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Resumen

Este proyecto surge de la necesidad de desarrollar un sistema de manipulacion de embriones y
ovocitos.

El objetivo principal es realizar un analisis de los dispositivos empleados en el proceso de
vitrificacion de dicho material bioldgico. Se compara el sistema abierto Cryotop frente al sistema
cerrado SafeSpeed device, este tltimo ha sido desarrollado por la spin-off de la Universidad de
Sevilla Safepreservation.

La motivacion de este proyecto es obtener un sistema de aspiracion alternativo para facilitar el
proceso de carga y descarga del SafeSpeed device. El nticleo de este trabajo se ha desarrollado en el
laboratorio por lo que tiene un caracter altamente experimental. Se comprueban, in situ, las ventajas
y desventajas de los diferentes sistemas planteados obteniendo finalmente un sistema viable cuyo
elemento principal sera un bulbo.

Finalmente, se introduce la posibilidad de automatizar dicho sistema de aspiracion.






Abstract

This project arises from the need to develop a system of manipulation of embryos and oocytes.

The main target is performing an analysis of the devices used in the process of vitrification of the
mentioned biological material. It compares the open system Cryotop to the closed system SafeSpeed
device, the latter has been developed by the spin-off from the University of Seville Safepreservation.

The motivation of this project is to obtain an alternative suction system to facilitate the process of
loading and unloading of the SafeSpeed device. The core of this work has been developed in the
laboratory so it has a highly experimental character. The advantages and disadvantages of the

different systems are checked in the field, finally obtaining a viable system whose main element will
be a bulb.

Finally, the possibility of automating the suction system is introduced.

XI






Indice

indice de Tablas XIv
indice de Figuras XV
Introduccion XIX
1 Criopreservacion de oocitos 1
1.1  Congelacion lenta vs vitrificacion. 2
1.11 Congelacion lenta (Slow freezing). 4
1.1.2 Vitrificacion. 5

2 Sistemas de almacenamiento de oocitos 6
2.1  SafeSpeed vs Cryotop. 6
211 Proceso de vitrificacién/desvitrificacion con uso de Cryotop. 7
2.1.2 Proceso de vitrificacién/desvitrificacion con uso de SafeSpeed Device. 12

3 Nuevo prototipo de safespeed 22
3.1  Madificaciones de la pajuela principal del SafeSpeed. 22
3.2  Madificaciones en el Protector Cap del SafeSpeed. 25

4  Sistema de aspiracion 28
4.1  SafeSpeed: Sistemas de aspiracion actuales. 28
4.2  Introduccion a la microfluidica del SafeSpeed. 30
4.3  Ellaboratorio y su entorno. 32
431 Elaboracion de pajuelas para ensayos de laboratorio. 33
432 Elaboracion de la solucidn de vitrificacién para ensayos de laboratorio. 33

4.4  Configuracion de los distintos dispositivos ensayados. 39
44.1  Experimento 1: Basado en el Embolo 40
4.4.2 Experimento 2: Basado en el Bulbo 47

5 Sistema de aspiracién éptimo 50
5.1  Principio de funcionamiento. 50
5.2 Configuracion. 50

6 Desarrollo futuro: Automatizacion 54
Conclusién 56
Anexo A 57
Anexo B 59
Bibliografia 66

X1



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1: Clasificacion de agentes crioprotectores 3
Tabla 3-1: Disposicion de colores del nuevo prototipo de SafeSpeed 27

Tabla 4-1: Solucion de vitrificacion: sustancias y cantidades necesarias para su elaboracion. 36



INDICE DE FIGURAS

Figura 2-1. Dr. Masashige Kuwayama [12]. 6
Figura 2-2. Dr. Ramon Risco Delgado [13]. 6
Figura 2-3. Protocolo de vitrificacion, Cryotop [15]. 7
Figura 2-4. Kit de vitrificacion, [14]. 8
Figura 2-5. Soluciones de vitrificacion/desvitrificacion, [14]. 8
Figura 2-6. Placa petri, [14]. 8
Figura 2-7. Placa petri, soluciones, [14]. 9
Figura 2-8. Deposicion de oocito en placa petri, [14]. 9
Figura 2-9. Pajuela Cryotop, [16]. 9
Figura 2-10. Pajuela Cryotop, [18]. 10
Figura 2-11. Selladora y Contenedor para el bafio en Nitrdgeno liquido, Cryotop, [16]. 11
Figura 2-12. Tasas de superviviencia en grupos celulares, de origen humano,

criopreservados con Cryotop [16]. 11
Figura 2-13. Protocolo de vitrificacion, SafeSpeed [13]. 12
Figura 2-14. Protocolo de calentamiento, SafeSpeed [13]. 12
Figura 2-15. Soluciones de vitrificacién/desvitrificacion, [13]. 13
Figura 2-16. SafeBox, [13]. 13
Figura 2-17. Prototipo de taza para proceso de calentamiento. 14
Figura 2-18. SafeSealer, [13]. 15
Figura 2-19. SafeSpeed, [13]. 16
Figura 2-20. SafeSpeed (esquema), [13]. 16
Figura 2-21. Colored End (SafeSpeed), [13]. 17
Figura 2-22. Writing Area (SafeSpeed), [13]. 17
Figura 2-23. Colored Segment (SafeSpeed), [13]. 18
Figura 2-24. Protector Cap (SafeSpeed), [13] 18
Figura 2-25. Marcas de seguridad en el capilar (SafeSpeed) 19
Figura 2-26. Resultados SafeSpeed, [13]. 20
Figura 2-27. Oocitos vitrificados con SafeSpeed vs oocitos frescos, [13]. 21
Figura 3-1. Zoom zona Postizo SafeSpeed 22
Figura 3-2. Zoom zona Capilar SafeSpeed 22
Figura 3-3. SafeSpeed Device 23
Figura 3-4. Prototipo SafeSpeed 24

XV



Figura 3-5. Zoom pajuela principal, nueva zona de sellado, SafeSpeed
Figura 3-6. Sellado de la pajuela principal, SafeSpeed.

Figura 3-7. Protector Cap, SafeSpeed Device

Figura 3-8. Evitar tronchamiento del capilar, SafeSpeed Device
Figura 3-9. Aumento del Protector Cap, SafeSpeed Device
Figura 3-10. Nueva disposicon de colores, SafeSpeed Device.
Figura 4-1. Sistema de aspiracion por boca.

Figura 4-2. Sistema de aspiracion mediante micromanipulador.
Figura 4-3. Parte visible del capilar del SafeSpeed.

Figura 4-4. Microscopios y Placa petri.

Figura 4-5. Pajuelas para ensayos de sellado.

Figura 4-6. DMSO, dimetil sulféxido.

Figura 4-7. Etilenglicol, [19].

Figura 4-8. Sacarosa, [19].

Figura 4-9. Material necesario para la elaboraciéon de VS.
Figura 4-10. Agitador magnético.

Figura 4-11. Balanza electrdnica.

Figura 4-12. Viales para conservar las muestras.

Figura 4-13. Sistema de aspiracion. Prototipo A.

Figura 4-14. Tornillo micrométrico.

Figura 4-15. Fijacion del tornillo micrométrico, previa a la realizacion del corte.

Figura 4-16. Corte para la adaptacion del tornillo micrométrico.
Figura 4-17. Pletina metélica para adaptacion del iman.

Figura 4-18. Sistema de aspiracion. Prototipo B.

Figura 4-19. Sistema de aspiracion. Prototipo C. Bomba de jeringa
Figura 4-20. Bulbo o perilla.

Figura 4-21. Bulbo como sistema de aspiracion. [13]

Figura 4-22. Sistema de aspiracion. Prototipo D.

Figura 5-1. Sistema de aspiracion optimo.

Figura 5-2. Conexion Bulbo — Tubo capilar.

Figura 5-3. Conexién Tubo capilar — Conector.

Figura 5-4. Sistema de aspiracion 6ptimo para la descarga.

Figura 5-5. Llave de tres vias.

24
25
25
26
26
27
28
29
30
32
33
34
35
35
36
37
37
38
40
42
42
43
43
44
46
47
48
48
50
51
51
53
53



Figura 6-1. Pieza de sujecion del bulbo y anclaje del motor paso a paso.

Figura 6-1. Ejemplo de motor paso a paso.

Figura Anexo: A-1. Caracteristicas del tubo capilar

Figura Anexo: A-2. Referencia del bulbo.
Figura Anexo: A-3. Referencia del conector.

Figura Anexo: A-4. Referencia del pegamento.

Figura Anexo: B-1. Secuencia 1.
Figura Anexo: B-2. Secuencia 2.
Figura Anexo: B-3. Secuencia 3.
Figura Anexo: B-4. Secuencia 4.
Figura Anexo: B-5. Secuencia 5.
Figura Anexo: B-6. Secuencia 6.
Figura Anexo: B-7. Secuencia 7.
Figura Anexo: B-8. Secuencia 8.

Figura Anexo: B-9. Secuencia 9.

Figura Anexo: B-10. Secuencia 10.
Figura Anexo: B-11. Secuencia 11.
Figura Anexo: B-11. Secuencia 11.
Figura Anexo: B-13. Secuencia 13.
Figura Anexo: B-14. Secuencia 14.
Figura Anexo: B-15. Secuencia 15.
Figura Anexo: B-16. Secuencia 16.
Figura Anexo: B-17. Secuencia 17.
Figura Anexo: B-18. Secuencia 18.
Figura Anexo: B-19. Secuencia 19.
Figura Anexo: B-20. Secuencia 17.

XVII

54
55
57
57
58
58
59
59
60
60
60
61
61
61
62
62
62
63
63
63
64
64
64
65
65
65






Introduccion

La historia demuestra que desde la Antigiiedad el hombre ha tenido la necesidad de dar
solucion a los problemas practicos que le iban surgiendo. Inventos como la rueda, la maquina de
vapor o los vehiculos espaciales han permitido la supervivencia y evolucion del ser humano.
Cuando se estudia un Grado de Ingenieria se adquieren conocimientos que abarcan distintas
disciplinas tales como fisica, matematicas, electronica o mecanica de fluidos. Es por ello, que todo
ingeniero hace uso de su formacion académica para plasmar dichos conocimientos en soluciones
pragmaticas que se ajusten a las necesidades y limitaciones del proyecto bajo estudio.

La ingenieria sirve para dar respuesta a problemas de caracter aerondutico, civil o industrial pero
también es necesaria en otros &mbitos de estudio diferentes como puede ser la biomedicina. Este es
el caso del presente proyecto pues el problema al cual se le quiere dar solucién esta inmerso en
dicho campo de estudio. Esto hace que sea necesario, por parte del ingenierio, adquirir
conocimientos ajenos a su especialidad.

La raiz de este proyecto no es otra que el deseo de ser padres y tener la necesidad, por el motivo
que sea, de recurrir a la reproduccion asistida para lograrlo. Para poder llevar a cabo dicho proceso
es necesario, a su vez, recurrir a la criopreservacion de células sexuales, 6vulos y espermatozoides.
Bidlogos y embridlogos seran los encargados de analizar y optimizar los protocolos de
criopreservacion de dichas células mientras que los sistemas para poder realizar el proceso son
desarrollados en el &mbito ingenieril. Para realizar este trabajo de fin de grado se parte de la base de
que ya se dispone de un sistema cerrado para criopreservar ovulos, el SafeSpeed device, asi como
de varios sistemas que permiten la carga y descarga del mismo. No obstante, el reto al que nos
enfrentamos es el de inventar un sistema de carga y descarga alternativo que ofrezca mejores
prestaciones que los actuales. Este hecho, dara lugar a la realizacion de varios ensayos con
diferentes métodos, la mayoria de los cuales se irdn descartando por diferentes motivos; cerrando
asi un circulo de investigacion hasta alcazar un sistema que sea viable en clinicas de reproduccion
asistida.

Dentro de la Mecdnica de los Medios Continuos aquella rama de la Fisica que estudia el
movimiento de los fluidos y las fuerzas que lo provocan es la Mécanica de Fluidos. En este proyecto
serd necesario analizar el comportamiento de un liquido y un gas en el interior de tubos, microtubos
y capilares, asi como el movimiento de la entrefase aire-liquido. Por todo ello esta disciplina tendra
un papel fundamental en el desarrollo del mismo.

El contenido de este documento seguird una estructura deductiva. En primer lugar, sera
necesario contextualizar el proyecto, para ello se describira el proceso de criopreservacion de dvulos
y se describiran los sistemas, abierto y cerrado, empleados en la actualidad. A continuacién, se
centrara el trabajo en el sistema cerrado SafeSpeed device, en concreto, se describiran los sistemas
de aspiracion actuales y se plasmaran las ideas de nuevos sistemas, profundizando en aquellos que
ofrecieron mejores resultados. Finalmente, se introduce la posibilidad de automatizar dicho sistema.
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1 CRIOPRESERVACION DE OOCITOS

a Biologia es la ciencia que se encarga del estudio de los seres vivos. Es una ciencia muy

amplia y abarca numerosas ramas de conocimiento: Anatomia, Etologia y Ecologia, son

algunas de ellas. No obstante, sera la Criobiologia la que despierte mayor interés en el
desarrollo de este proyecto.

El estudio del comportamiento que experimientan las células, tejidos, drganos u organismos
completos cuando son sometidos a la exposicion, por un cierto periodo de tiempo, de temperaturas
mas bajas de las normales es competencia de la Criobiologia. Dichas temperaturas pueden abarcar
desde temperaturas hiportérmicas hasta temperaturas criogénicas.

En el siglo XVIII, Lazaro Spallanzani conocido como “Bidlogo de Bidlogos” realizé un proceso de
congelacién y descongelacion de una muestra de semen, este hecho supuso la primera
criopreservacion de gametos humanos de la que se encuentran datos. A lo largo del XX los avances
en esta materia fueron bastante notables, pues el ebjetivo principal era criopreservar dvulos y
espermatozoides mediante el desarrollo de protocolos de enfriamiento que propiciaran buenos
resultados. En 1953, gracias Bunge y Sherman, se pudo llevar a cabo la primera inseminacion
artificial exitosa a partir esperma humano, glicerado y congelado a —70°C, temperatura de
solidificacion del gas carbonico.

A principios del siglo XXI, mas de 625.000 mujeres estadounidenses padecieron cancer;
alrededor del 8% tenian menos de 40 afios por lo que estaban en un rango de edad viable para
poder gestar. Sin embargo, por desgracia, los tratamientos actuales contra el cancer generan en las
pacientes disfuncion ovarica, anovulacion o en situaciones mas severas infertilidad. Por ello, gracias
a las técnicas de criopreservacion las mujeres que sufren cancer tienen la posibilidad de extraer y
conservar sus Ovulos antes de someterse a las sesiones de quimioterapia o radioterapia que
permiten combatir dicha enfermedad, manteniendo asi la posibilidad de, una vez ganada esa
batalla, ser madres.

Originalmente, la base de la preservacion de embriones humanos radicaba en las técnicas de
cripreservacion ensayadas con roedores. Los embriones se sometian a un proceso de enfriamiento
lento alcanzando temperaturas de —100°C, sumergiéndolos entonces en nitrégeno liquido!. Afos
después se observd que, si los embriones se descongelaban rdpidamente, a una velocidad de
enfriamiento determinada, entonces el proceso de enfriamiento lento debia interrumpirse entorno a
—30°C o —40°C. Frente a este proceso de enfriamiento lento y en el ambito de la reproduccion
asistida en humanos surge, mas recientemente, un nuevo concepto: el proceso de vitrificacion.

1 Nitrégeno liquido, (N,): es un gas licuado, incoloro, inodoro y no combustible. Se emplea en las tecnologias y biotecnologias reproductivas
con la finalidad de conservar tejidos, esperma, oocitos o cualquier otro tipo de material bioldgico. Para poder manipular este gas sin
cometer ninguna imprudencia es necesario conocer sus propiedades y tomar ciertas medidad de seguridad.
- Noesun gas toxico, pero puede provocar asfixia si el oxigeno del aire es reemplazdo por él.
- Puede ocasionar congelacién a través del contacto, generando lesiones en los tejidos simalares a las producidas por una
quemadura.
- Se corre el riesgo de explosion por evaporacion. El N,liquido tiende a evaporarse por ello, para evitar dicho riesgo de explosion
es necesario que el recipiente o cantara que lo contenga disponga de una salida de gases.



2 Criopreservacion de oocitos

1.1 Congelacion lenta vs vitrificacion.

Hoy en dia, son dos las técnicas que destacan en el proceso de criopreservacion de ovocitos: la
congelacion lenta y la vitrificacion. El proceso de criopreservacion consiste en mantener los oocitos
congelados de tal forma que sea factible preservar su viabilidad en el tiempo. Esto es posible debido
a que al congelar una célula se induce en ella un parén bioldgico, es decir, durante el periodo de
tiempo en el cual permanence congeada no se produce ningtin cambio de sus reacciones bioldgicas
o bioquimicas. No obstante, el proceso de congelacion de dvulos no es ni mucho menos una
trivialidad pues es necesario tener en cuenta una serie de factores que no resultan beneficiosos en
dicho proceso. A continuacion, se destacan algunos de los puntos mas relevantes:

e Durante el proceso de enfriamiento existe una franja bastante critica comprendida entre
los 15°C y los —5°C a partir de la cual puede tener lugar el dano celular. Tanto los
lipidos? de la membrana como los microtubos del huso meiético® pueden sufrir dafios de
caracter irreversible.

e Desde los —5°C a los —80°C se corre el riesgo de que se formen pequefios cristales de
hielo que pueden dafiar la estructura de la membrana celular.

e Entre los —=5°C y los —150°C puede tener lugar un proceso de solidificacion del medio,
originando el dafio celular tal que la zona peltcida* es la que se vera mas afectada.

e La membrana celular también se puede ver afectada por el aumento de la concentracion
de solutos, consecuencia de la deshidratacion celular.

Estos efectos nocivos para la conservacion celular se pueden combatir mediante el uso de
crioprotectores y, por supuesto, controlando la temperatura en los protocolos de criopreservacion.

% AGENTES CRIOPROTECTORES

Por los motivos expuestos anteriormente es necesario que los embriones, durante los procesos de
enfriamiento y calentamiento, se encuentren suspendidos en soluciones compuestas por solutos
crioprotectores. Estas soluciones tienen que cumplir una serie de caracteristicas:

e Alenfriarse, deben vitrificar a una tasa repetible.
e Al calentarse, deben permanecer vitreas.

e Durante el periodo en el cual el embrion se encuentra expuesto a ellas, no deben ser

2 Lipidos: conjunto de moléculas organicas constituidas principalmente por Carbono, Hidrégeno y un pequefio porcentaje de Oxigeno. Son
insolubles en agua y su funcién dentro de los organismos puede ser de reserva energética, de soporte estructural o tener una funcién
reguladora.

3 Huso meiético: también denominado Huso acromatico es un conjunto de microttibulos que brotan de los centriolos durante el proceso de
division celular.

4 Zona pelticida: capa externa que rodea los ovocitos y cuya finalidad es dar proteccién y soporte alimenticio al ovocito en la fase prematura
de desarrollo.
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toxicas.

Los embriones se caracterizan porque son mas permeables al agua que a los crioprotectores por
ello, cuando estan bajo la accion de un agente crioprotector, en primer lugar, tienden a contraerse.
Esta disminucion de tamano es debida a la deshidratacién por la hiperosmolaridad de la solucion
extracelular. Para que la criopreservacion de gametos sea efectiva es necesario aplicar
concentraciones de crioprotectores bastante elevadas, pero esto puede provocar toxicidad,
bioquimica o por extrés osmotico, en las células. Por ello la seleccion de los crioprotectores jugara un
papel importante en el proceso de criopreservacion de oocitos u otras células.

En la siguiente tabla se muestran algunos ejemplos de crioprotectores. Se puede observar como
se distribuyen en tres grandes grupos atendiendo a las propiedades de permeabilidad y peso

molecular.
Permeables & Bajo peso No permeables & Bajo No permeables & Alto
molecular peso molecular peso molecular
Metanol Glucosa Polivinilpirrolidona
Etilenglicol Sacarosa Alcohol polivinilico
Dimetilsulfoxido Galactosa Hialuronidato de sodio
Otros alcoholes Otros azucares Otros polimeros

Tabla 1-1: Clasificacién de agentes crioprotectores

Se tienen por tanto agentes permeables que penetrardn en la célula y agentes no permeables que
acturan en el exterior de la misma. Ambos tienen como finalidad propiciar la deshidratacion de la
célula, no obstante, los crioprotectores penetrantes asumirdn la responsabilidad de evitar la
formacion de cristales en el interior de la misma e impidiran que tenga lugar el fendmeno de extrés
osmotico. La concentracion de crioprotector esta ligada a la efectividad del proceso de vitrificacion,
concentraciones elevadas propician buenos resultados, pero como ya se ha mencionado pueden
provocar la toxicidad de la célula. Por ello, el reto radica en combinar diferentes tipos de
criprotectores en pequefias cantidades reduciendo asi los efectos nocivos que puediesen aparecer
debido a las altas concentraciones.

Los crioprotectores seran necesarios tanto en el método tradicional o de equilibrio denominado
Slow freezing, como en el método de vitrificacion; siendo este ultimo un método de no equilibrio
cuyo uso, a dia de hoy, solapa el método tradicional. En los siguientes subapartados se describirdn
brevemente ambos procesos de criopreservacion. No obstante, es necesario destacar que el proceso
de vitrificacion, a dia de hoy, ofrece mejores resultados que el método tradicional. La diferencia
fundamental estriba en que, como se vera en mas detalle a continuacidn, en el método tradicional se



4 Criopreservacion de oocitos

va regulando la velocidad de enfriamiento durante un periodo de tiempo determinado, de ahi que
se conozca como congelacion lenta, mientras que en la vitrificacion podria decirse que el
enfriamiento se lleva a cabo de forma casi instantanea. Por ello, con esta segunda técnica es posible
reducir o llegar a eliminar la formacion de cristales de hielo dentro y fuera de la célula. Esto tiene
como consecuencia que las tasas de superviviencia con el método de vitrificacion sean superiores a
las obtenidas con la técnica de criopreservacion tradicional.

1.1.1 Congelacion lenta (Slow freezing).

Este protocolo se caracteriza porque al someter a la célula a una variacion lenta de temperatura
esta es capaz de responder osmdticamente originando la deshidratacion de la misma. Para poder
llevar a cabo este procedimiento es necesario que el descenso de temperatua se lleva a cabo de
manera programada, donde la variable sobre la cual se ejercera el control sera la velocidad de
enfriamiento o calentamiento.

El protocolo orignal de criopreservacion se caracterizaba porque la velocidad de enfriamiento
oscilaba entre 0.3 — 0.5°C/min, los embriones se enfriaban hasta temperaturas lo suficientemente
bajas entre —80°C y —120°C. Fué entre 1977 y 1978 cuando Willadsen propuso una variante a dicho
procedimiento, consistia en mantener la velocidad de enfriamiento constante a 0.3°C /min mientras
los embriones, de origen bovino, se enfriaban hasta —35°C antes de introducirlos en nitrégeno
liquido.

Hasta hace relativamente pocos afios, el slow freezing era el método que se empleaba en las
clinicas de reproduccion asistida para criopreservar los oocitos. A continuacion, se describe
sucintamente uno de los protocolos de enfrimiento/calentamiento para reproducir dicho método:

En primer lugar, es necesario destacar que para llevar a cabo este proceso se necesitan pajuelas
que se puedan sellar herméticamente y un congelador programable.

< CONGELACION DE OVOCITOS

¢ Manteniendo una velocidad de enfrimiento constante de 2°C/min se disminuye la
temperatura hasta —7°C. Una vez alcanzada dicha temperatura se realiza la induccion
manual de seeding® y se mantienen los oocitos a temperatura constante durante 10min.

e El siguiente paso consiste en disminuir la temperatura, a una velocidad de enfriamiento
de 0.3°C/min, hasta los 33 grados bajo cero.

e Por tltimo, cuando se hayan alcanzado los —33°C, se sumergen las pajuelas en nitrégeno
liquido.

5 Induccién manual del seeding: consiste en la formacion de hielo extracelular; se realiza tocando las paredes del recipiente que contiene el
ovocito, bafiado en crioprotectores, con una especie de varilla metalica que se encuentra a la temperatura propia del nitrégeno liquido,
—196°C. Esta fase es critica pues inicia el proceso de deshidratacién de los ovocitos.
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< DESCONGELACION DE OVOCITOS

e El primer paso consiste en extraer las pajuelas del Nitrégeno liquido y dejarlas durante
40s a temperatura ambiente.

e Posteriormente, se dejan durante 1min a bafio maria (31°C).

e Entonces, se lleva a cabo un proceso de rehidratacion de los ovocitos y eliminacion de los
agentes crioprotectores con el objetivo de que los oocitos recuperen su estructura normal.

e Finalmente, antes de que se microinyecten es necesario que permanezcan en una
incubadora a 31°C.

1.1.2 Vitrificacion.

Frente a la técnica de Slow freezing descrita en el apartado anterior, el proceso de vitrificacion es
mas novedoso y ofrece mejores resultados. La vitrificacion se caracteriza principalmente por la
aplicacion de velocidades ultrarrdpidas de enfriamiento. Esto se consigue con la reduccion de
medio de vitrificacion que, por otra parte, también permite reducir la concentracion de
crioprotectores y por consiguiente se reduce el peligro de toxicidad en la célula.

El proceso de vitrificacién cuenta con una serie de pasos que se recogen en los siguientes puntos:

e En primer lugar, es necesario deshidratar los ¢vulos. Para ello se van sumergiendo los
ovulos en distintas soluciones de equilibrio de forma que la concentracion de
crioprotectores vaya en aumento.

e En segundo lugar, una vez que el oocito se encuentre en el medio de vitrificacién es
necesario depositarlo en el sistema de vitrificacion ya sea un Cryotop o el SafeSpeed. Es
importante que la cantidad de medio de vitrificacion que acompafia al dvulo sea minima.

e Por tultimo, se induce el enfriamiento ultrarrapido. Esto se consigue sumergiendo el
dispositivo que contiene el oocito en el recipiente que aloja el Nitrégeno liquido a
—196°C.

Una vez que los dvulos son congelados, en algin momento, serd necesario descongelarlos. Este
proceso de desvitrificacion se caracteriza porque, al igual que en el método tradicional es necesario
volver a hidratar el dvulo. Para ello, se sumerge la pajuela en soluciones de desvitrificacién con el
objetivo de eliminar los crioprotectores. Finalmente, antes de microinyectar el évulo es necesario
someterlo a un proceso de incubacion, tal y como ocurria en el proceso de Slow freezing.
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2 SISTEMAS DE ALMACENAMIENTO DE OOCITOS

2.1 SafeSpeed vs Cryotop.

El proceso de vitrificacion de gametos humanos requiere del empleo de un sistema de
almacenamiento de los oocitos. Es decir, para poder sumergir las células en el contenedor de
Nitrégeno liquido y llevar a cabo el proceso de enfriamiento ultrarrapido es necesario que,
previamiente, las células sexuales hayan sido depositadas en un recipiente determinado. Dicho
recipiente de alamacenamiento es conocido popularmente como pajuela y esta puede ser de dos
tipos: el Cryotop, cuyo uso estd mas extendido por ser el método pionero de vitrificacion, o el
SafeSpeed que poco a poco se va abriendo camino en las clinicas de reproduccion asistida. No
obstante, es necesario destacar que el proceso de vitrificacion es relativamente moderno y se
encuentra en auge en la actualidad. Pues, dado que ofrece mejores resultados que el método
tradicional de Slow freezing, son muchos los ciéntificos e ingenieros que tratan de mejorar los
protocolos relativos a esta técnica de criopreservacion y, a colacién, también se busca mejorar los
sistemas empleados para llevar a cabo el proceso.

El Dr. Masashige Kuwayama, nacio el 15 de Enero de 1962 en
Osaka. Su interés por la biologia surgi6 a raiz del regalo que le
hizo su padre al cumplir los 10 afios, un microscopio.

A partir de 1983, emprendio su carrera en el &mbito ciéntifico,
en concreto, sus investigaciones se encauzaron en la rama de la
embriologia. Por consiguiente, los avances en las técnicas de
criopreservacion y Fencundacion In Vitro marcaron su futuro
profesional.

Figura 2-1. Dr. Masashige Kuwayama [12].

Fue a finales del siglo XX cuando presentd su nuevo método de vitrificaciéon, conocido
mundialmente como Cryotop, también fue el impulsor y creador del primer banco de oocitos
humanos denominado ‘Future Mother’.

El Dr. Ramon Risco Delgado, nacido en Sevilla en 1966, se
doctord en Fisica en el 1997. Los primeros anos de su vida como
investigador se cifieron a la Fisica nuclear y, especialmente, a la
Mecanica Cudntica.

En el afio 2002, su linea de investigacion did un giro
transcendental, centrando sus estudios en la biotecnologia.

Figura 2-2. Dr. Ramén Risco Delgado [13].
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En concreto, la criopreservacion de material bioldgico constituiria uno de los ntcleos de sus
investigaciones. Fue en el ano 2007, cuando consigue criopreservar ciertos tipos de células,
esencialmente oocitos, mediante el desarrollo de un nuevo sistema de vitrificacion, el SafeSpeed.

2.1.1 Proceso de vitrificacion/desvitrificacion con uso de Cryotop.

El método de vitrificacion Cryotop consta de dos fases: la vitrificacion, cuya duracion
aproximada es de 16min, y el proceso de calentamiento o descongelacion para el cual son
necesarios 10min. En la siguiente imagen y a nivel de esquema se muestran ambos protocolos:

ES Step2 ES Step3
2404 |

3min Smin

Vitrification
Protocol

(Oocyte |
Cool ing
* (=23000°C/min)
Ws2 GExD  ws1@@ZD  DS(ID TS e o0rc/min
nNa| ,
\M‘_\/ﬁ\/ - ﬁ -
Imin omin 3min

Figura 2-3. Protocolo de vitrificacion, Cryotop [15].
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Los ttiles y productos impresecindibles para llevar a cabo el proceso se describen a continuacion:

ryoltech

“Perfoct Suryival & Safery”
oo bt

-
:‘2 R T

P I R

Figura 2-4. Kit de vitrificacion, [14].

e Soluciones de vitrificacion/desvitrificacion: son vitales en el proceso de criopreservacion
ya que asociadas a ellas estd la posibilidad de mantener las células al margen de
cualquier efecto nocivo que provoque el proceso: evitar la formacion de cristales intra o
extracelulares es un ejemplo de ello.

Vitri$  VitriS Warm  warm Warm
S Stor Stot Con S

BENo. JIHAE W No JIRAE  HANOJIHAL 100 s 1SUNO. S

—

Figura 2-5. Soluciones de vitrificacién/desvitrificacion, [14].

e Placas petri: Durante la vitrificacion o desvitrificacion es necesario, como ya se hizo
referencia con anterioridad, suspender los évulos en distintas soluciones las cuales, se
depositan previamente, sobre sendas placas petri confeccionadas para dicho uso.

000]

G /‘i (-\
t/ { i// ¢//

N\

Figura 2-6. Placa petri, [14].
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-

Figura 2-7. Placa petri, soluciones, [14].

ES VS1
Figura 2-8. Deposicion de oocito en placa petri, [14].

Pajuela Cryotop: es uno de los principales elementos en el proceso de vitrificacion y
posterior almacenamiento de las células. A continuacién, se describe este sistema con
mayor precision, pues supone la diferencia fundamental respecto a la vitrificacion con el
SafeSpeed. No obstante, es menester destacar en este punto que existe una variante del
Cryotop denominada Cryotec. Sin embargo, en el presente trabajo, no se hara una
distincion exhaustiva entre ambas, pues la pajuela sobre la que recae el interés del mismo
es el SafeSpeed Device. Por ello, tal y como se ha venido haciendo hasta el momento la
terminologia que se empleard serd, en todo momento, Cryotop.

Figura 2-9. Pajuela Cryotop, [16].
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% SISTEMA DE ALMACENAMIENTO CRYOTOP

El cryotop supuso un antes y un después en el ambito de la criobiologia. Este novedoso sistema
permitia llevar a cabo procesos de vitrificacion existosos, pues erradicaba en gran medida los dafos
acaecidos por la formacién de cristales en las células. Debido a ello, su uso se ha ido expandiendo a
nivel mundial siendo, a dia de hoy y globalmente hablando, el método mas empleado en clinicas de
reproduccion asistida.

Este sistema de almacenamiento se caracteriza por ser simple y facil de usar. Tal y como se
aprecia en la imagen inferior, el Cryotop consta de una lengiieta de polipropileno sobre la cual se
depositan los oocitos. La marca negra indica la posicion a partir de la cual debe posicionarse el
ovulo. Para facilitar el manejo de la pajuela esta dispone de un mango de plastico. Ademas, para
proteger los ovocitos durante el periodo de almacenamiento la pajuela dispone de una carcasa de
plastico transparente.

CONE-SHAPED
‘ STRIP JUNCTION

ra

RED MARK
LOADING LIMIT

SECURITY-ORIENTATION
MARK

|
4

WIDER STRAW CAP
ENTRANCE

Figura 2-10. Pajuela Cryotop, [18].
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Se define como un sistema semi abierto pues las células sexuales, oocitos, se depositan sobre la
lengiieta y, a continuacion, esta se introduce en la carcasa protectora; la cual, ya esta previamente
sumergida en el contenedor de Nitrogeno liquido. Es en ese momento cuando se lleva a cabo el
proceso de sellado del extremo de la carcasa; La selladora que se emplea en el proceso, asi como el
contenedor de Nitrogeno liquido se pueden observar en la siguiente imagen:

Figura 2-11. Selladora y Contenedor para el bafio en Nitrogeno liquido, Cryotop, [16].

Finalmente, en la siguiente imagen se muestran las tasas de supervivencia de diferentes grupos
celulares sometidos al proceso vitrificacion y desvitrificaciéon mediante Cryotop:

Oocytes Oocytes Oocytes Oocytes Embryos Embryos Embryos Blastocysts  Blastocysts
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
n=3.286 n=124 n=168 n=898 n=124 n=168 n=898 n=168 n=8g8
Cobo Rienzi Parmegiani Solé Rienzi Parmegiani Sole Parmegiani Solé
2010 2010 2011 2013 2012 2012 2013 2011 2012

Figura 2-12. Tasas de superviviencia en grupos celulares, de origen humano, criopreservados con Cryotop [16].

Se observa que, en los tres grupos celulares estudiados: oocitos, embriones y blastocitos; la tasa
de supervivencia es superior al 80%.

11
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2.1.2 Proceso de vitrificacion/desvitrificacion con uso de SafeSpeed Device.

SafeSpeed es una técnica de criopreservacion alternativa al Cryotop que, al igual que este,
permite someter los ovocitos, embriones y blastocitos a procesos de enfriamiento y calentamiento
ultrarrdpidos. Se caracteriza principalmente por ser un método sencillo, seguro y eficiciente.
Ademas, la rapidez en la realizacion del proceso es otra de sus caracteristicas a destacar.

Los procesos de vitrificacion/desvitrificacion se muestran, a continuacion, en sendos esquemas:

PROTOCOL
COOLING

1: PRE-LOAD
Prelaod the capillary
with media and two
small air gaps

3: SEALING Automatized
sealing of both ends
(capillary first)

2: LOADING
Load the
oocyte into
the
capillary
and place
it between
the two
marks

N

4: VITRIFICATION
Plunge the device
capillary first into
liquid nitfrogen
container

—— |
Inside LN2, slide down the protector

cap until it clicks at the security
mark.

5: STORAGE
Take the visotube/
goblet containing the
SafeSpeed from the
transfer handle to your
long storage tank

Click! ‘

Figura 2-13. Protocolo de vitrificacién, SafeSpeed [13].

PROTOCOL
WARMING

1.PREPARATION Place water at

Place visotube 37°C in the
in LN2in the container
container

e —

2. WARMING

1. Cut the Sealed end.

2. Transfer as fast as
possible to the warm
water, remain there
for 2 seconds.

3. Connect to aspiration
system,

The
capillary
Is now
exposed,
do not
release the
SafeSpeed

Pull the plastic cover up to
the Writing Area

Rub with your fingers in circles
to warm the plastic cover until

you can slide it up

3. RECOVERY

Gently expel oocyte into TS /
media and continue with
thawing protocol as usual

Connect, and cut capillary O
'
s )
]

4. Cut the capillary
above the sealed
area

5. RecoverinTS

30 seconds

Figura 2-14. Protocolo de calentamiento, SafeSpeed [13].
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Para llevar a cabo los procesos arriba descritos son necesarios una serie de elementos analogos a
los empleados en el método Cryotop. Por ello, sera el SafeSpeed Device el que marcara la principal
diferencia. De ahi, que ambos métodos deban su nombre al sistema encargado de alamacenar los
oocitos o célula en cuestion en el proceso de criopreservacion.

e Medios de vitrificacion/desvitrificacion: cada protocolo, ya sea el de enfriamiento o el de
calentamiento requiere de tres soluciones. En el proceso de vitrificacion se emplea un
medio base, otro de equilibrio y el propio de vitrificacién; por su parte, durante el
calentamiento seran las soluciones de calentamiento, disolvente y la de lavado las que
marquen el proceso. La funcién de estos medios, ya mencionada en el método Cryotop,
es proteger a la célula evitando la formacién de cristales o cualquier otro efecto nocivo
para la misma.

Figura 2-15. Soluciones de vitrificacién/desvitrificacion, [13].

e SafeBox: este dispositivo cuenta con dos oquedades que, durante el proceso de
calentamiento, contendran Nitrégeno liquido y agua a 37°C. La carcasa es de acero
inoxidable mientras que el interior esta construido a partir de un material que se emplea
en la industria aeroespacial, Polietileno de grado 5.

Figura 2-16. SafeBox, [13].
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Por otra parte, en el proceso de vitrificacion, la pajuela solo es necesario introducirla en la
oquedad de Nitrégeno liquido sin necesidad de tener que pasar por un bafio maria. Por
ello se optd por diseniar un contenedor similar al del método Cryotop que, para el
proceso de calentamiento, iria acompanado de un contenedor de menor dimension al
que se denominara taza. Ambos dispositivos estan en constante reconstruccion para
poder optimizar sus dimensiones lo maximo posible y facilitar asi el futuro trabajo en los
laboratorios de reproduccion asistida.

En la siguiente imagen se puede observar un prototipo de la taza que acompana al
contenedor de Nitrogeno liquido citado con anterioridad. Este prototipo fue desarrollado
en el laboratorio durante la realizacion de este proyecto. Para su elaboracion se empleo
un programa de disefio CAD y una impresora bq 3D.

Figura 2-17. Prototipo de taza para proceso de calentamiento.

SafeSealer: como se explixard a posteriori, para llevar a cabo el proceso de
criopreservacion de oocitos correctamente es necesario sellar el SafeSpeed device. Este
dispositivo cuenta con dos selladoras manuales que permiten llevar a cabo dicho
proceso. Tiene dos orificios de entrada, uno para el sellado del capilar y el otro para el
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sellado del postizo, pues al tratarse de materiales diferentes tanto la temperatura como el
tiempo de sellado son disntitos.

El proceso de sellado es muy simple, basta con introducir el capilar o el postizo en la
selladora correspondiente y con el dedo pulgar presionar la selladora. Esta cuenta con un
led que se enciende en el momento en que se ejerce la presion y, una vez finalizado el
proceso, este se apaga y ya se puede retirar el SafeSpeed. En caso de que el led no se
encienda es un aviso de que no se estd ejecutando el proceso correctamente,
probablemente sera necesario ejercer mas presion.

Figura 2-18. SafeSealer, [13].

A pesar de tratarse de un procedimiento sencillo y eficaz, la tendencia actual a la
automatizacion es primordial. Por ello, a lo largo de este curso se ha ido desarrollando un
prototipo alternativo de selladora. Se busca aumentar la sencillez manteniendo la
eficiencia.

En la SafeSealer automatica se mantiene la filosofia de diferenciar el sellado del capilar
del sellado del postizo, es decir, consta de dos selladoras donde cada tendra
implementado el codigo de sellado indicando la temperatura y tiempo correspondientes
al sellado de una de las partes del SafeSpeed. Esta selladora, a diferencia de la manual,
cuenta con una pantalla en la que iran apareciendo las indicaciones a seguir en el proceso
de sellado; facilitando asi la labor del embridlogo. El sellado es automatico gracias a que
dispone de dispositivos tales como fotorresistencias o switches capaces de detectar la
posicion del capilar o del postizo e iniciar automaticamente el sellado de los mismos. Es
importante tener en cuenta que en el proceso de sellado primero se sella el capilar y
posteriormente el postizo por ello, la SafeSealer automatica se encuentra implementada
para que se siga ese procedimiento y ninguno otro alternativo. Este prototipo de
selladora alberga grandes expectativas y posiblemente en muy poco tiempo sustituya a
las SafeSealler actuales.

15
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o Pajuela SafeSpeed: dispositivo encargado de almacenar los oocitos durante el proceso de
criopreservacion.

Figura 2-19. SafeSpeed, [13].

e Sistema de aspiracién: facilita la introduccion del oocito en el SafeSpeed Device, el
posicionamiento del mismo en la zona de almacenamiento y la posterior expulsion.

s SISTEMA DE ALMACENAMIENTO SAFESPEED

El SafeSpeed device es un sistema de almacenamiento completamente cerrado cuya base radica
en la optimizacion del proceso de calentamiento. Gracias al empleo de las selladoras mencionadas
con anterioridad el SafeSpeed queda herméticamente cerrado antes de entrar en contacto con el
Nitrogeno liquido, evitando asi cualquier riesgo de contaminacion.

La velocidad de calentamiento que requiere este disposivitivo para el empleo de soluciones de
vitrificacién de oocitos humanos es de 200.000°C /min, mientras que con una solucién estandar es
de 600.000°C /min.

El dispositivo SafeSpeed estd constituido por diversas partes claramente diferenciadas; en la
siguiente imagen se muestra un esquema del mismo:

I .
| Capillary
C—

Colored Writing Colored Protector Cap Security Marks

end Area Segment 1st: Thermosealing
2nd & 3rd:
Sample
placement

Figura 2-20. SafeSpeed (esquema), [13].
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Colored End (E): esta zona, también denominada pajuela francesa o postizo, se
corresponde con el extremo del SafeSpeed. Tiene dos misiones importantes; por una
parte, sirve de punto de anclaje al sistema de aspiracion que se desee usar y por otra es el
area en la cual se ejecuta el sellado posterior del SafeSpeed.

Colored
end

Figura 2-21. Colored End (SafeSpeed), [13].

Writing Area (G): conocida como zona de escritura es la parte del SafeSpeed destinada a
la identificacion del material bioldgico que se introduce y almacena en el dispositivo. Asi
como el resto de elementos son de seccion circular, este segmento tiene seccion cuadrada
para facilitar la escritura en el mismo y, por ello, siempre sera de color blanco.

Writing
Areq

Figura 2-22. Writing Area (SafeSpeed), [13].

Colored Segment (B2): Forma parte de la carcasa de la pajuela principal y su funcion el
dar proteccion a la misma. Cuando el capilar estd sin protecciéon esta zona estd
completamente cubierta por el Protector Cap, por lo que también es un indicador del
nivel de proteccion del capilar.

17
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Colored
Segment

Figura 2-23. Colored Segment (SafeSpeed), [13].

Protector Cap (D): es uno de los componentes de mayor importancia en el SafeSpeed
device pues su funcidn es proteger el capilar y, por consiguiente, evitar que se formen
tronchamientos en él; ya que una deformacion en el capilar puede generar dafios en los
oocitos almacenados u obstruir el conducto.

< v

Protector Cap
Figura 2-24. Protector Cap (SafeSpeed), [13]

Pajuela Principal (A): conducto de seccion circular cuya longitud se extiende desde que
el capilar deja de estar expuesto al medio exterior hasta el final del SafeSpeed donde se
localiza el postizo.

Capillary (C): el capilar es el componente vital del SafeSpeed pues, en su interior, es
donde se alojardn las células destinadas al proceso de criopreservacion. El capilar cuyo
didmetro es de orden micrométrico tiene una longitud de 71mm, de los cuales solo
24mm son visibles a simple vista, tal y como se observa en la imagen inferior. Esta zona
solo se encuentra protegida por el Protector Cap por ello cuando se estd manipulando el
SafeSpeed es necesario hacerlo con cuidado evitando en todo momento dafiar el capilar
dado que ello provocaria la inutilizaciéon del mismo.
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En el capilar se pueden apreciar tres marcas negras cuya importancia se describe a continuacion:

Figura 2-25. Marcas de seguridad en el capilar (SafeSpeed)

d. esta marca indica la zona sobre la cual se debe realizar el sellado; cuando se sella el
capilar este pasa de tener una seccion circular a una seccion con tendencia conica; por
ello, es necesario que entre la zona de posicionamiento del oocito y la zona de sellado
exista una distancia de seguridad para que al realizar el corte del capilar para la
expulsion del 6vulo este circule sélo por la zona de seccion circular sin penetrar en la
zona conica.

b: marcaa partir de la cual se debe posicionar el oocito que se quiere someter al proceso

de vitrificacion.

C: marca limite, el oocito no debe sobrepasar esta zona; para que el proceso se realice con

éxito el ovocito debe mantenerse entre las marcas b y €.

El SafeSpeed es un dispositivo facil de manejar y de almacenar pues tiene una longitud total de
135mm. El hecho de que sea un sistema completamente cerrado permite evitar el riesgo de
contaminacion cruzada en ovocitos y embriones; no obstante, esto hace necesario el empleo de un
sistema auxiliar de aspiracion que permita manipular el évulo, introducirlo en el dispositivo y
posteriormente expulsarlo. Puesto que el objetivo de este trabajo es desarrollar un sistema de
manipulacion alternativo estos dispositivos se analizardn en los suscesivos apartados de manera
independiente.

19
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El SafeSpeed es un método de criopreservacion de oocitos con elevadas tasas de supervivencia,
hecho que se refleja en las siguientes imagenes cuya fuente es la Spin-off SafePreservation creada a
partir de un arduo trabajo de investigacion en la Escuela de Ingenieros de la Universidad de Sevilla.

Competence Value Benchmark Value SafeSpeed
Performance
Morphological survival 70% 95% for donors <30 95.9%

years

Cleavage Rate 10-30% lower than The same as for the Similar rates to fresh

that for the
comparable
population of fresh

embryos at the center

10-30% lower than
that for the
comparable

population of fresh

Embryo Development
and quality

comparable embryos
population of fresh

embryos at the center

Similar rates to fresh
embryos

The same a for the
comparable
population of fresh
embryos at the center

embryos at the center
Figura 2-26. Resultados SafeSpeed, [13].

Uno de los valores mas significativos de la tabla superior es que a nivel morfologico la tasa de
supervivencia de los oocitos empleando el método SafeSpeed es superior al 90%, por lo que genera
una clara competencia al método Cryotop. En referencia a la calidad y posterior desarrollo de los
embriones el método SafeSpeed ofrece resultados similares a los que se podrian obtener con
embriones frescos, es decir, embriones que no han sido sometidos a ningin proceso de
criopreservacion previo.

Por otra parte, con la colaboracion del centro de Reproducion Asistida Ginemed, se ha llevado a
cabo un estudio comparativo entre la viabilidad de oocitos frescos frente a oocitos que han sido
previamente vitrificados mediante el método SafeSpeed. En teoria, siguiendo los resultados de la
tabla superior estos deberian ser bastante similares; no obstante, a continuacién, se muestra un
grafico en el que se pueden apreciar los resultados de dicho estudio.
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Comparison of fresh and vitrified
donor oocytes

100

W "safeSpeed
(n=28)"
80 7 "Fresh
(n=31)"
m -
40 -

20 -

Normal

Survival Fecundation

Figura 2-27. Oocitos vitrificados con SafeSpeed vs oocitos frescos, [13].

A la vista de los resultados el método SafeSpeed es un método que ofrece garantia y calidad. No
obstante, siempre se busca optimizar al maximo los dispositivos y procedimientos para lograr los
mejores resultados posibles. Por ello, se ha analizado tanto el dispositivo SafeSpeed device como los
sistemas de aspiracion asociados al mismo y se han planteado una serie de cambios con el objetivo
de mejorar el disefio y los resultados.
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3 NUEVO PROTOTIPO DE SAFESPEED

lo largo del presente curso 2015-2016, se han ido desarrollando mejoras en el sistema de
Acriopreservarci()n SafeSpeed. Fue necesario recurrir al concepto de ingenieria
concurrente pues todos los dispositivos que intervienen en el proceso estan relacionados
entre si. Por una parte, se llevo a cabo el desarrollo de una SafeSealer alternativa, se pas6 de tener
una selladora manual a un prototipo de selladora automatica que mejoraba la calidad de sellado
alcanzada hasta la fecha; Por otra parte, y bajo mi responsabilidad, recaia el redisefio de algunas
mejoras en el dispositivo SafeSpeed device, asi como el desarrollo de un sistema de aspiracion
alternativo al actual.

Para llevar a cabo la realizacion de los nuevos planos del prototipo del SafeSpeed Device se hizo
uso del programa de disefio asistido por ordenador AUTOCAD. En este proyecto no se incluirdn
los planos completamente acotados pues fueron elaborados para SafePreservation. No obstante, se
hara alusién a las modificaciones correspondientes.

3.1 Modificaciones de la pajuela principal del SafeSpeed.

El SafeSpeed device que se emplea actualmente en las clinicas de reproduccion asistida tiene una
longitud de 135mm. La parte interna esta constituida por el capilar y por la pajuela principal, esta
dltima tiene una longitud de 111mm y como se aprecia en las siguientes imagenes el extremo
izquierdo finaliza antes del propio extremo del SafeSpeed.

L] =

Protector Cap (D)

Protector fijo de la pajuela principal (B1)
s Colored Segment (B2)
=== Pajuela Principal (A)
e=——== Postizo Pajuela Francesa (E)

Pajuela francesa (F)

Figura 3-1. Zoom zona Postizo SafeSpeed

=. —
e ———— -

Figura 3-2. Zoom zona Capilar SafeSpeed
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Protector fijo de la pajuela principal (B1)

Colored Segment (B2)
Pajuela Principal [A)
Postizo Pajuela Francesa (E)

Pajuela francesa (F)

Protector Cap (D)

Figura 3-3. SafeSpeed Device
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24 Nuevo prototipo de safespeed

El SafeSpeed estd disehado para que, una vez que se selle el capilar y el postizo, quede
herméticamente cerrado. Sin embargo, tal y como se aprecia en la imagen anterior, en el hipotético
caso de que debido a los procesos de enfriamiento y calentamiento ultrarrapidos se produjera
holgura o fisuras entre la zona de la pajuela francesa, postizo y zona de escritura, podrian
producirse filtraciones hacia el interior de la pajuela principal desembocando en el capilar. Una vez
analizada la estructura del dispositivo, el objetivo reside en plantear un nuevo prototipo en el cual
se reduzca aun mas la posibilidad de que se produzca una contaminacion de la muestra;
entendiendo por ello evitar cualquier tipo de contacto con el medio externo una vez que el ovocito
ya se encuentra dentro del capilar.

En la siguiente figura se muestra el nuevo concepto de SafeSpeed. Este prototipo tiene una
longitud de 135mm, manteniendo asi las dimensiones originales. Como ahora el sellado de la parte
posterior se realiza directamente sobre la pajuela principal, la pajuela francesa pasa a tener una
funcion de anillo de presion para el anclaje del sistema de aspiracion. Debido a esto fue posible
reducir la longitud de la pajuela francesa a la mitad, igualando su longitud con la de su propio
postizo, y prolongar asi la pajuela principal hasta alcanzar los 135mm originales.

Protector Cap (D)

Protector fijo de la pajuela principal (B1)
s Colored Segment (B2)
e Pajuela Principal (A)
=== Postizo Pajuela Francesa (E)

Pajuela francesa (F)

Figura 3-4. Prototipo SafeSpeed

e e - e

Figura 3-5. Zoom pajuela principal, nueva zona de sellado, SafeSpeed

En la amplizacion del extremo izquierdo del SafeSpeed se puede apreciar mejor como la pajuela
principal sobresale del cuerpo central del dispositivo quedando expuesta al exterior. Esa longitud
anadida debe ser sufienciente para poder llevar a cabo un correcto sellado de la misma,
garantizando condiciones herméticas de almacenamiento y no debe sobrepasar cierta dimension
que pueda dar lugar a condiciones de pandeo o rotura por flexion.

Esta posible modificacion del SafeSpeed device afecta a dos dispositivos complementarios: la
selladora y el sistema de aspiracion. En el prototipo de SafeSealer automatica debe modificarse la
configuracion de la selladora del postizo para que ahora lleve a cabo el sellado de la pajuela
principal; para ello, serd necesario adapatar la temperatura y el tiempo de sellado a este nuevo
material. Es importante destacar que la pajuela principal es menor didmetro que la francesa y el
material es mas resistente al aplastamiento, por ello la técnica de sellado serd mas compleja. Se
observa en los ensayos de laboratorio como al aplicar demasiada temperatura se produce el corte de
la pajuela antes de ser sellada; por ello la técnica consistira en derretir el plastico y a continuacion
ejecutar el aplastamiento.
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Figura 3-6. Sellado de la pajuela principal, SafeSpeed.

Por otra parte, en el sistema de aspiracion ha de tenerse en cuenta tanto la adapatacion, si fuera
necesaria, del anclaje SafeSpeed- Sistema de aspiracién como el hecho de que, en este nuevo prototipo,
el fluido sélo circulara por la pajuela principal y el capilar.

3.2 Modificaciones en el Protector Cap del SafeSpeed.

En sintonia con el apartado anterior y buscando mejoras en el dispositivo, el objetivo principal de
esta nueva modificaciéon es aumentar la longitud del Protector Cap 3mm. En el SafeSpeed actual,
una vez retirado el protector, el capilar queda completamente al descubierto; sin embargo, tras
realizar varios andlisis en el laboratorio se observa que una configuraciéon como la que se muestra en
la siguiente imagen resulta bastante atractiva por varios motivos.

Figura 3-7. Protector Cap, SafeSpeed Device

En la figura se aprecia como el capilar queda parcialmente protegido por el Protetor Cap,
situacidn que se consigue evitando desplazar el protector hasta el final de su recorrido. No obstante,
resulta mas cdmodo aumentar la longitud del protector tal que al retirar el mismo hasta el final de
su carrera este cubra parcialmente al capilar. Esta configuracion permite dos tipos de mejoras
sustancialmente importantes. Por una parte, permite evitar el deterioro o tronchamiento del capilar,
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26 Nuevo prototipo de safespeed

mientras que por otra permite aumentar el d&ngulo del dispositivo respecto a la placa petri durante
su manipulacion.

Las ventajas, anteriormente descritas, se muestran en la siguiente imagen:

Figura 3-8. Evitar tronchamiento del capilar, SafeSpeed Device

En la figura se puede observar como el angulo de manipulacion del SafeSpeed respecto a la placa
petri es ligeramente superior a 45° y, gracias a la proteccion del Protector Cap, el capilar no se
deteriora.

En la nueva situacién surge una controversia y es que la distancia entre las marcas negras de
seguridad del capilar y la zona de mala transferencia térmica se ha reducido. Este es un punto de
vital importancia para que el proceso de criopreservacion se lleve a cabo con éxito; por ello, es
necesario que el margen de seguridad en la tranferencia térmica sea el mismo que se tiene en el
SafeSpeed actual. Para conseguir esto es necesario aumentar la longitud del capilar 3 mm al igual
que se hizo con el portector, de tal forma que las cotas entre capilar y protector se mantegan
constantes. Este incremento implica que la distancia entre el extremo de la pajuela principal y la
primera marca negra se incremente a 11 mm tal y como se muestra en la siguiente imagen:

) T

PRIMERA MARCA
HEGRA

EXTREMO DE LA
PAJUELA PRINCIFAL

PUNTO A PARTIR DEL
CLIAL EL CAPILAR
S0LO ESTA
PROTEGIDO POR EL
PROTECTOR

Figura 3-9. Aumento del Protector Cap, SafeSpeed Device
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A colacion de las modificaciones realizadas en el SafeSpeed y de la implementacion de la
selladora automatica y del sistema de aspiracion es necesario modificar los colores que constituyen
cada segmento del dispositivo de almacenamiento.

G : BLANCO

B2 : ROJO CLARO

E : INDIFERENTE

(DISTINTO DE BLANCO)

B1: AMARILLO

Figura 3-10. Nueva disposicon de colores, SafeSpeed Device.

E: anillo de sujecion al
Sistema de aspiracion

Distinto de blanco

Su funcion es servir de anclaje al
Sistema de aspiracion; debe poder
distinguirse de la zona de escritura

G: Writing Area

Blanco

Zona de identificacion

B2: Colored Segment

Rojo claro

El color rojo contrasta con el negro
del protector y permite saber si
este estd protegiendo al capilar o
no

B1: Protector fijo de la
pajuela principal

Amarillo

Destaca frente al rojo y negro lo
que permite detector si el protector
cap esta mas alla de su posicion
ideal

D: Protector Cap

Negro

Dado que el Nuevo prototipo de
selladora automatica dispone de
fotorreristencias para detectar la
posicion del capilar; el negro
permite una deteccion mas
eficiente.

Tabla 3—1: Disposicién de colores del nuevo prototipo de SafeSpeed
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4 SISTEMA DE ASPIRACION

1 sistema de aspiracion es una parte muy importante del SafeSpeed device pues sin €l no es

posible introducir los ovocitos en el interior del capilar. El objetivo de este proyecto abarca

el estudio de los actuales sistemas de aspiracion y la implementacién de un nuevo sistema
que aumente la rapidez y sencillez del procedimiento, manteniendo en todo momento la fiabilidad
del mismo.

4.1 SafeSpeed: Sistemas de aspiracion actuales.

Actualmente, los laboratorios de reproduccion asistida que emplean el método de
criopreservacion SafeSpeed disponen de dos tipos de sistemas de aspiracion diferentes. A
continuacion, se describe brevemente cada uno de ellos:

e Sistema de aspiracion por boca: es uno de los sistemas mas empleados en los
laboratorios de reproduccion asistida que emplean la técnica SafeSpeed. Este sistema
consta de: un conector que permite su anclaje al dispositivo de almacenamiento, un tubo
de silicona y filtros estandar estériles de 22 micras.

S— F

Figura 4-1. Sistema de aspiracién por boca.

Este método consiste en introducir el oocito en el capilar y controlar su posicion en el
mismo a partir de técnicas bucales. La lengua sera el érgano ejecutor del movimiento de
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la célula en el capilar gracias al taponamiento o destaponamiento del orificio de la
boquilla.

El éxito de su uso radica en que, al emplear la boca, siempre se dispone de una mano
libre para labores auxiliares, pues la otra mano se destina a la propia manipulacion del
SafeSpeed. No obstante, a pesar de que se emplean filtros para evitar posibles
transmisiones de virus o contaminaciones en la muestra, no deja de ser una técnica de la
que algunos paises rehusan.

e  Microaspirador o micromaniulador: este mecanismo, de uso manual, permite introducir
las muestras en el SafeSpeed device mediante la regulacion de la presion del mismo con
el dedo pulgar.

iv(*-
> T e ‘

Figura 4-2. Sistema de aspiracién mediante micromanipulador.

Este sistema de aspiracion evita posibles contaminaciones de la muestra pues es un
circuito cerrado tal que los oocitos no entran en contacto con agentes externos. Sin
embargo, dadas sus dimensiones, resta sencillez en el procedimiento.

Este sistema puede emplearse en dos modalidades: o bien el SafeSpeed va conectado
directamente al extremo del micromanipulador de tal forma que el dispositivo resultante
se maneja con una sola mano o, entre el micromanipulador y el sistema de
almacenamiento, se dispone de un trozo de tubo de tal forma que con una mano se
maneja el SafeSpeed y con la otra el sistema de aspiracion. La mas usual suele ser la
primera, pero el sistema resultante tiene la desventaja de que a pesar de estar disefiado
para manejarlo con una sola mano esto puede reducir la presision en el manejo del
capilar del SafeSpeed dada la lejania entre en punto de agarre del dispositivo y el punto
de precision que es el orificio de entrada del capilar.

Durante el desarrollo de este proyecto fue necesario, en primer lugar, realizar un montaje de los
dispositivos anteriormente descritos para poder asi discernir las ventajas y desventajas que
presentan cada uno de ellos. Cabe destacar que el tiempo de aprendizaje del sistema de aspiracion
con micromanipulador es ligeramente inferior al método de boca; sin embargo, una vez
familiariazado la técnica, este tltimo es mas practico.
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4.2 Introduccion a la microfluidica del SafeSpeed.

La microfluidica es la parte de la Mecanica de Fluidos que se encarga del estudio de los fluidos a
nivel micrométrico. A esta escala, el comportamiento de los fluidos es ligeramente distinto al usual;
Por ejemplo, hay microcanales en los que el Numero de Reynolds es tan bajo que el fluido
permanece en régimen laminar sin que aparezcan fluctuaciones que den lugar a régimen
turbulento. Las propiedades de los fluidos también pueden experimentar cambios en su
comportamiento, un ejemplo de ello es la tension superficial o la capacidad que tienen los fluidos de
disipar la energia.

En el proceso de vitrificacion lo ideal es que la cantidad de medio que acomparie al 6vulo sea
minima por ello el SafeSpeed esta disefiado de tal forma que, al introducir el oocito en el dispositivo
de almacenamiento, la cantidad de crioprotector que penetra en el capilar sea mas que suficiente.

Figura 4-3. Parte visible del capilar del SafeSpeed.

El capilar se caracteriza por ser un microtubo que tiene una longitud al descubierto de 20 mm y
cuyo didmetro es del orden de 167 pm, por lo que el volumen de medio que se introduce en el
interior del mismo serd inferior a 11 mmS3.

El proceso de criopreservacion debe caracterizarse por ser rapido, sencillo y limpio. Por ello, los
conductos que constituyen el SafeSpeed y el sistema de aspiracion deben contener aire y ningun
otro tipo de fluido. De este modo la entrefase cuyo movimiento queremos controlar sera del tipo
liquido-aire, siendo el liquido la minima cantidad de medio que acompania al évulo en el capilar. Es
importante destacar que, para la realizacion de este proyecto no se ha hecho uso de ningtin tipo de
material biologico, es decir, en los ensayos de carga y descarga del SafeSpeed solo intervinieron las
soluciones de vitrificacion que se elaboraron para tales efectos.

El objetivo principal es desarrollar un sistema de aspiracion que permita controlar la entrefase
aire-liquido en todo momento durante los procesos de carga y descarga del dispositivo de
almacenamiento. Es importante que dicho control contemple, simultaneamente, las variables de
posicion y velocidad.
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e Control en posicion: el SafeSpeed consta de tres marcas negras, la primera indica el
punto de sellado y las otras dos, que se encuentran a menor distancia entre ellas, indican
las cotas minima y maxima para posicionar el 6vulo. De este modo, los oocitos que se
vayan a vitrificar empleando el SafeSpeed nunca deben posicionarse antes de la segunda
marca ni mas alla de la tercera.

(A qué puede dar lugar un error en el posicionamiento del 6vulo? A priori, el proceso de
criopreservacion no tendria el éxito esperado. Por una parte, si el dvulo se posicionara
entre la primera y la segunda marca negra, a la hora de realizar el sellado el
calentamiento que se produce y el estrechamiento del capilar podrian dafiar la célula
debido a que esta esté situada muy cerca de dicho punto. Por otra parte, podria darse la
situacion de que el oocito se encuentre mas alld de la tercera marca negra, bajo estas
condiciones el proceso de sellado no afectaria a la célula, pero durante la vitrificacion el
6vulo se encontraria muy cerca de la zona de mala tranferencia térmica®, por lo que el
proceso de criopreservacion no seria exitoso debido a que el proceso de enfriamiento
ultrarrdpido veria mermada la calidad sus resultados. Lo expuesto anteriormente
reafirma la necesidad de disponer de sistemas de aspiraciéon que permitan tener un
control del posicionamiento de la entrefase lo suficientemente preciso para que los
embridlogos puedan situar el oocito correctamente.

e Control en velocidad: el tiempo transcurrido para posicionar el 6vulo entre las marcas
negras no debe ser muy elevado. No obstante, dado que el mecanismo para la deteccién
del buen posicionamiento del dvulo es el ojo humano, la velocidad debe ser tal que
permita una correcta deteccion del mismo.

¢ Qué puede ocurrir si la velocidad que es capaz de proporcionar el sistema de aspiracion
no es la adecuada? Una velocidad adecuada para el sistema de aspiracion es aquella que
permite un movimiento suave de la entrefase y, una vez que se detecta que el 6vulo esta
en la posicion idonea, permite parar el movimiento de la misma. Si la velocidad que se le
porporciona a la entrefase es demasiado lenta posiblemente se tenga mayor capacidad de
posicionamiento del oocito, pero en un laboratorio un sistema que relentice el trabajo no
resulta exitoso. En segundo lugar, puede ocurrir que al accionar el sistema de aspiracion
la velocidad de la entrefase sea tan elevada que no se tenga la capacidad suficiente de
detenerla a tiempo y, como consecuencia de ello, el oocito se desplace tan rapido por el
capilar que se sitile mas alld de la tercera marca negra. La situacién anterior provoca
tener que destinar segundos a mayores a posicionar el évulo correctamente por lo que,
de nuevo, estamos ante una situacion que relentiza el trabajo. Por ultimo, es importante
resaltar que serdn los ensayos de laboratorio con los diferentes tipos de sistemas los que
permitan comprobar si el control de la posicion es viable con la velocidad que pueda
proporcionar dicho sistema.

Como se ha visto con anterioridad el sistema de aspiracion permite introducir los oocitos en el
interior del capilar del SafeSpeed, pero también permite la expulsion de los mismos. Por ello, una
vez que se desarrolla un sistema que permite el correcto control de posicion y velocidad de la
entrefase, es necesario que dicho sistema también permita la correcta expulsion del oocito.

¢ Zona de mala tranferencia térmica: en el Safespeed se conoce como la parte del mismo a partir de la cual el capilar deja de estar expuesto al
exterior, es decir, el punto a partir del cual la pajuela principal empieza el recubrimiento del capilar.
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4.3 Ellaboratorio y su entorno.

El laboratorio es un espacio dotado del equipamiento necesario para desarrollar investigaciones
y ensayos ciéntificos o tecnoldgicos, por ello la parte practica de este proyecto se desarrollard en un
entorno de estas caracteristicas. Es de vital importancia destacar que entre los objetivos principales
de este proyecto se encuentra el de abaratar los costes del mismo. A consecuencia de esto, sera
necesario construir un dispositivo sencillo que reproduzca el mecanismo del SafeSpeed, asi como
elaborar soluciones cuyas principales propiedades coincidan con las de los medios de vitrificacion.

En el desarrollo del presente TFG es necesario familiarizarse con dispositivos y utillajes propios
de un laboratorio. A continuacion, y en los siguientes apartados, se ird haciendo referencia a
algunos de ellos.

e Microscopio: dadas las dimensiones del capilar este dispositivo permite la correcta
focalizacion del movimiento de la entrefase en el capilar. Trabajar a simple vista resulta
imposible ya que, auin siendo capaces de visualizar la entrefase, tener que focalizar el ojo
en algo tan diminuto cansa la vista. Ademas, si se estuviese trabajando directamente con
material bioldgico, con oocitos, este dispositivo resultaria indispensable.

e Placa Petri: recipiente de plastico sobre el cual se posicionan las diferentes muestras de
medio. Es interesante que sean amplias porque facilita la manipulacion del SafeSpeed y
también se consigue evitar el choque del capilar en las paredes de la misma.

Figura 4-4. Microscopios y Placa petri.
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4.3.1 Elaboracion de pajuelas para ensayos de laboratorio.

En el transcurso del proyecto serd necesario elaborar manualmente
pajuelas destinadas a los diferentes ensayos de laboratorio. En primera
instancia lo que se quiere analizar bajo el microscopio es el movimiento de
la entrefase aire-liquido en el capilar, para ello es imprescindible que el
capilar que se use para los ensayos tenga el mismo didmetro interno que el
original del SafeSpeed. Una vez seleccionado el capilar se corta un trozo
de longitud equivalente al del SafeSpeed y se pega a la tipica pajuela del
almacenamiento de semen, en el otro extremo de dicha pajuela sera
necesario acoplar un pequeno trozo de pajuela principal para poder
realizar los ensayos de sellado con el prototipo de la nueva selladora
automadtica. Si bien es cierto, que con esta pajuela s6lo nos haremos una
idea aproximada del comportameinto del fluido en el capilar, dado que los
volimenes internos no coinciden exactamente con los del SafeSpeed, por
lo que para el correcto testeo del sistema de aspiracion sera necesario el
empleo del SafeSpeed device sin esterilizar, puesto que en ningun
momento se va a utilizar con material bioldgico.

Figura 4-5. Pajuelas para ensayos de sellado.

4.3.2 Elaboracion de la solucién de vitrificacion para ensayos de laboratorio.

Los medios de vitrificacion o calentamiento tienen una serie de propiedades que, como ya se ha
descrito previamente en este documento, favorecen el proceso de criopreservacion; reduciendo, por
ejemplo, las probabilidades de formacion de cristales de hielo intra o extracelulares.

Hasta el momento se tienen dos conceptos claros, no se va a emplear material bioldgico en los
ensayos y uno de los objetivos es abaratar los costes de los mismos. Entonces, si se necesita una
entrefase aire-liquido ¢ Por qué no emplear agua para los ensayos?

La respuesta radica en que las propiedades de los fluidos son diferentes; esencialmente la tensién
superficial y, en consecuencia, la capilaridad.

El agua no es valida para realizar los ensayos porque tiene mayor tendencia a la ascension por
capilaridad, es decir, una vez que se produce el contacto entre el orificio de entrada del capilar y el
agua esta empieza a introducirse en el mismo hasta alcanzar una cota superior a la que se alcanza
con los medios de vitrificacion. Ademads, los medios de vitrificacion tienen una componente de
sacarosa, azucar, que implica que tengan una textura mds viscosa. Puesto que el sistema de
aspiracicon debe disefarse para ser capaz de vencer la tension superficial del fluido y controlar el
movimiento de la entrefase, es de vital importancia que el fluido que se emplee como modelo tenga
propiedades similares a las de los medios originales.

El procedimiento seguido en el laboratorio, asi como los componentes que constituyen dicha
solucion se describirdn, paso a paso, a continuacion.
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Para llevar a cabo las sucesivas pruebas sera mas que necesario elaborar una cantidad inicial de
100 ml de soluciéon de vitrificacion, la cudl estard constituida por: PBS, DMSO, Etilenglicol y
Sacarosa.

e Buffer Fosfato Salino (PBS): también denomida Tampon Fosfato Salino es una solucion
acuosa amortiguadora de pH, pues los grupos fosfato que la constitutyen mantinen el
pH estable, siendo su nivel de pH de 7.4 . Se caracteriza por tener una osmolaridad’ y
concentracion de iones (Na*,K* y Cl™) semejante a la del liquido extracelular® de los
mamiferos, es isotonica’ y no resulta toxica para estos. Los componentes basicos a partir
de los cuales se prepara el PBS son: fosfato sddico, cloruro de potasio y cloruro sédico; no
obstante, en determinadas formulaciones también aparece el fosfato de potasio.

e Dimetil Sulféoxido (DMSO): es un compuesto organico, liquido e incoloro que fue
descubierto por Saytzeff en 1866. Se obtiene como subproducto en el proceso de
manofactura del papel, en concreto, durante el procesamiento de la madera para la
fabricacion de la pulpa de celulosa. Tiene usos variados dentro del &mbito de la medicina
o ingenieria. En este caso, gracias a su propiedad cologativa, se emplea como agente
crioprotector pues disminuye la cantidad de agua absorbida por los cristales de hielo
previniendo asi su formacién. Otra de sus propiedades es que tiene la capacidad de
atravesar rapidamente las membranas celulares lo que permite su actuacion dentro de la
célula.

CH
3>s=o
CH,

Dimetil Sulfoxido: C:Hs0S
Figura 4-6. DMSO, dimetil sulfoxido.

e Etilenglicol: es un compuesto quimico que se caracteriza por ser: liquido, transparente e
inodoro y pertenecer al grupo de los dioles. Fue elaborado por primera vez en 1859 vy,
entre sus primeros usos industriales, descatd como un compuesto intermedio para
explosivos durante la Primera Guerra Mundial. Actualmente, destaca por su uso como
anticongelante y en el caso que nos ocupa actua como agente crioprotector. Un aspecto
interesante a destacar es su toxicidad, ya que si se ingieren grandes cantidades de este
compuesto los resultados pueden dar lugar incluso a muerte.

7 Osmolaridad: también denominada concentracién osmdtica, se define como el niimero de osmoles de soluto por litro de solucion. Es una
medida de la concentracién de solutos. Los osmoles se pueden definir como la cantidad de iones en los que se disocia una molécula al
disolverla en el agua. Por ejemplo: cuando se disuelve cloruro sédico en agua se obtienen dos iones cargados eléctricamente, ( Na* y C17)
de esta forma cada mol de cloruro sédico da lugar a dos osmoles en disolucién.

8 Liquido extracelular: aquel que no se encuentra en el interior de las células. En los mamiferos esta constituido por el plasma sanguineo y el
liquido intersticial, siendo este tltimo el que ocupa el espacio entre las células.

9 Solucidn isoténica: es aquella que se caracteriza porque dentro y fuera de la célula tiene la misma concentracion de soluto, es decir, la
concentracion de soluto permanece constante.
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Figura 4-7. Etilenglicol, [19].

e Sacarosa: es un disacarido de glucosa y fructosa. Se puede obtener a partir de la cafia de
azucar, de la remolacha o del maiz. Uno de sus usos mas extendidos es como
edulcorante, sin embargo, en las soluciones de vitrificacidon actia como agente
crioprotector.

CH,OH

CH,OH
0 0
OH HO
OH O CH,OH
OH OH

Sacarosa: C12H22011

Figura 4-8. Sacarosa, [19].

Para la realizacion de la muestra 100 ml de solucion de vitrificacion es necesario mezclar los
componentes anteriores siguiendo un determinado orden y, evidentemente, tomando las
cantidades adecuadas. Como se ha descrito previamente el DMSO, el etilenglicol y la sacarosa
actian como agentes crioprotectores por lo que el PBS constituird la base de la solucién. A
continuacion, se recoje en una tabla las cantidades necesarias de cada compuesto, asi mismo,
también se describird el proceso a seguir para la elaboracion del VS (Vitrification Solution).
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36 Sistema de aspiracion

PBS 70% 70 ml

DMSO 15% 15ml

Etilenglicol 15% 15ml
Sacarosa - 1711g

Tabla 4-1: Solucién de vitrificacién: sustancias y cantidades necesarias para su elaboracion.

% VITRIFICATION SOLUTION (VS)

Figura 4-9. Material necesario para la elaboracién de VS.

1- Preparar el espacio de trabajo y tomar las medidas de seguridad necesarias. Por ejemplo: a
pesar de que ningtin compuesto es nocivo se aconseja el uso de guantes.
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2- Enun vaso de precipitado se afaden 50 ml de PBS
3- Se anaden el primer crioprotector, 15 ml de DMSO

4- Se disuelve con ayuda de un agitador magnético; Sélo una vez que la mezcla sea homogénea,
es decir, que la solucién sea vea transparente se contintia con el siguiente paso.

Figura 4-10. Agitador magnético.

5- Se anade el segundo crioprotector, 15 ml de Etilenglicol.

6- De nuevo se hace uso del agitador magnético para la disolucion de los componentes; cuando
la solucion se vea transparente es sefial de que la disolucién se ha ejecutado bien, en caso
contrario, es necesario accionar el agitador mas tiempo.

7- El ultimo crioprotector es la Sacarosa, puesto que se encuentra en estado sdlido se hace uso
de una balanza electrénica para pesar los 17.11 g y posteriormente afadirlos a la solucion.

Figura 4-11. Balanza electrénica.

37



38

Sistema de aspiracion

8- Se procede, de nuevo, a la disolucion del crioprotetor: la Sacarosa.

9- Antes de dar por finalizado el proceso es necesario enrasar la solucion hasta los 100 ml. Para

ello se aftade la solucion base restante, en este caso PBS.

10- Por ultimo, con ayuda del agitador magnético se disuleve la solucion por completo y, una

vez que esta sea completamente transparente, se vierte en viales (con tapdn de rosca) y se
almacenan en el frigorifico, pues a temperatura ambiente podrian verse mermadas sus
propiedades.

TN

C>- - = .
2

- A\

Figura 4-12. Viales para conservar las muestras.

Para finalizar este apartado se procede, a continuacion, a realizar dos puntualizaciones

importantes y que es conveniente tener presentes a la hora de trabajar en un laboratorio con
productos quimicos:

Por una parte, como ya se ha descrito con anterioridad deben primar las medidas seguridad
y, aunque no se ha mencionado hasta el momento, conviene saber que hay determinadas
mezclas de sustancias que emiten ciertos gases u olores caracteristicos por ello se recomienda
que dichas mezclas se realicen bajo la campana de extraccién de gases.

Por otra parte, es importante recordar que, para la correcta identificaciéon de las muestras en
el laboratorio, es de vital importancia etiquetar los viales con el nombre de la solucion y la
fecha de fabricacion de la misma, en algunas ocasiones, también es conveniente afiadir el
nombre de la persona que se encargd de su elaboracion. Las muestras permaneceran
almacenadas en el frigorifico junto con muchas otras y, en caso de no estar identificadas
correctamente posiblemente se proceda a desecho, pues podria no saberse a ciencia cierta de
que sustancia se trata. A colacién de esto, es muy importante recordar que no deberia
hacerso uso en el laboratorio de ninguna sustancia que no se encuentre debidamente
identificada pues, a priori, se puede pensar que es un determinado compuesto y finalmente
resulte ser otro que, en el mejor de los casos, solo estroperia la muestra.
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4.4 Configuracion de los distintos dispositivos ensayados.

El sistema de aspiracion es aquel que se encarga del movimiento de la entrefase aire-liquido en el
capilar del SafeSpeed y, gracias al cual, el évulo se puede introducir en él.

El principio de funcionamiento de cualquier sistema de aspiracion se fundamenta en que el
movimiento de dicha entrefase, aire-liquido, sera provocado por la compresion o descompresion
del aire confinado en el interior del conducto.

(Como se puede comprimir o expandir el aire?

Para la compresion o descompresion del aire es necesario disponer de algiin tipo de mecanismo
que, al accionarlo, reduzca o amplie el volumen de espacio en el que se encuentra confinado el aire.
De este modo, cuando el espacio se vea reducido el aire se comprimira y su tendencia a la
expansion provocara el desplazamiento de la entrefase aire-liquido hacia el exterior del capilar, en
caso contrario, cuando el espacio en el que se encuentra confinado el aire aumente, el resultado sera
que la entrefase iniciard su ascenso por el interior del capilar, esto se debe a que el aire intentara
ocupar todo el espacio y, al encontrarse expandido, el liquido puede vencerlo en el movimiento.

¢ Qué sistemas se van a emplear para comprimir o expandir el aire?

En el desarrollo practico de este proyecto se emplearon, basicamente, dos tipos de sistemas
completamente diferentes para provocar el movimiento de la entrefase; por una parte, se realizé un
primer experimento cuyo elemento base sera un émbolo y, por otra parte, un segundo experimento
que tendrad como elemento principal un bulbo.

Una vez seleccionados los dos tipos de sistemas promotores del movimiento de la entrefase, el
siguiente paso es disefiar varios prototipos de sistema de aspiracion que permitan cargar y
descargar el SafeSpeed device. Estos sistemas, como se vera a continuacion, pueden ser desde lo
mas sencillo que se nos pase por la mente, hasta prototipos de mayor complejidad.

Esta seccion del proyecto es totalmente experimental y en ella se sigue un razonamiento
deductivo, es decir, surge una idea de sistema, se lleva a la practica el montaje, se realizan las
pruebas necesarias y, a colacion de los resultados que se observen, el sistema sera valido o no. A lo
largo del transcurso del proyecto los sistemas probados fueron varios, no obstante, se desarrollaran
los principales pues, en la mayoria de los casos, la variante de unos a otros radicaba en el tamafo de
los tubos o en el tipo de jeringuillas a emplear.

Es menester puntualizar, que al tratarse de algo experimental el resultado puede resultar
satisfactorio o no; en ningiin momento esta garantizado el éxito del experimento. Si bien es cierto
que, en caso de no resultar valido, se podra puntualizar que es lo que no cumple y en que puntos
falla. También se ha de tener en cuenta que, si el prototipo que se haya ideado ofrece resultados
similares a los actuales y no mejora ningtn aspecto de los mismos no seria valido, pues el objetivo
es mejorar el procedimiento actual.
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40 Sistema de aspiracion

4.4.1 Experimento 1: Basado en el Embolo

En un primer momento, cuando se dispone de un conducto cerrado en el cual el espacio interior
esta ocupado por aire y el objetivo el mover dicho aire, comprimirlo o expandirlo, la primera opcion
que se nos ocurre es emplear un sistema basado en un émbolo, en definitiva, emplear una
jeringuilla.

PROTOTIPO A:

En la siguiente imagen se muestra un primer prototipo de sistema de aspiracion:

S

Figura 4-13. Sistema de aspiracion. Prototipo A.

Esta constituido por:

Jeringuilla de insulina de 50 m! (es necesario extraerle la aguja para facilitar el acople)

Conectores

Filtros

Tubo capilar de: ¢jpper = 0.28 mm, Poyrer = 0.61 mm y una longitud de 24 cm.

La presencia de los filtros resulta innecesaria pues el sistema, a diferencia del sistema de boca,
solo se encuentra abierto por la zona de conexion con el SafeSpeed. No obstante, la presencia o no
de estos dispositivos no supone una alteracion de los resultados observados.

s ENSAYO

En primer lugar, es necesario acoplar la pajuela al sistema de aspiracion. Posteriormente, antes
de introducir el capilar en la solucién de vitrificacién, es importante posicionar el émbolo de la
jeringuilla a mitad de carrera. El objetivo de este paso radica en que es necesario tener capacidad



Disefio e implementacion de sistema de microfluidica para manipulacion de embriones y ovocitos 41

para reaccionar ante el movimiento de la entrefase por el interior del capilar del SafeSpeed. Si el
émbolo no se encontrase parcialmente retraido y fuese necesario frenar el avance de la entrefase no
seria posible, del mismo modo, si el émbolo se encuentra totalmente retraido y es necesario
succionar liquido tampoco seria viable. Una vez puntualizado esto, ya se esta en disposicion de
iniciar el contacto entre el capilar y el VS.

El experimento consiste en visualizar el comportamiento de la entrefase aire-liquido a través del
microscopio e intentar controlar dicha entrefase mediante movimientos longitudinales del émbolo.

% RESULTADOS

Lo primero que se aprecia es que lo que parece un procedimiento sencillo en realidad no lo es. La
precision que se tiene con la mano para desplazar el émbolo es deficiente, puesto que se consiguen
desplazamientos del mismo mds grandes de los deseados. Consecuentemente, se observa que el
movimiento de la entrefase no es suave y adquiere demasiada velocidad lo que resta capacidad
para poder controlar la posicion de la misma.

Tras sucesivas pruebas en el laboratorio se concluye que la tinica via posible con este tipo de
jeringuillas es, en vez de realizar desplazamientos longitudinales, mover el émbolo ligeramente
hacia la derecha y la izquierda con el objetivo de que la goma aislante que lleva émbolo en su
extremo inicial se desplace una cantidad milimétrica. Con un poco de tiempo y algo de practica esta
técnica acaba resultando sencilla, pero no mejora ni mucho menos la capacidad de control
alcanzada con el sistema de boca. Ademas, la tendencia habitual del uso de una jeringuilla es
realizar desplazamientos longitudinales del émbolo por lo que, en las primeras tomas de contacto,
podria dar lugar a confusiones y ese es un hecho que no se puede obviar dado el tipo de material
con el que se estd trantando.

En resumen, con el empleo de jeringuillas de insulina se observa que al desplazar el émbolo se
consigue mover la entrefase, pero no de la forma deseada; En principio, esto se debe a que la
cantidad de volumen de aire contenida en la jeringuilla es elevada, entonces desplazamientos del
émbolo de la precision que nos permite la mano aceleran mucho la entrefase. Segtin esta apreciacion
lo ideal seria disponer de jeringuillas de menor volumen y de algun dispositivo que permitiese
movimientos muy suaves del émbolo, de mayor precision que la que se puede conseguir con el
organo humano.

PROTOTIPO B:

El objetivo en esta etapa es realizar el montaje de un segundo prototipo en el cual la precision en
el desplazamiento del émbolo no suponga un problema y, por otra parte, también se tiene por
objetivo intentar reducir la cantidad de volumen de aire presente en el dispositivo. Para conseguirlo
se hara uso de un tornillo micrométrico y de una jeringuilla de 100 pl.

Es menester hacer una pequena observacion en este punto, tanto en el prototipo A como en el B,
se sustituyeron las jeringuillas por otras de mayor o menor volumen, en el primer caso se probd
también con jeringuillas de insulina de 100 m! y en este con una jeringuilla Hamilton de 50 pl. Sin
embargo, dado que las variaciones en los resultados no resultaron altamente significativas, se ha
procedido ha hacer referencia tinicamente de uno de los respectivos modelos analizados dentro de
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42 Sistema de aspiracion

cada prototipo de sistema de aspiracion, evidentemente, aquél que presentaba mejores expectativas.

En este segundo prototipo los desplazamientos del émbolo se van a ejecutar a través del uso de
un tornillo micrométrico como el de la figura:

Mitutoyo

0-28m 001w

Figura 4-14. Tornillo micrométrico.

A la vista de la figura anterior, para poder acoplar el émbolo de la jeringuilla al del tornillo
micrométrico sera necesario realizar un corte en el mismo y eliminar el tope que trae por defecto.
Para ello serd necesario emplear una sierra cuya hoja corte el metal, se puede utilizar una sierra
automatica, no obstante, la que habia disponible en el laboratorio era manual. Es muy importante
tener presentes las medidas de seguridad, por lo que para evitar cualquier incidente es necesario
fijar bien el tornillo micrométrico antes del inicio del corte. También es necesario marcar bien la
zona por la que se quiere realizar el corte, en este caso, la senalizacion se hizo con cinta aislante tal y
como se aprecia en la siguiente figura.

Figura 4-15. Fijacion del tornillo micrométrico, previa a la realizacién del corte.
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Figura 4-16. Corte para la adaptacién del tornillo micrométrico.

En este punto puede surgir la siguiente pregunta ;Como se puede acoplar el émbolo del tornillo
micrométrico al de la jeringuilla?

El piston del tornillo micrométrico es metdlico por lo que la respuesta radica en el empleo de un
iman. Ademds, como este va adherido al extremo del pistén, la carrera del mismo permanece
intacta y no se pierden milimitros por el acople. Sin embargo, el extremo del piston de la jeringuilla
no es de cardcter magnético por lo que sera necesario acoplarle una pletina metalica.

Figura 4-17. Pletina metélica para adaptacion del imén.

Para la realizacion de las pruebas es necesario fijar el tornillo micrométrico junto con la
jeringuilla en algtn tipo de soporte. Para ello se ha de tener en cuenta que el émbolo del tornillo
micrométrico describe un movimiento de rotacion a medida que se va desplazando
longitudinalmente. Dichos movimientos se van a trasladar a cualquier sélido que se mueva
solidariamente a €l, por este motivo el conjunto del sistema posterior al iman debe tener menos
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44 Sistema de aspiracion

grados de libertad. De hecho, solamente el émbolo de la jeringuilla y la pletina metalica que sirve de
acople mantendran un grado de libertad, el longitudinal. El cuerpo de la jeringuila en si debe
permanecer inmoévil. En las siguientes figuras se puede observar el montaje del prototipo B de
sistema de aspiracion, asi como las restricciones de los grados de libertad mencionadas con
anterioridad.

Figura 4-18. Sistema de aspiracion. Prototipo B.
Este segundo prototipo esta constituido por:
- Tornillo micrométrico con 3 cm de longitud méxima mesurable.

- Jeringuilla de cristal, cuyo émbolo es metdlico, de 100 pl (este modelo tiene una terminacién
en forma de ajuga metdlica que no es extraible, por lo que habra que adaptar los conectores a
la misma)

- Conectores

- Tubo capilar de: ¢ipper = 0.5588 mm, ¢yyrer = 1.0668 mm y una longitud de 12 cm.

s ENSAYO

En esta ocasidn, el movimiento del émbolo de la jeringuilla se consigue haciendo girar el tornillo
micrométrico, por lo que con una mano se ird regulando dicho tornillo mientras que con la otra se
manipulara el SafeSpeed. Es importante tener presente que antes de iniciar el ensayo, por los
mismos motivos expuestos en el experimento anterior, se debe situar el émbolo del tornillo
micrométrico a mitad de carrera, es decir, a 1.5 cm.

El ensayo consiste en introducir el capilar en la solucién de vitrificacion y tratar de controlar la
entrefase aire-liquido, el objetivo es situarla entre la segunda y tercera marca de seguridad. Para ello
sera necesario adelantar o retrasar el émobolo de la jeringuilla haciendo girar en uno u otro sentido
el tornillo micrométrico.
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% RESULTADOS

Bajo el microscopio, lo primero que se observa es que debido a la capilaridad una minima
cantidad de solucion de vitrificacion penetra en el capilar. Una vez que la entrefase aire-liquido se
frena ya se estd en disposicion de empezar a retraer el émbolo, con el objetivo de provocar el avance
de dicha entrefase. El comportamiento ideal que se estd buscando consiste en que la entrefase
avance a la par que el émbolo y si este se para que la entrefase también lo haga. Pero ;qué ocurre
realmente?

El primer problema con el que nos encontramos es que es un ensayo muy lento dado que los
tempos, estimulo — respuesta, no son instantaneos. Es decir, en el instante en que empieza a girar el
tornillo micrométrico para reatraer el émbolo no se aprecia ninguna alteracion en la entrefase, esta
permanece inmdvil en el punto en el que se encuentra. Pasados unos segundos se observa que la
entrefase inicia su movimiento y comienza a ascender por el capilar, pero cuando llega al punto
deseado e intuitivamente se deja de girar el tornillo micrométrico, esta no se frena y contintia su
ascenso. Con el objetivo de constrarrestar esa incercia que posee se plantea realizar el ensayo de
forma que, cuando se alcance la posicion deseada, se cambie el sentido de giro del tornillo para que
el émbolo obligue al aire a contraerse, genere mayor presion y frene el avance de la solucion de
vitrificacion. De este modo se entra en un ciclo de ajuste, girando el tornillo en ambos sentidos hasta
conseguir fijar la entrefase en el punto deseado. Pero, este procedimiento no ofrece buenos
resultados porque, como ya se ha referenciado anteriormente, es demasiado lento. Ademas, se ha
de tener presente que el tornillo micrométrico solo tiene una carrera de 3 cm por lo que limita el uso
de la carrera del émbolo de la jeringuilla a menos de la mitad de su capacidad de operacion.

En definitiva, este prototipo de sistema de aspiracién ofrece un procedimiento lento y tedioso. Es
cierto que la entrefase avanza suavemente pero no se tiene capacidad suficiente de dar repuesta a la
inercia que adquiere, lo que degenera en un control pésimo de su posicion.

PROTOTIPO C:

En primer lugar, resulta conveniente hacer una pequena recopilaciéon de los resultados
anteriores. Por una parte, con el primer prototipo, se observaba que la entrefase adquiria cierta
aceleracion de modo que no se tenia capacidad visual para frenar la misma a tiempo en la posicion
deseada, ademas el minimo desplazamiento en el émbolo de la jeringuilla desencadenaba un gran
desplazamiento de la entrefase. Por otra parte, con el segundo prototipo se percibe perfectamente, a
través del microscopio, como la solucion de vitrificacion va penetrando lentamente en el capilar,
pero la inercia que adquiere y la falta de mayor velocidad en el émbolo del tornillo micrométrico
impiden realizar un buen control en cuanto a nivel de posicion.

En esta version de sistema de aspiracion se pretende introducir una pequefia automatizacion. El
montaje en si es similar al del prototipo C, s6lo que en esta ocasién el motor del movimiento sera
una bomba de jeringa.
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46 Sistema de aspiracion

El sistema consiste en sustituir el tornillo micrométrico por una bomba de jeringa, manteniendo
el resto de elementos intactos. Si bien es cierto que, tal y como se aprecia en la siguiente figura, la
bomba de jeringa ya viene disefiada con un soporte para la propia jeringa, de modo que inmoviliza
esa parte del sistema sin necesidad de fijarla a otro soporte auxiliar.

Withdraw Pumping
e

Figura 4-19. Sistema de aspiracion. Prototipo C. Bomba de jeringa

La bomba de jeringa de la figura superior cumple dos requisitos indispensables: por una parte,
tiene capacidad de avance y retroceso, es decir se puede desplazar el émbolo de la jeringuilla en los
dos sentidos y, a diferencia del tornillo micrométrico, con la bomba de jeringa se puede aprovechar
toda la carrera del émbolo de la jeringa; por otra parte, se puede controlar la velocidad a la que se
realiza dicho movimiento.

s ENSAYO

Siguiendo el procedimiento del ensayo anterior, se pone en marcha la bomba de jeringa y
regulando la velocidad del émbolo, asi como la direccién de avance, se trata de controlar la
entrefase aire-liquido.

% RESULTADOS

El control de la prenetacion de la solucién de vitrificacion en el capilar del SafeSpeed es similar al
del punto anterior.

En esta ocasion, también se aprecia que la respuesta del fluido al movimiento del émbolo es
tardia. Si bien es cierto, que la capacidad para contrarrestar dicha inercia ha aumentado pues la
bomba de jeringa permite aumentar la velcidad de avance del émbolo en mayor medida que lo
permitia el tornillo micrométrico. No obstante, al igual que en el caso anterior, si el objetivo es por
ejemplo situar la entrefase en la tercera marca negra resulta complicado conseguirlo a la primera. Es
necesario entrar en un ciclo de avance y retroceso entorno al punto en que se quiere posicionar la
entrefase, a medida que se trata de reducir la velocidad de la misma hasta conseguir frenarla.
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Otro aspecto a destacar es que si la bomba de jeringa hubiese resultado fructifera hubiese sido
necesario realizar algtn tipo de adaptacion para su manipulacion puesto que la vista es necesario
focalizarla, en todo momento, en el 6vulo que se quiere criopreservar.

Una vez finalizados todos los ensayos correspondientes a este primer experimento se va a
proceder a realizar un analisis global de los mismos.

Los prototipos analizados hasta el momento se han basado en que para impulsar el movimiento
de la entrefase aire-liquido, o el futuro dvulo si el sistema llegase a implantarse en un laboratorio, se
haga uso del émbolo presente en cualquier tipo de jeringuilla.

El émbolo no ha resultado ser un buen promotor del movimiento en el sistema de aspiracion. Si
la jeringuilla tiene un volumen alto entonces pequenios desplazamientos del mismo generan
grandes desplazamientos de la entrefase y a gran velocidad, mientras que si se emplean jeringuillas
de pequeno volumen el tiempo que transcurre entre que se inicia el movimiento del émbolo y la
entrefase comienza su movimiento es muy elevado, en esta situacion la entrefase adquiere mucha
inercia.

De los prototipos ensayados el tnico medianamente plausible es el A, pero como ya se ha
concretado en ese punto en vez de realizar movimientos longitudinales del émbolo, seria necesario
impulsarlo lateralmente de forma suave para generar las variaciones de presion en el interior del
conducto por el ligero movimiento de la goma aislante que lleva en el extremo. Practicando durante
un cierto periodo de tiempo esta técnica resulta sencilla, sin embargo, el control de la entrefase es
muy similar al alcanzado con el sistema de boca.

4.4.2 Experimento 2: Basado en el Bulbo

En este segundo experimento, el sistema encargado del movimiento de la entrefase serd un
bulbo como el que se muestra en la siguiente figura:

Figura 4-20. Bulbo o perilla.
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48 Sistema de aspiracion

El bulbo en si mismo constituye un sistema completo de aspiracion, pues se puede acoplar
directamente al extremo del SafeSpeed tal y como se muestra en la siguiente imagen:

Figura 4-21. Bulbo como sistema de aspiracion. [13]

En este sistema el control del movimiento de la entrefase se ejecuta regulando la presion que se
transfiere al bulbo. Los resultados que se obtienen a nivel de control de posiciéon y velocidad de la
entrefase son muy buenos, pero tal y como estd disefiado, su manipulacion se puede asimilar al
hecho de tratar de escribir con un boligrafo sujetandolo por el extremo opuesto a la punta, el nivel
de precision en el capilar del SafeSpeed es minimo porque al presionar el bulbo se transfieren ciertas
vibraciones a la pajuela.

La inestabilidad inherente a este sistema ha hecho que caiga en desuso, pero ¢Se podria eliminar
dicha inestabilidad manteniendo la precision de control de la entrefase que proporciona?

PROTOTIPO D:

Las vibraciones en el capilar son debidas a que el bulbo se conecta directamente al SafeSpeed,
por lo que para eliminarlas se decide ampliar el sistema con un tubo capilar de modo que con una
mano se manipule el SafeSpeed y con la otra el bulbo.

Figura 4-22. Sistema de aspiracion. Prototipo D.
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Los componentes principales de este prototipo de sistema de aspiracion son:

- Bulbo

- Conectores

- Tubo capilar de: ¢ipper = 0.5588 mm, Pyyrer = 1.0668 mm y una longitud de 24 cm.

% ENSAYO

En esta ocasion, en el instante en que se pone en contacto el capilar con la solucion de
vitrificacion es necesario presionar ligeramente el bulbo, hasta que a través del microscopio se
aprecie la formacion de una pequefia burbuja de aire en la placa petri que contiene la soluciéon. A
continuacion, regulando la presién que se ejerce con la llema de los dedos sobre el bulbo ya se
puede iniciar el control del movimiento de la entrefase.

s RESULTADOS

En la primera toma de contacto con este sistema ya se aprecian unos resultados
extraordinariamente mejores a los de los dispositivos anteriores.

Ejerciendo mayor o menor presion sobre el bulbo se consigue adecuar facilmente la velocidad de
ascension de la solucion de vitrificacion por el capilar. Ademds, una vez alcanzado el punto
deseado, basta con mantener la presidn que se tiene en ese instante sobre el bulbo para que la
entrefase aire-liquido no se mueva.

En definitiva, es un procedimiento sencillo y rapido para el que no es necesario un largo periodo
de adaptacion, basta con realizar un par de ensayos para conseguir tener una técnica casi perfecta.

Este segundo experimento en el que se ha desarrollado un prototipo de sistema de aspiracion
basado en un bulbo ha aportado muy buenos resultados, pues se ha conseguido un sistema sencillo
que mejora el control de la entrefase, tanto en posicion como en velocidad, con respecto a los
sistemas empleados actualmente. Ademas, a diferencia del sistema de boca, es un sistema cerrado
por lo que no es necesario emplear filtros para reducir la exposicién a la contaminacion de la
muestra. Puesto que es el prototipo que mejores expectativas ha creado se va a profundizar un poco
mas en su configuracion y analizar su uso dentro del proceso completo de criopreservacién, dado
que hasta el momento solo se ha analizado como afecta su uso al control de la entrefase.

49



50 Sistema de aspiracion 6ptimo

5 SISTEMA DE ASPIRACION OPTIMO

Figura 5-1. Sistema de aspiracion 6ptimo.

5.1 Principio de funcionamiento.

El objetivo de cualquier sistema de aspiracion es facilitar la carga y descarga del SafeSpeed. En el
caso que nos ocupa, el dispositivo esta dotado de una perilla que permite regular la presion del aire
contenido en el interior del sistema y poder asi introducir o expulsar el oocito correspondiente. Es
un sistema completamente manual, es decir, el nivel de presion ejercido en el bulbo estd
determinado por la sensibilidad de la llema de los dedos junto con la percepcion visual del avance
de la entrefase.

Para cargar el SafeSpeed es necesario presionar ligeramente el bulbo, expulsar una burbuja de
aire y, a continuacion, disminuir ligeramente la presién hasta alzanzar la posicién deseada, llegados
a ese punto es necesario mantener la presion del bulbo hasta la realizacion del sellado. Por el
contrario, la intuicién nos dice que deberia ser sufieciente con presionar ligeramente el bulbo, sin
embargo, como se vera a continuacion serd necesario modificar ligeramente el sistema para que la
expulsion del ocito resulte exitosa.

5.2 Configuracion.

A estas alturas del proyecto, una de las primeras preguntas que se nos puede pasar por la mente
es la siguiente: ;Cémo se construye el sistema de aspiracion?

Aunque en el punto anterior, al hablar de este prototipo ya se hizo refencia a los elementos que
lo conforman, sera ahora cuando se profundice un poco mads en las caracteristicas de dichos
elementos y también se describird como se debe llevar a cabo el acople de los mismos para que el
sistema funcione con el éxito esperado.

El elemento mas importante, sin lugar a dudas, de todo el sistema de aspiracion es el bulbo.
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Figura 5-2. Conexion Bulbo — Tubo capilar.

A la vista de la imagen, se podria describir la estructura interna del bulbo como una pequefia
camara de aire seguida de una zona troncoconica que desemboca en un conducto de menor seccion.
Es importante introducir el tubo capilar hasta el punto en el que se inicia la seccion toncocénica.

Dicho tubo capilar tiene las siguientes dimensiones: ¢per = 0.5588 mm , ¢yyper = 1.0668 mm
y una longitud de 24 cm. Se ha acotado la longitud a 24 cm porque dado que con una mano se
maneja el bulbo y con la otra la pajuela es necesario tener cierto rango de maniobrabilidad,
evidentemente a menor distancia mejor es el control de la entrefase, pero se pierde confortabilidad a
la hora de realizar el proceso.

El siguiente paso es disefiar un preconector para poder acoplar el tubo capilar al propio conector
del SafeSpeed.

Figura 5-3. Conexién Tubo capilar — Conector.

Se cogen dos bulbos de las mismas caracteristicas que el bulbo principal y se le realizan dos
cortes de modo que el aire pueda fluir a través de ellos. Acotando desde el orificio de entrada que
traen por disefio se corta a 1.7 cm uno de los bulbos y a 0.8 cm el otro. En la imagen superior se
puede intuir como el corte del bulbo de mayor tamaro coincide con la secciéon media de la cdmara
de aire, mientras que al mas pequefio el corte se le ha practicado en mitad de la seccion
troncocdnica. La uniéon de ambos trozos de bulbo se lleva a cabo de forma que las secciones
troncoconicas formen una pequefia cdmara de aire interna. A continuacion, el tubo capilar se
introduce en el trozo de bulbo de mayor tamafio hasta el principio de la cdmara y, a su vez, este
preconector se introduce en el conector 0.6 cm.
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Es importante que todo el sistema esté sellado correctamente para que no se produzca ninguna
fuga de aire, para ello se debe comprobar que el pegamento empleado haya ensamblado
correctamente todos los elementos.

Una vez disefiado y confeccionado el sistema de aspiracion se dispone el laboratorio para
realizar una prueba completa del mismo.

% ENSAYO

La prueba consiste en realizar una carga del SafeSpeed, realizar el sellado del mismo y, a
continuacion, proceder a la descarga. Dado que no se dispone de material bioldgico sera suficiente
realizar la prueba tinicamente con la solucion de vitrificacion.

% RESULTADOS

La carga de la pajuela, que es lo que se habia ensayado hasta el momento ofrece muy buenos
resultados, se caracteriza por ser rapida y sencilla. Pero, paraddjicamente, en la descarga nos
encontramos con un problema que hasta el momento no se habia considerado.

Al cortar el sellado de la parte posterior del SafeSpeed e introducirlo en el sistema de aspiracion
tiene lugar una sobrepresion en el circuito que provoca la expulsion directa de la solucidon de
vitrificacién en el momento en que se corta el sellado del capilar para liberar el oocito. Aunque se
practique primero el corte de ambos sellados y a posteriori se conecte el sistema de aspiracion sigue
habiendo una sobrepresion que hace que la soluciéon abandone el capilar por si sola.

(Como solucionar el problema de la descarga del SafeSpeed?

Estd claro, por los resultados observados, que el sistema de aspiracién actual funciona
perfectamente a la hora de realizar la carga de la pajuela por lo que se plantea aislar los sistemas, es
decir, realizar la carga con este sistema y para la descarga pensar en alguna variante del mismo.

El problema al que nos enfrentamos es que a la hora de realizar la conexion del SafeSpeed con el
sistema de aspiracion tiene lugar una sobrepesion en el interior del sistema por lo que la solucién
mas inmediata reside en buscar el modo de liberar presion.

Incorporacion al sistema de una llave de tres vias.

La llave de tres vias es un dispositivo lo suficientemente ligero para no aportar peso al sistema
manteniendo la confortabilidad del mismo y sera el mecanismo ideal para liberar la presion que se
genera tras la conexion.



Disefio e implementacion de sistema de microfluidica para manipulacion de embriones y ovocitos 53

Figura 5-4. Sistema de aspiracion 6ptimo para la descarga.

Tal y como puede observarse en la figura superior la llave de tres vias se instalard a continuacion
del bulbo para que el minimo peso que pueda aportar al sistema no interfiera en la manipulacién
del SafeSpeed.

Figura 5-5. Llave de tres vias.

A la hora de realizar la prueba es necesario seguir las siguientes pautas:

- Situar la valvula en la posicién que se indica en la imagen superior a la izquierda, con el
objetivo de que al conectar el dispositivo a la pajuela no se genere ninguna sobrepresion.

- Cortar el sellado de la zona posterior del SafeSpeed y conectarlo al sistema de aspiracion.

- Girar la llave hasta la posicion que se muestra en la imagen superior a la derecha, cortar el
sellado del capilar y, presionando ligeramente el bulbo, iniciar la descarga.

Tras esta pequefia modificacion del sistema se han realizado sucesivas pruebas en el laboratorio
y los resultados han sido satisfactorios, por lo que se puso el sistema en dispodiciéon de los
facultativos para que realizasen las pruebas pertinentes en sus laboratorios.
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6 DESARROLLO FUTURO: AUTOMATIZACION

En el punto anterior se ha descrito un sistema de aspiraciéon que cumple con las necesidades
requeridas hasta el momento pero que es completamente manual. Esto, a priori, no supone ningtin
problema pues los dispositivos empleados hasta la fecha son de estas caracteristicas; pero, no deja
de ser verdad, que una pequena automatizacion del proceso podria facilitar la labor de los
embridlogos.

El proceso de carga y descarga del SafeSpeed se puede realizar perfectamente con este sistema
de aspiracion, pero hay dos puntos que se podrian mejorar. Por una parte, dado que con una mano
se maneja el SafeSpeed y con la otra el bulbo, a diferencia del sistema de boca no se dispone de una
mano libre para manipular directamente otros dispositivos como puede ser desplazar la placa petri
para centrarla en el microscopio. Por otra parte, con este sistema una vez que se posiciona el oocito
en el capilar es necesario mantener la presion que se esta ejerciendo sobre el bulbo hasta que se
produce el sellado del capilar, esto no es complicado, pero si es cierto que si por algiin motivo se
presionase el bulbo excesivamente el dévulo saldria despedido hacia el exterior. No obstante, si el
sellado se lleva a cabo con la selladora automatica este proceso es bastante sencillo.

¢ Como se podria automatizar el sistema de aspiracion?

Una de las vias de automatizacion del sistema consiste en automatizar el bulbo, es decir, en vez
de ejercer la presion con las llemas de los dedos disefiar un dispositivo que ejerciera dicha labor.
Este proceso de automatizacion aun se encuentra en vias de desarrollo, no obstante, se van a
introducir en este documento las lineas de investigacion que se estan siguiendo.

El dispositivo consistiria en disefiar una pieza de sujecion para el bulbo mientras que con ayuda
de un motor paso a paso otra pieza diferente ejerciera la presion sobre el bulbo, simulando la llema
de los dedos. Todo ello acompafado del Hardware y Software necesario para controlar el avance o
retroceso del motor y, en consecuencia, la presion ejercida.

Figura 6-1. Pieza de sujecion del bulbo y anclaje del motor paso a paso.
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Figura 6-2. Ejemplo de motor paso a paso.

Las figuras anteriores son un ejemplo de los elementos que constituirian la automatizacion del
bulbo. No obstante, al igual que ocurri6 con la bomba de jeringa, automatizar el bulbo no garantiza
que se alcance la misma sensibilidad y nivel de precisién que con las llemas de los dedos.

Otra de las lineas de investigacion consistiria en acoplar un motor a la llave de tres vias con el
objetivo de poder abrir y cerrarla a través de un pulsador que se puediese accionar, por ejemplo,
con el pié. ; Qué beneficios supondria?

Manualmente se ha comprobado que si se emplea el sistema de aspiracion con la llave de tres
vias para cargar el SafeSpeed es posible, una vez situada la entrefase en la posicion correcta, cerrar
la llave de tres vias para confinar el aire entre la entrefase y la propia valvula de modo que la
presion que se ejerza en el bulbo no afecte a esa zona del conducto. De este modo, ya no seria
necesario mantener el bulbo presionado hasta realizar el proceso de sellado y por supuesto, aunque
se presionase por error el bulbo, el oocito no saldria despedido.

;Se podria emplear una valvula automadtica?

A diferencia de la llave de tres vias, que lo tnico que hace es cortar el paso del aire, las valvulas
automaticas suelen cortar el paso del aire ejerciendo presion por lo que se podria estar
reproduciendo el mecanismo del bulbo e inducir una minima presién que fuese suficiente para
desplazar el oocito.

El proceso de automatizacion del sistema de aspiracion se encuentra en vias de desarrollo y
posiblemente pronto se consigan buenos resultados. Asi mismo, el culmen definitivo seria llevar a
cabo la automatizacion de todo el proceso incluida la deteccion automatica del posicionamiento del
oocito en el interior del capilar del SafeSpeed.
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CONCLUSION

El sistema de aspiracion constituye una minima parte, pero no por ello menos importante, de
todo un gran proceso de criopreservacion.

Al igual que en todo proyecto fue necesaria una primera etapa de investigacion y toma de
contacto con el tema a tratar. Los primeros dias de laboratorio se convirtieron en horas de ensayos
con los métodos usuales empleados hoy en dia para la carga y descarga del SafeSpeed, solo asi se
podia llegar a entender en que consistia el proceso y que aspectos se pretendian mejorar de este.

Una vez perfeccionada la técnica ya se estuvo en disposicion de dar un paso mas y poder abrir
diferentes lineas de investigacion. Por una parte, se destaca el uso del émbolo de la jeringuilla como
herramienta propulsora del movimiento de la entrefase mientras que, por otra parte, seria un bulbo
el dispositivo empleado para tal fin. Tras la realizacion de numerosos ensayos en el laboratorio se
concluye que el sistema de aspiracion dotado de un bulbo ofrece muy buenos resultados, pues se
consigue un dominio perfecto del movimiento de la entrefase.

A estas alturas, ya se habia cubierto uno de los objetivos planteados al principio del proyecto que
consistia en disefiar un sistema de aspiracion que mejorase el control del movimiento de la entrefase
durante la carga del SafeSpeed. A partir de aqui, todos los esfuerzos se centraron en optimizar este
sistema para poder realizar todo el proceso de carga y descarga de la pajuela incluyendo la fase de
sellado. Entonces se aprecié que, durante la descarga, tal y como estaba configurado el sistema la
solucion de vitrificacion era expulsada del capilar inmediatamente después de la eliminacion del
sellado. Esto se debia a que, al ser un sistema cerrado, al conectarlo a la pajuela se generaba una
minima sobrepresion, la cual se consiguio eliminar con la incorporacion al dispositivo de una llave
de tres vias.

Finalmente, se han hecho un par de apreciaciones sobre la posible automatizacion del sistema de
aspiracion, trabajo que se encuentra actualmente en vias de desarrollo. El objetivo final es la
automatizacion de todo el proceso, disefiar una maquina capaz de cargar el évulo en el SafeSpeed y
realizar los respectivos sellados del mismo.
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ANEXO A

En este anexo se hara referencia a los materiales empleados en la construccion del sistema de
aspiracion.

e Tubo capilar:

Microbore PTFE Tubing, 0.022"ID x 0.042"OD, 100 ft/roll. Por si fuese necesario a continuacion se
muestran las caracteristicas técnicas de este material, no obstante, para su mision en el sistema de
aspiracion, a parte de las propias dimensiones, solo interesaba que el material no se plegase con
facilidad para evitar obstrucciones al paso del aire.

Specifications

Product Type Tubing
Working pressure (psi) 4000
Maximum temperature (° F) 500
Minimum temperature (° F) -400

Tubing ID (in.) 0.022
Tubing OD (in.) 0.042

Wall thickness (in.) 0.01

Max psi 4000
Certifications FDA-Compliant,USP
FDA Compliant Yes

USP Compliant Yes
Translucent Yes

Color Translucent
Feet per pack 100

Tubing formulation PTFE

Qty/ea 1

Brand Cole-Parmer

Figura Anexo: A-1. Carécteristicas del tubo capilar

e Bulbos de silicona:

Figura Anexo: A-2. Referencia del bulbo.
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Anexo A

Conectores:

Pegamentos:

Figura Anexo: A-3. Referencia del conector.

/ceys/

Plasticos

Uniones
resistentes

4 rasialendss

Figura Anexo: A-4. Referencia del pegamento.
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ANEXO B

La redaccion de este documento se ha complementado con un video descriptivo del proceso de
carga y descarga del SafeSpeed, en este anexo se muestran las secuencias mas significativas.

ASPIRATION

SYSTEM

Figura Anexo: B-1. Secuencia 1.

ion de carga y sellado del SafeSpee
ad & Seal of SafeSpeed

Figura Anexo: B-2. Secuencia 2.
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Figura Anexo: B-3. Secuencia 3.

RS

Figﬁra Anexo: B-4. Secuencia 4.

Figura Anexo: B-5. Secuencia 5.
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Figura Anexo: B-6. Secuencia 6.

Figura Anexo: B-7. Secuencia 7.

19 : Conexion SafeSpesd=; 'piration— System
Conecction between Saff 8d & Aspiration System

Figura Anexo: B-8. Secuencia 8.
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Fira Anexo: B-9. Secuencia 9.

Figura Anexo: B-11. Secuencia 11.
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The pressure on the bulb must bi e until the capillary was sealed

Figura Anexo: B-12. Secuencia 11.

Proceso dé :

Figura Anexo: B-13. Secuencia 13.

En este paso, el Safespeed esta
sellado por ambas partes.

At this step, the Safespeed is

perfectly sealed.

Figura Anexo: B-14. Secuencia 14.
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DEBERIAS TENER UN SISTEMA DE
ASPIRACION CON UNA LLAVE DE TRES ViAS

YOU SHOULD GET AN ASPIRATION SYSTEM WITH

Figura Anexo: B-15. Secuencia 15.

Figura Anexo: B-16. Secuencia 16.

Figura Anexo: B-17. Secuencia 17.
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Girar la llave de tres vias hasta esta posicion
Turn the stopcock to this position

Figura Anexo: B-19. Secuencia 19.

ASPIRATION SYSTEM

Figura Anexo: B-20. Secuencia 17.
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