasto
11 2CP 2 Cél Si Si No visto Mérula - - Blasto
12 2CP 2 Cél Si Si No visto Moérula - - Blasto
13 2CP 2 Cél Si Si No visto Moérula - - Blasto
S 14 2CP 2Cél Si Si No visto Mérula . - Blasto
g 15 2CP 2 Cél Si Si No visto Moérula - - Blasto en formacién
'6 16 2CP 2 Cél Si Si No visto Mérula - - Blasto
& 17 2CP 2 Cél Si No No visto - - - -
18 2CP 2 Cél Si No No visto - - - -
19 2CP 2 Cél Si No No visto - - - -
20 2CP 2 Cél Si No No visto - - - -

63




Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de
recalentamiento: viabilidad en embrion de raton

Tabla 4. Resultados semana 4. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB.

D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha 06/02/2017 07/02/2017 07/02/2017 | 07/02/2017 08/02/2017 09/02/2017 10/02/2017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam
1 2CP 2 Cél - - Mérula Morula compactada - - Blasto
2 2CP 2 Cél - - Morula Morula compactada - - Blasto
3 2CP 2 Cél - - Moérula Moérula compactada - - Blasto
- 4 2CP 2 Cél - - Mérula Morula compactada - - Blasto
g 5 2CP 2 Cél - - Mérula Morula compactada - - Blasto
% 6 2CP 2 Cél - - Mérula Mérula compactada - - Blasto
& 7 2CP 2 Cél - - Mérula Mérula compactada - - Blasto
8 2CP 2 Cél - - Moérula Morula compactada - - Blasto en formacion
9 2CP 2 Cél - - Mérula Morula compactada - - Blasto en formacion
10 2CP 2 Cél - - Mérula Morula compactada - - Blasto en formacidn
11 2CP 2 Cél Si Si Mérula Morula compactada - - Blasto en formacion
12 2CP 2 Cél Si Si Mérula Morula compactada - - Mérula con cavidad inicidndose
13 2CP 2 Cél Si Si Mérula Mérula compactada - - Moérula con cavidad inicidandose
9 14 2CP 2 Cél Si Si Moérula Mérula compactada - - Morula con cavidad inicidandose
§ 15 2CP 2 Cél Si Si Morula Morula compactada - - Moérula con cavidad inicidandose
'5 16 2CP 2 Cél Si Si Mérula Morula compactada - - Mérula con cavidad inicidandose
= 17 2CP 2 Cél Si Si Moérula Morula compactada - - Morula compactada
18 2CP 2 Cél Si No - - - - -
19 2CP 2 Cél Si No - - - - -
20 2CP 2 Cél Si No - - - - -
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Tabla 5. Resultados semana 5. Recepcién de 30 muestras FVB*CD-1.

D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado Superv. D5
Fecha 13/02/2017 14/02/2017 14/02/2017 14/02/2017 15/02/2017 16/02/2017 17/02/2017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam
1 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Blasto en formacién - - Blasto eclosionado
2 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Blasto en formacién - - Blasto eclosionado
3 2CP 2Cél - - Mérula compactada Blasto en formacién - - Blasto expandido
4 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Blasto en formacién - - Blasto expandido
5 2CP 2 Cél - - Mdrula compactada Mérula con cavidad - - Blasto expandido
6 2CP 2Cél - - Mérula compactada Mérula con cavidad - - Blasto expandido
é 7 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Moérula con cavidad - - Blasto expandido
E 8 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Morula compactada - - Blasto expandido
8 9 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
10 2CP 2 Cél - - Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
11 2CP 2 Cél - - Mérula 3-4 Cél Mérula compactada - - Blasto expandido
12 2CP 2 Cél - - Mérula 3-4 Cél Mérula compactada - - Blasto
13 2CP 2 Cél - - Moérula 3-4 Cél Moérula degradada - - Blasto
14 2CP 2 Cél - - Mérula degradada Degenerado - - Degenerado
15 2CP 1Cél - - 1Cél 1Cél - - 1Cél
16 2CP 2 Cél Si Si Morula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
17 2CP 2Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
18 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
19 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Moérula compactada - - Blasto expandido
20 2CP 2Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
o 21 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
é 22 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto expandido
|C_> 23 2CP 2Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto
8 24 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Blasto
& 25 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Morula compactada - - Mérula con cavidad
26 2CP 2 Cél Si Si Mérula compactada Mérula compactada - - Mérula con cavidad
27 2CP 2 Cél Si No - - - - -
28 2CP 2 Cél No - - - - - -
29 2CP 2Cél No - - - - - -
30 2CP 2 Cél No - - - - - -
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Tabla 6. Resultados semana 6. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB.

D1 D2 Vitrificado Superv. D3 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha 20/03/2017 21/03/2017 21/03/2017 21/03/2017 22/03/2017 23/03/2017 24/03/2017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam

1 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

2 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

3 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

- 4 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
g 5 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
g 6 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
< 7 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
8 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

9 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

10 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

11 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

12 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

13 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

S 14 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
g 15 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
'6 16 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
= 17 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
18 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

19 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

20 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
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Tabla 7. Resultados semana 7. Recepcién de 30 muestras FVB*CD-1.

D1 02 Vitrificado Superv. 03 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha | 27/03/2017 | 28/03/2017 | 28/03/2017 | 28/03/2017 | 23/03/2017 | 20/03/2017 31/03/2017
Tec Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam
1 2CP 2Cel - - No visto Marula - - Blasto
2 2CP 2 CEl - - Mo visto Marula - - Blasto
3 2CP 2 Cel - - No visto Marula - - Blasto
= 4 2CP 2 el - - Mo visto 4 Cel - - 4 el
2 5 2CP 2 Cel - - No visto Marula - - Blasto
g & 2CP 2Cel - - No visto Marula - - Blasto
= 7 2CP 2 CEl - - Mo visto Marula - - Blasto
3 2CP 2 Cel - - No visto Marula - - Blasto
9 2CP 2 Cel - - Mo visto Marula - - Marula
10 2CP 2 Cel - - Mowvistoe | Degenerado - - Desenerado
11 2CP 2Cel Si Si No visto Marula - - Blasto
12 2CP 2 CEl Zi Zi Mo visto Marula - - Blasto
13 2CP 2 Cel Si Si Mowvisto | Degenerado Cegenerado
14 2CP 2 Cel Zi Zi Mo visto Marula - - Blasto
15 2CP 2 Cel Zi Zi No visto Marula - - Blasto
16 2CP 2 Cel i Zi No visto Marula - - Blasto
17 2CP 2 CEl Zi Zi Mo visto Marula - - Blasto
13 2CP 2 Cel Zi Zi No visto Marula - - Blasto
9 19 2CP 2 Cel Zi Zi Mo visto Marula - - Blasto
= 20 2CP 2 Cel Si Si Mo visto 4 Cel - - Marula
E 21 2CP 2 Cel i Zi No visto Marula Blasto
o 22 2CP 2 CEl Zi Zi Mo visto Marula - - Blasto
23 2CP 2 Cal Si No MNo visto - - - -
24 2CP 2 el 50 Mo Mo visto - - - -
25 2CP 2 el Mo - No visto - - - -
26 2CP 2 Cel Mo - No visto - - - -
27 2CP 2 CEl Mo - Mo visto - - - -
238 2CP 2 Cel Mo - No visto - - - -
29 2CP 2 Cel Mo - Mo visto - - - -
30 2CP 2 Cel Mo - No visto - - - -
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Tabla 8. Resultados semana 8. Recepcién de 32 muestras FVB*FVB.
D1 02 Vitrificado | Superv. 03 D4 Witrificadol Superw. DS
Fecha | 03042017 | OHO42007 | 0042007 | 002017 | 0042077 Qe 2017 ORI 2017
Téec Miriam [¥liriam [Wliriam [Miriam Miriam [iriam [¥liriam Miriam [¥liriam
1 2CF 21L&l - - Mo visto Marula - - Mo wisto
2 2P ZICél - - M visto Mérula - - MW wisto
3 2CF 2Cel - - Mo visto [Marula - - [do visto
3 ] ZCP ZCel - - Mo visto Blasta - - Mo visto
E 5 2CF 2Cel - - Mo visto [Marula - - [lo visto
= G 2CF 2Cal - - Mo visto Mérula - - Mo visto
E T 2P ZICél - - M visto Mérula - - MW wisto
8 2CF 2Cel - - Mo visto [Marula - - [do visto
3 2CF 21L&l - - Mo visto Marula - - Mo wisto
10 2CF 2Cel - - Mo visto [Marula - - [lo visto
1 2R 21zl Si Si Mo visto Mérula Sil Sil Mo wisto
12 2CF 2Cel Si Si Mo visto [Marula Sl Sl [lo visto
13 2CF 2Cal Si Si Mo visto Mérula Sl Sl Mo visto
14 2P ZICél Si Si M visto Mérula Sil Sil MW wisto
15 2CF 2Cel Si Si Mo visto [Marula Sl Sl [do visto
16 2CF 21L&l Si Si Mo visto Marula Sl Sl Mo wisto
17 2P ZICél Si Si M visto Mérula Sil Sil MW wisto
18 2CF 2Cel Si Si Mo visto aCel Sl o [do visto
o 13 2R 1l Si Si Mo visto Mérula Sil Mo Mo wisto
EI 20 2CF 2Cel Si Si Mo visto [Marula Sl o [lo visto
H 21 2CF 2Cal Si Si Mo visto Mérula Mo - Mo visto
= 22 2P ZICél Si Ma M visto - - - MW wisto
E 23 2CF 2Cel Si Mo Mo visto - - - [do visto
o 2q 2CF 21L&l Si Mo Mo visto - - - Mo wisto
25 ZCF 2LCél Si Mo Mo visto - - - [o visto
26 2CF 2Cél Mo - Mo visto - - - Mo visto
27 2R 2l Ma - M visto - - - M wisto
28 2CF 2Cel Mo - Mo visto - - - [do visto
23 2CF 21Cé&l Mo - Mo visto - - - Mo visto
30 2P ZICél Ma - M visto - - - MW wisto
31 2CF 2Cel Mo - Mo visto - - - [do visto
32 2P ZICél Ma - M visto - - - [ wisto
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Tabla 9. Resultados semana 9. Recepcién de 31 muestras FVB*CD-1.
(B | D2 ¥Yitrificado | Supery. D3 D4 Yitrificado | Supery. D&
Fecha 1A04 2017 1E042017 042007 | 13042007 | 19042007 200042017 200044 2017 200042017 240402007
Teéc Pliriam Idiriarmn diriam Pliriam Pliriam fdiriarm Pliriam fdiriarm Pliriam
1 2CP 2 Cél - - o wisto il a - - Blasto
2 2CP 2 Cél - - o wisto FAarula - - Blasto
4 3 2CP 2 Cél - - Mo wista felidrul a - - Blasta
(] 4 2CP 2 Cél - - o wisto fdiarul a - - Blasto
F_: 5 2CP 2 Cél - - o wisto il a - - Blasto
= [ 2CP 2 Cél - - o wisto FAarula - - Blasto
E Fi 2CP 2 Cél - - Mo wista o Cél - - Peldril a
8 2CP 2 Cél - - o wisto il a - - Blasto
) 2CP 2 Cél - - o wisto FAarula - - Blasto
10 2CF 2 el - - Mo wisto darula - - Blaztao
1 2CF 2 Cél Si Si Mo wisto 4 Cél Si Si 4 Cél
12 2CP 2 Cél Si =1 Mo wista felidrul a Si Si Peldril a
13 2CP 2 Cél Si =1 o wisto il a Si Si Blasto
14 2CP 2 Cél Si Si o wisto FAarula Si Si Blasto
15 2CF 2 Cél Si Si Po wizto fAdrula Si Si Blaztao
16 2CP 2 Cél Si =1 Mo wista felidrul a Si Si Blasta
17 2CP 2 Cél Si =1 o wisto il a Si Si Blasto
| 18 2CP 2 Cél Si Si o wisto FAarula Si Si Blasto
= 19 2CP 2 Cél Si =1 Mo wista felidrul a Si Si Blasta
E 20 2CF 2 Cel Si =i Mo wisto keldrula i =i Blasto
] 21 2CP 2 Cél Si =1 o wisto il a Si Si Blasto
E 22 2CP 2 Cél Si Si o wisto FAarula Si Si Blasto
o 23 2CF 2CEl Si Si Mo vista felidrul a Si Mo -
o 24 2CP 2 Cél Mo - o wisto il a o - -
25 2CP 2 Cél Mo - o wisto FAarula Mo - -
26 2CF 2 Cél o] - Po wizto fAdrula o] - -
27 2CP 2 Cél Mo - Mo wista felidrul a Mo - -
28 2CP 2 Cél Mo - o wisto il a o - -
29 2CP 2 Cél Mo - o wisto FAarula Mo - -
30 2CP 2 Cél Mo - Mo wista felidrul a Mo - -
31 2CP 2 Cél Mo - o wisto fdarul a Mo - -
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Tabla 10. Resultados semana 10. Recepcién de 18 muestras FVB*CD-1.

D1 D2 Vitrificado | Superv. D3 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha 24/04/2017 | 25/04/2017 | 25/04/2017 | 25/04/2017 | 26/04/207 | 27/04/2017 | 27/04/2017 | 27/04/2017 | 28/04/2017

Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam

1 2CP 2Cel - - Mo visto Morula - - Mo visto

2 2CP 2 Cél - - Mo visto Marula - - Mo visto

3 2CP 2 Cél - - Mo visto nMarula - - Mo visto

3 4 2CF 2 Cél - - Mo visto nMarula - - Mo visto
E 5 2CP 2Cel - - Mo visto 4 Céal - - Mo visto
'E ] 2CP 2Cal - - Mo visto Warula - - Mo visto
- 7 2CP 2Cel - - Mo visto g Cel - - Mo visto
2 2CP 2 Cél - - Mo visto Marula - - Mo visto

] 2CP 2 Cél - - Mo visto nMarula - - Mo visto

10 2CF 2 Cél - - Mo visto nMarula - - Mo visto

11 2CP 2 Cel Si Si Mo visto Marula Si Si Mo visto

12 2CP 2 Cél Si Si Mo visto nMarula Si Si Mo visto

Q 13 2CP 2 Cél Si Si Mo visto Marula Si Si Mo visto
g 14 2CP 2Cal Si Si Mo visto Warula S0 Si Mo visto
'6 15 2CP 2Cel Si Si Mo visto 4 Cel Si Si Mo visto
e 16 2CP 2Cél Si Si Mo visto Mdrula Si Si Mo visto
17 2CP 2 Cél Si Si Mo visto nMarula Si Si Mo visto

18 2CF 2 Cél Si Mo Mo visto - - - Mo visto
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Tabla 11. Resultados semana 11. Recepcién de 33 muestras FVB*FVB.
01 0z Yitrificado Superne. 03 04 Yitrificado | Superwe. 05
Fecha | 03/05/2017 | 030052017 02017 | 09052017 | I0s2017 THOsR2017 15052017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam
1 2CP 2 el - - Mo vista Mo vizto - - Degenerada
Z 2CP 2 el - - Mo vista Mo visto - - Degenerado
. 3 2CP 2Cel - - Mo vizta Mo vista - - Degenerado
(] 4 2CP 2 el - - Mo vista Mo vizto - - Degenerada
E 9 2CP 2 el - - Mo vista Mo vizto - - Degenerada
= b 2CP 2Cel - - M vista Mo vista - - Degenerado
E T ZCP 2 Cal - - Mo visto Mo visto - - Degenerado
8 ZCF 2 Cél - - o visto Mo visto - - 2Ll
3 ZCF 2 Cél - - Mo visto Mo visto - - 2 L&l
10 2CF 2Cel - - Mo vista Mo vista - - Degenerado
11 2CP 2 el Si Si Mo vista Mo visto - - Degenerado
12 2CP 2 el i Mo Mo visto Mo visto - - -
13 ZCP = el Si Mo Mo vista Mo vizto - - -
14 ZCF 2 Cél Si e [=] Mo visto Mo visto - - -
1o ZCF 2 Cél Si g [u] Mo visto o visto - - -
16 2CP 2 Cel i Mo Mo vista Mo visto - - -
17 2CP 2 el i Mo Mo vista Mo vizto - - -
18 ZCF 2 Cél Si e [=] Mo visto Mo visto - - -
o 19 ZCP 2 Cel Si Mo Mo visto Mo vista - - -
= 20 2CP 2 Cel i Mo Mo vista Mo visto - - -
E 21 ZCF 2 Cél Si i [=] o visto Mo visto - - -
E 22 ZCF 2 Cél Si Mo Mo visto Mo visto - - -
() 23 2CP 2Cel Si Mo M vista Mo vista - - -
E 24 ZCP 2 el M - M vista Mo vizto - - -
25 ZCF 2 Cél M - o visto Mo visto - - -
26 ZCF 2 Cél Mo - Mo visto Mo visto - - -
27 2CP 2 el Mo - Mo visto Mo visto - - -
28 ZCP 2 el M - M vista Mo vizto - - -
23 ZCF 2 Cél M - Mo visto Mo visto - - -
30 ZCF 2 Cél Mo - Mo visto o visto - - -
31 2CP 2 el Mo - Mo visto Mo visto - - -
32 ZCP = el M - Mo vista Mo vizto - - -
33 ZCF 2 Cél M - o visto Mo visto - - -

71



Estudio del rendimiento de un sistema de vitrificacion cerrado basado en altas velocidades de

recalentamiento: viabilidad en embrion de ratén

@
|
Wy,

Tabla 12. Resultados semana 12. Recepcién de 20 muestras FVB*FVB.

D1 D2 Vitrificado | Superv. D3 D4 Vitrificado | Superv. D5
Fecha 15/05/2017 16/05/2017 16/05/2017 | 16/05/2017 | 17/05/2017 18/05/2017 18/05/2017 | 18/05/2017 19/05/2017
Téc Miriam Miriam Miriam Miriam Miriam

1 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

2 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

3 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

a 4 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
3 5 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
g 6 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
© 7 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
8 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

9 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

10 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

11 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

12 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

13 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

9 14 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
§ 15 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
'5 16 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
= 17 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
18 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

19 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado

20 2CP Degenerado - - Degenerado Degenerado - - Degenerado
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Finalmente aplicamos nuestro método a 153 muestras bioldgicas, entre el
estado correspondiente al dia 2 y al dia 4, y tras una valoracién morfoldgica realizada
segln el protocolo de viabilidad comentado con anterioridad, sobrevivieron en total
114 muestras, es decir, obtuvimos una tasa de supervivencia del 74.5%. Ademas, se
dejaron en cultivo embrionario 135 muestras, de las cuales sobrevivieron 101, asi que
obtuvimos una tasa de supervivencia del 74.8%.

Tabla 13. Tasa de supervivencia y de recuperacion tras el procedimiento de
desvitrificacion.

Mumero total de muestras vitrificadas Muestras supervivientes tras la desvitrificacion (%)
153 114 (74,5% )

Nuestro proyecto tuvo una duracidon de 3 meses ya que las dos ultimas semanas
observamos que todas las muestras se degeneraron debido a la alta temperatura que
se alcanzé en el laboratorio, con lo que se concluyé que para poder realizar nuestro
experimento la temperatura no debia alcanzar los 25 °C.
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6. Conclusion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos experimentales
realizados durante este periodo, se pueden destacar las siguientes conclusiones:

1. Se consigue eliminar por completo la contaminacién de las muestras bioldgicas
durante su inmersion en el nitrégeno liquido gracias al cierre hermético del
sellado que hacen que la tasa de recuperacién sea del 100 %.

2. Esta técnica excluye la necesidad de mantenimiento de equipos caros y de
personal especializado para su aplicacion.

3. Para poder realizar los ensayos es necesario que la temperatura en el
laboratorio se encuentre entre los 23-25 °C, ya que de lo contrario las muestras
no sobreviven.

4. La tasa de supervivencia obtenida en nuestro proyecto es similar a la alcanzada
a otros sistemas que estan publicados en la literatura.

5. Para evitar los fallos humanos y garantizar mayor precision seria recomendable
automatizar nuestra técnica.

6. En general los resultados obtenidos son muy satisfactorios ya que esta técnica
representa una opcién fiable en cuanto a recuperacién, supervivencia y
seguridad que haran que en un futuro se convierta en una herramienta clave
en la préctica clinica diaria.
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8. Anexos.
CALENDARIO
- Semanal

o Dia 1: Se reciben 30 muestras FVB*FVB, de las cuales 15 se dejan para el
grupo control y las otras 15 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacién del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificdndose 15
muestras de las cuales sobrevivieron 10.

Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.
Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico y destrucciéon de las
muestras.

o Dia 5: Nada.

- Semana 2

o Dia 1: Se reciben 29 muestras FVB*FVB, de las cuales 15 se dejan para el
grupo control y las otras 14 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observaciéon del desarrollo morfolégico y realizaciéon del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 13
muestras de las cuales sobrevivieron 10.

Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.
Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico y destruccién de las
muestras.

o Dia 5: Nada.

- Semana 3

o Dia 1: Se reciben 20 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 10 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del

protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 10
muestras de las cuales sobrevivieron 6.

Dia 3: Nada.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destruccién de las
muestras.
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Semana 4

O

Dia 1: Se reciben 20 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 10 para el grupo experimental.

Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificdndose 10
muestras de las cuales sobrevivieron 7.

Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destrucciéon de las
muestras.

Semana 5

o

Dia 1: Se reciben 30 muestras FVB*CD-1, de las cuales 15 se dejan para
el grupo control y las otras 15 para el grupo experimental.

Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 12
muestras de las cuales sobrevivieron 11.

Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destrucciéon de las

muestras.

Semana 6

o

Dia 1: Se reciben 20 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 10 para el grupo experimental.

Dia 2: Observacién del desarrollo morfoldgico. Se contemplé que todas
las muestras, tanto del grupo control como experimental estaban
degeneradas debido a que nos quedamos sin oxigeno en el laboratorio.
Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destruccién de las
muestras.
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Semana 7

O

Dia 1: Se reciben 30 muestras FVB*CD-1, de las cuales 10 se dejan para
el grupo control y las otras 20 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacién del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 14
muestras de las cuales sobrevivieron 12.

Dia 3: Nada.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destrucciéon de las
muestras.

Semana 8

o Dia 1: Se reciben 32 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 22 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 15
muestras de las cuales sobrevivieron 11.

Dia 3: Nada

Dia 4: Observaciéon del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras vitrificadas que sobrevivieron en el dia 2,
vitrificdandose 10 muestras de las cuales sobrevivieron 7.

o Dia 5: Destruccidn de las muestras.

Semana 9

o Dia 1: Se reciben 31 muestras FVB*CD-1, de las cuales 10 se dejan para
el grupo control y las otras 21 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfologico y realizacién del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificandose 13
muestras, sobreviviendo todas ellas.
Dia 3: Nada
Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras vitrificadas que sobrevivieron en el dia 2,
vitrificdndose 13 muestras de las cuales sobrevivieron 12.

o Dia 5: Observacién del desarrollo morfolégico y destruccion de las

muestras.
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- Semana 10

O

Dia 1: Se reciben 18 muestras FVB*CD-1, de las cuales 10 se dejan para
el grupo control y las otras 8 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacién del
protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificdndose 8
muestras de las cuales sobrevivieron 7.

Dia 3: Nada

Dia 4: Observacidon del desarrollo morfolégico y realizacion del
protocolo a las muestras vitrificadas que sobrevivieron en el dia 2,
vitrificAndose 7 muestras, sobreviviendo todas ellas.

o Dia 5: Destruccidn de las muestras.

-  Semanall

o Dia 1: Se reciben 33 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 23 para el grupo experimental.

o Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico y realizacion del

protocolo a las muestras del grupo experimental, vitrificAndose 13
muestras de las cuales sobrevivieron solo una.

Dia 3: Nada

Dia 4: Nada

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destruccién de las
muestras.

Esta semana se degeneraron todas las muestras debido a la alta temperatura

gue se alcanzé en el laboratorio.

- Semanal2

o

o O O O

Dia 1: Se reciben 20 muestras FVB*FVB, de las cuales 10 se dejan para el
grupo control y las otras 10 para el protocolo experimental.

Dia 2: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 3: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 4: Observacion del desarrollo morfolégico.

Dia 5: Observacion del desarrollo morfolégico y destruccién de las
muestras.

Esta semana se degeneraron todas las muestras debido a la alta temperatura

gue se alcanzd en el laboratorio.
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