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Resumen

Mediante el presente proyecto se desarrollan sistemas de apoyo a la criopreservacion de érganos de nuis
musculus a partir de la técnica equilibrium vitrification aplicada a diferentes tejidos desde un acercamiento
experimental.

La tarea en cuestion comporta el disefio y calculo de una serie de sistemas electronicos, térmicos,
hidraulicos y quimicos, extendiéndose por numerosasramas de la ingenieria y las ciencias. Paraello, se establece
como objetivo principal la perfusion con crioprotector de corazony encéfalo de ratony la supervivencia del
organo hasta este instante de perfusion. La técnica de vitrificacion por equilibrio requiere, en concreto, el
seguimiento de unas curvas de concentracion de crioprotector y de temperatura para una serie de instantes de
tiempo, y esto se hubo de aplicar a ambos 6rganos.

Se realizaron pues tres experimentos (con diversos ensayos para cada uno de ellos) para la correcta
criopreservacion de los tejidos, a saber: la supervivencia ex-vivo del corazon en un medio artificial mediante
sistemas térmicos, electronicos e hidraulicos, la perfusion del corazon aislado siguiendo las curvas propias de b
técnica, y la perfusion del encéfalo o tejido nervioso central, no aislado, siguiendo las anteriores curvas. Esto se
consigue con sistemas hidraulicos, electronicos, quimicos y térmicos.

A lo largo de la fase experimental se comprobo6 la mejora de la supervivencia de los 6rganos aislados
(corazones) gracias al ajuste de los parametros tales como el caudaly presion de perfusion, obedeciendo las
condiciones de contorno impuestas por los propios sistemas biologicos. Se obtuvo igualmente una mejora en b
perfusiony en la retencion de agente crioprotector conforme se mejoraba la supervivencia de dichos érganos.
En lo referente a corazon, se alcanzaron los valores de concentracion deseados y marcados por las curvas de
vitrificacion de equilibrio, asicomo la temperatura a la cual se alcanzaban los valores deseados. En el caso del
encéfalo, se obtuvieron valores menores a los del corazon dada la estructura tisular y el comportamiento de los
elementos hidrosolubles con la pared celular del tejido nervioso.






Abstract

Through the present project, the development of support systems for murine organ cryopreservation
using the equilibrium vitrification technique applied to different tissues is presented. This involves an
experimental approach to the problem.

The task comprises the design and calculation of several electronic, thermal, hydraulic and chemical
systems. For this matter, the main objective was established: whole organ perfusion with cryoprotectant, for both
murine heart and encephala, and the survival of said organ up to the initiation of perfusion. The equilibrium
vitrification technique requires, specifically, following certain concentration and temperature curves for given
instants in time, and this had to be applied to both organs.

Hence three experiments took place (with several repetitions for each one of them) to correctly
cryopreserve the tissues: ex-vivo survival of the murine heart in an artificial environment thanks to electronic,
thermal and hydraulic systems following the previously stated curves, and the correct perfusion of central nerve
system or encephala, in-vivo, following the curves, which requires chemical, hydraulic, electronic and thermal
systems and their control.

Throughout the experimental phase it was proven the survival of the isolated heart provided the correct
adjustment of flow and pressure parameters, subject to the conditions imposed by the biological systems.
Likewise, it was observed an improvement in the perfusion and retention of the cryoprotecting agent according
to the improvement of organ survival up to this phase. Regarding to the heart, the desired ACP values were
reached as given by the concentration curves for equilibrium vitrification, as well as the temperatures reached
within the time specifications. Regarding encephala, lower values were reached due to the tissue structure and
behavior of hydrosoluble reactants given the nervous tissue wall structure.
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1 INTRODUCCION

1.1 Introduccién a la criopreservacion

Desde la década de 1950 el problema de la criopreservacion ha sido abordado en numerosas
ocasiones. El proceso consiste en la congelacion de un o6rgano, tejido o célula, ralentizando su
metabolismo, con el fin de mantener la muestra viva atin a temperaturas bien por debajo de los —80°C.
Para que esta congelacion sea exitosa es crucial garantizar que la célula o células que componen un
tejido, o el drgano, se encuentra correctamente protegido frente a las bajas temperaturas.

Al congelar, es frecuente que se produzca la aparicion de cristales de hielo (nucleacion) por
la cristalizacion de las moléculas de agua presentes en el citosol (medio que rellena la célula en el que
se encuentran los organulos) o bien en el medio extracelular. Estos cristales son disruptivos y llegan a
matar a las células por dos vias: el medio extracelular se congela y cristaliza mientras que el citosol
permanece liquido, lo cual hace que las sales del medio exterior se concentren en las zonas no
cristalizadas, elevando la concentracion de estas sales en las porciones no cristalizadas. La célula, por
el mecanismo de 6smosis, deja pasar medio a través de sumembrana con el fin de aumentar la cantidad
de solvente para un mismo soluto (las sales) y asi reducir la concentracion, lo que termina por
deshidratarla. Elmedio cristalizado y distribuido como un proceso estocastico presiona, perfora y
dilata la pared celular, los organulos, elnucleo o la estructura extracelular, destruyéndolas.

La aparicion de cristales se puede mitigar controlando la presencia de sales en el medio intra
y extracelular, el intercambio de sustancias por medio de la pared celular (cuyarigidez depende de I
temperatura) y el proceso de osmosis, lo cual se consigue con agentes crioprotectores (Avila-Portillo,
2006). Estos agentes se agrupan en tres categorias: los azucares (glucosa, sacarosa), los alcoholes
(etilenglicol, glicerol, propanodiol, butanodiol, etanol, metanol) y el dimetilsulféxido o DMSO. En un
capitulo posterior se elegira el crioprotector que usaremos en nuestros experimentos.

La criopreservacion resulta fundamental para la creacion de bancos de 6rganos, o biobarks,
facilitando el proceso de trasplante a pacientes con esta necesidad. La capacidad de mantener un
organo vivo hasta el momento del trasplante es revolucionaria para el protocolo actual, donde los
tiempos desde que el o6rgano es retirado del donante hasta que es trasplantado al receptor no puede
superar en muchos casos las 12 horas. La preservacion de embriones completos es también otra
aplicacion de estas técnicas, quizas la mas estudiada y prominente por el momento. Ademas, esta
extension se puede y se debe hacer a especies animales amenazadas o en peligro de extincion,
garantizando un minimo de supervivencia a la especie por el almacenamiento de gametos
criogenizados.

Los mecanismos y protocolos para la criopreservacion son variados y complejos. Entre ellos
podemos destacar los siguientes (Risco, 2018):

- Formulacion de nuevos cocteles criopreservantes. Esta técnica surge como alternativa a los
agentes crioprotectores toxicos a altas concentraciones. Especialmente prominente en este
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campo es Gregory M. Fahy, cuyas graficas para altas concentraciones se usaran en los
experimentos.

- Usode proteinas anticongelantes, como una version mejorada del agente crioprotector, que
permite trabajar a altas concentraciones sin implicar mayor toxicidad, e introduce nuevos
mecanismos en la mitigacion de la nucleacion.

- Liquidus tracking. Esta técnica se nutre del hecho de que, con una alta concentracion de
crioprotector, la temperatura del sistema se puede bajar mas pausadamente. El objetivo es
disefiar un sistema que permita monitorizar la temperaturay la concentracion de crioprotector
que entra al sistema, lo cual es complejo debido al aumento de viscosidad y disminucion de
la permeabilidad de las membranas celulares con el descenso de las temperatura.

- Trabajar a distintas presiones, lo que afecta a la cantidad de crioprotector necesaria a una
misma temperatura.

Gregory M. Fahy propuso un protocolo para la perfusion renal siguiendo la curva de equilibrio
solido-liquido, implicando altas concentraciones de agentes crioprotectores, permitiendo una
transicion a un estado vitreo detenido a nivel molecular, desde un estado fluido en movimiento (Fahy,
2009). Esto es, en esencia, la vitrificacion. Se denominara equilibrium vitrification (Risco, 2018) al
proceso mediante el cual se perfunde con ACP a concentraciones cada vez mayores, hasta una
temperatura relativamente alta, en torno a los —22°C, para posteriormente almacenar a temperaturas
mas bajas. Este es el experimento que se realizara para la preservacion tanto de tejido nervioso central
como de corazon.

1.2 Objetivo del trabajo

El objetivo principal consiste en realizar un estudio del mecanismo de equilibrium
vitrification para drganos completos mediante la perfusion con crioprotector, que limite la aparicion
de cristales de hielo en el tejido a medida que se congela el 6rgano. Para ello se debera hacer uso de
un conjunto amplio de aparatos y sistemas, su caracterizacion, control y correcto uso para poder
alcanzar este objetivo. En concreto, nos basaremos en tres experimentos, asociados a diversos equipos:

1. Supervivencia aislada de corazon de mus musculus en perfusion retrograda adrtica
(método de Langendorff): sistemas electronicos, hidraulicos y térmicos de apoyo a la
perfusion. Este experimento nos permite preparar el corazon para la vitrificacion, y a su
vez comprobar el estado de supervivencia antes de la criogenizacion.

2. Equilibrium vitrification de corazén de mus musculus con perfusion de dimetilsulfoxido
(experimento de Gregory M. Fahy): sistemas electronicos, hidraulicos y térmicos de
apoyo al proceso. Para este experimento y para el siguiente, deberemos seguir las curvas
de molaridad y temperatura propuestas por G. M. Fahy, adaptadas al volumen del 6rgano
que se utilizara.
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1. Grdficas para perfusion de rifion de conejo de G. M. Fahy.

3. Equilibrium vitrification de tejido nervioso de mus musculus con perfusion de
dimetilsulfoxido (variacion del experimento de Suda): sistemas electronicos, hidraulicos
y térmicos de apoyo al proceso.

Para alcanzar estos objetivos y completar los experimentos, se requerird de los siguientes
aparatos, a disefiar y construir o utilizar por los integrantes del equipo: intercambiador de masa o
perfusor de crioprotector, congelador en rampa basado en PID, sistema de recreacion del entorno basal
para el mantenimiento del corazon en condiciones ex vivo (perfusion de sustancia hematomimética y
calefactor) y sistema de adquisicion y analisis de biosefial cardiaca (electrocardiografia).

Los resultados a los tres experimentos se obtendran por analisis tomografico de las muestras
criopreservadas, en el caso de la vitrificacion, o mediante la observaciony calculo de actividad
cardiaca en el caso del experimento de perfusion Langendorff. Para esto, se analizara la retencion de
DMSO en los tejidos de los diversos 6rganos, y se medira la frecuencia cardiaca del corazon en el
experimento de perfusion aislada.

Los objetivos especificos de este trabajo, agrupados por experimentos, son los siguientes:

1. Experimento de Langendorffpara corazon de mus musculus
1.1. Disefio y construccion de un sistema para experimento de Langendorff
1.1.1. Disefio del circuito hidraulico de perfusion
1.1.1.1.Creacion del ambiente favorable para la supervivencia
1.1.1.2.Control del pH de la solucion perfundida y del medio para la suspension del
corazén
1.1.1.3.Control de oxigenacion con carbdgeno para la perfusion oxigenada 95% / 5%
en carbdgeno.
1.1.1.4.Sistema con temperatura regulable para ajustar a 37°C
1.2. Cirugia de mus musculus para extraccion del corazén sin dafios y sin coagulos.
1.2.1. Administracion de heparina.
1.2.2. Sacrificio segiin métodos homologados.
1.2.3. Apertura de la caja toracica, aislamiento del corazon y extraccion.
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1.3. Canulacion de la aorta con canula de calibre 22G para ratones pequefios y 26G para ratones
con aortas mas gruesas. La canulacion se ha de hacer sobre un medio frio y con un tiempo
que no exceda los 4 minutos para garantizar supervivencia, aunque en la practica se ha
observado que hasta 10 minutos de canulacion permiten (baja) actividad cardiaca en la
perfusion.

1.4. Monitorizacion de la actividad cardiaca. Sibien se puede hacer uso de técnicas graficas
(video), es altamente valorable la obtencion de un electrocardiograma de los latidos del
corazon aislado. Por consiguiente:

1.4.1. Circuito para obtencion de biosefial ECG y software necesario para almacenar y
analizar los datos.

1.4.2. Pruebas de viabilidad in vivo en personas y ratones.

1.4.3. Prueba con corazdn aislado.

2. Equilibrium vitrification de corazon de mus musculus
2.1. Preparacion del sistema de perfusion. En esta ocasion nos apoyaremos en el Trabajo Fin de
Master de Alvaro Pérez Aguilar.
2.1.1. Adaptacion (software) al tiempo elegido para perfusion durante la vitrificacion: 1 h.
2.1.2. Reparacion del circuito hidraulico: arreglo de fugas, material resistente a la accion
corrosiva del crioprotector.
2.1.3. Nuevos acoples para las agujas de perfusion.
2.1.4. Caracterizacion de las concentraciones a la salida del perfusir en los diferentes
instantes de tiempo y ajuste a los valores necesitados.
2.2. Reparacion, puesta a punto y control del congelador de rampa BioCool de FTS Systems.
2.2.1. Arreglo del agitador y colocacion de un nuevo agitador para mantener el liquido del
depdsito en movimiento.
2.2.2. Aislamiento del deposito con material aislante.
2.2.3. Control de temperatura mediante los parametros para control PID del congelador.
2.2.4. Montaje de la refrigeracion extema del BioCool (la propia estaba dafada).
2.3. Perfusion del ACP disuelto en medio salino hasta la concentracion deseada.
2.4. Monitorizacion de la temperatura con termopares para validar el seguimiento de la grafica
de G. M. Fahy.
2.5. Comprobacion y resultados del experimento.
2.5.1. Comprobacion al término del experimento del estado fisico del 6rgano y el medio que
lo rodea, medicion de la concentracion de ACP en los alrededores del 6rgano.
2.5.2. Almacenamiento en Nitrogeno liquido o en congelador a —27°C a la espera del
analisis de la difusion del ACP en el 6rgano.
2.5.3. Tomografia axial Computerizada de los 6rganos perfundidos para medir el porcentaje
de DMSO absorbido.
2.5.4. (Opcional) Microscopia optica de los tejidos para comprobacion del estado de la
membrana plasmaticay la estructura extracelular y presencia de cristales al término de
la vitrificacion.

3. Equilibrium vitrification de tejido nervioso central de mus musculus. Lo referente al sistema
de perfusion es compartido con los objetivos del experimento anterior.
3.1. Disefioy construccion de un soporte para el raton durante la vitrificacion.

24



3.2. Heparinizacion, sacrificio por administracion de anestesia y cirugia de mus musculus para

aislamiento del corazon.
3.2.1. Perforacion del ventriculo izquierdo con la aguja en soporte, exanguinacion del raton y
conexion al sistema de perfusion.

3.3. El protocolo de vitrificacion es idéntico al de corazon.

3.4. Cirugia de extraccion del tejido nervioso central perfundido y almacenamiento de la muestra
en Nitrogeno liquido.

3.5. Analisis de resultados son idéntico al de corazon, con la salvedad del ECG.

Para que los experimentos tengan cierto grado de validez y credibilidad, se usara una muestra
de tamafio ~40 para los experimentos, a distribuir en sumayoria hacia el experimento de Langendorft
y de vitrificacion de equilibrio para corazon, al estar relacionados, y un porcentaje menor para tejido
nervioso central. Se trabajara exclusivamente el experimento de Langendorff hasta que se obtengan
latidos enlos corazones aislados, momento enelcualse pasara a la vitrificacion de estos 6rganos. Mas
adelante se comenzara con tejido nervioso una vez se tenga dominada la vitrificacion del corazon.

1.3 Fisiologiamurina

La perfusion del ACP se realizara en ambos casos a través del sistema vascular, ya sea por
medio de la aorta o por via ventricular. Debemos tener por lo tanto ciertas nociones de histologia y
fisiologia para los 6rganos con los que trabajaremos.

El corazon es, en términos de ingenieria, una bomba peristaltica en circuito cerrado, tomando
el fluido por las auriculas (al haber una diferencia de presion entre las auriculas y los ventriculos) e
impulsando este fluido fuera por medio de la contraccion ventricular. Consta de cuatro cavidades
conectadas dos a dos, a saber: ventriculo izquierdo (el mas poderoso), auricula izquierda, ventriculo
derecho y auricula derecha. Las cuatro cavidades trabajan a diferente presion en ausencia de
cardiopatias, y explotaremos las caracteristicas hidraulicas del corazon para hacer llegar nuestro ACP
al punto deseado.

A B Alos  Corazén normal

Circulacion
mensd o
pulmonar

Curculackon

Toartie: N Sesuivrds Saswnden Tewds Ay do Hndologa. Desiogis colkar i Bvdir, Je: wew acommradone com
Daveniis © Mot Ml Edcutaon, Daachin Rasarvadon.

2. Aparato circulatorio y estructura del corazon.
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La arteria aorta es el canal mas grueso de todos los vasos sanguineos que entran y salen del
corazon, y se encarga de impulsar la sangre hacia la circulaciéon mayor o principal, englobando todo
el cuerpo salvo los pulmones. La salida de la aorta se encuentra bloqueada por la valvula aértica, que
se abre cuando el ventriculo izquierdo hace presion sobre ella e impulsa la sangre oxigenada al resto
del organismo.

Se usara el sistema cardiovascular como un circuito hidraulico natural, y para ello se ha de
trabajar con un fluido hematomimético en cuanto a temperatura, acidez, pH y composicién quimica,
pero también debe tenerse en cuenta las restricciones hidraulicas del sistema. Por restricciones
hidraulicas entendemos volumen delcorazon, presion arterial y volumen de sangre murino. Conocidos
estos parametros, se pueden poner condiciones de contorno a los sistemas de perfusion y evitar dafio
tisular o fallo organico durante los experimentos.

Table 1 | Comparison of mouse and humen (candiac) physiology

Muman Reterenies Mowss Reterences

GENERAL
Vida meda 1.5-2,6 sflos
Vida media animal estabulado 1-1,5 afics
Frecuencia cardiaca BO0 (400-B00) lat/rmin
Frecuencia resperalona 160 (B0-240) resp/min
Hematdcrito 41(39-43) (%)
Gltbulos rojos 6-11 (il x 108)
Gldbulos blancos 510 fnfpl x 109
Prasidn anerial 120475 (mmHg)

NEART Valumen sanguinao 6-8 (porcentaje peso corporall
Temperaiura rectal 37.6(37.2-38)C
Numarg da cromesomas 2n=40
Edad minima de cruce 50 (45-56) dias
Perindo da gestacitn 19({18-21) dias
MNdmaro de animales B8-12

"k Do\ por camada

HEMODYNAMIC Peso al nacer 1-16ig)
Aperura de s o0s 10-12 dias
Edad de desteta 19-21 dias
Peso al destets 10-12 (g)
Peso del amimal adults 20-30 (@

Canguma dhario de comida
Coansuma diario da bebida

16-20 [g/100 g peso animal)
15-18 [miy1 00 g peso animal)

Temperatura ambenta 20-23°C
Husmedad ralativa ambiente BO-B0 %)
Aégimen de actividad MNocturne
Superficie de |a jaula 0.015 m2

3. Datos cardiovasculares de mus musculus. (Kaese, 2012). (Roca i Acin, 2001)

Se aprecia un volumen sanguineo de 2-3 mL variable segliin edad, cepa, sexo, etc. La presion
arterial dada en ambas fuentes se encuentra entre los 75 y los 120 mmHg, por lo que impondremos
este rango como el rango de trabajo para los circuitos hidraulicos que se disefiaran mas adelante.

Para los experimentos, se ha de realizar la cirugia de los ratones para trabajarcon sus organcs.
Es necesaria una formacion sobre este aspecto, tanto tedrica como practica, pues los experimentos
posteriores dependen necesariamente de la bondad de la cirugia y la habilidad de quien la realiza. A
lo largo de la fase experimental se fue perfeccionando la técnica, de manera que el tiempo total de
cirugia, la calidad de esta, el tiempo de canulacion (tiempo en el que se introduce una canula o agup
por la aorta y se comienza a perfundir) va mejorando, lo cual se ve reflejado en la supervivencia del
corazon en el medio externo y durante la perfusion retrégrada adrtica aislada, o perfusion de
Langendorff.

Para la perfusion de tejido nervioso central es importante conocer el concepto de barrera
hematoencefalica. Los capilares del encéfalo son del tipo continuo, lo que significa que solo permite
aunas pocas sustancias moversea través de sus paredes (sustanciasdisueltas o conun diametro menor
de 70 nm). Ademas, las células endoteliales de la mayoria de los capilares cerebrales estan sellados
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entre si por uniones estrechas (los astrocitos rodean los capilares con prolongaciones y segregan
sustancias quimicas que mantienen las caracteristicas de permeabilidad de las uniones estrechas). Hay
areas del encéfalo donde esta barrera falta, regiones donde existen glandulas endocrinas como el
hipotalamo, la glandula pineal y la glandula hipofisis, y el intercambio de sustancias se realiza mas
libremente en ellas. (Albiol Tortosa, 2019)

La elevada presion osmoética de una solucion concentrada en glucosa hace que las células
endoteliales de los capilares se contraigan, lo que determina la apertura entre los espacios entre ks
uniones estrechas y el aumento de permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Tortora &
Derrickson, 2006).

1.4 Introduccion a la electrocardiografia

Un electrocardiograma (ECG) es un prueba que registra la actividad eléctrica del corazon. Es
especialmente util para detectar arritmias, enfermedades del corazon o episodios agudos de
enfermedad coronaria (Sociedad Espafiola de Cardiologia). Es por ello de suma utilidad para hacer un
analisis de la viabilidad de nuestra criopreservacion y recuperacion del corazon, al disponer de
informacion cuantitativa sobre el comportamiento del corazén si hubiere actividad, y nos informara
sobre el estado de las auriculas y los ventriculos en cada pulsacion, asi como nos dara datos sobre las

coronarias a través de las cuales perfundiremos (tras bloquear la membrana de la aorta, con esta
canulada.)

El analisis de la actividad del corazon se hace por segmentacion y estudio de las ondas de
electrocardiograma, separadasen tramos PQRSTU por suinventor. Se destacan tres zonas principales:
onda P, complejo QRS yonda T (Shuo-Tsung,y otros, 2014) . La onda P nos ofrece informacion
sobre el estado de las auriculas; el complejo QRS se usa para medir la frecuencia cardiaca con los
picos en R y nos informa sobre el estado de los ventriculos en compresion, y la onda T corresponde a
la relajacion ventricular.

En lo que prosigue,
se analizardn los pulsos
individuales en base a la

=

1.0

frecuencia cardiaca y el
espectro de la sefal Las
valoraciones mas profundas

ST interval

w

0.5 =

PR segment ST segment
p f—i f—i T sobre el estado del corazon

8] deberan ser realizadas por un
0 * experto en cardiologia.

fe—i
PR interval Q

mV

Para una mayor
simplicidad, el analiss

-0.5 cuantitativo acaba aqui

5
] QRS duration

QT interval j = Valoraremos de manera
cualitativa la forma de onda
en comparacién con otras

{0 0.2 0.4 0.6

Time(sec.) '
4. Sefial ECG (Shuo-Tsung, y otros, 2014) referencias.
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2 FASE EXPERIMENTAL

En este capitulo se detallan los experimentos realizados para la criopreservacion. Tras una
eleccion del agente crioprotector, se procede a explicar cadauno de los tres experimentos, asi como
se detallan los equipos utilizados, disefios y calculos requeridos para su caracterizacion y uso. Se
incluye un protocolo o método experimental para llevar a cabo los experimentos, y finalmente se
aclaran algunas incidencias generales.

2.1 Eleccion del agente crioprotector

Seguiremos una vitrificacion de érganos completos, con elmétodo de vitrificacion por equilibrio.
Esto implica que se perfundird con crioprotector hasta altas concentraciones, llegando a una
temperatura de —22 °C siguiendo la curva de equilibrio solido-liquido. Se seguirdn tres criterios para
la eleccion del agente crioprotector (en adelante ACP): el tamafio del material biologico, el método de
congelacion y la penetrabilidad del crioprotector en los tejidos. El primer criterio viene dado, al ser
organos completos. Elsegundo criterio cae en relacion con el primero y a los equipos de laboratorio.
La vitrificacion ultrarrapida de organos completos es compleja (Risco, 2018), y por ello nos
decantaremos por una equilibrium vitrification, o liquidus tracking* como se ha indicado. En tercer
lugar, la capacidad penetrante critica a la hora de obtener una rapida y correcta difusion del ACP por
las membranas del 6rgano.

Surgen entonces dos posibles ACPs para nuestro experimento, de caracter penetrante: el
dimetilsulfoxido (DMSO), 1-2 propanediol (PROH)y glicerol (Avila-Portillo, 2006). EL DMSO es
un ACP de uso prominente para la vitrificacion. Se haréd un ligero estudio de sus propiedades en
contraste con otro de los agentes, el glicerol.

Tabla 1. Comparativa de ACPs

Propiedades DMSO Glicerol
Densidad (kg /m?) 11004 1261
Masa molecular (g/mol) 78,13 92,094
P. fusion (°C) 19 18

P. ebullicion (°C) 189 290
Viscosidad (cP) 1,966 1500

n 1,479 1473

1 Cuando hablamos deliquidustracking, nos referimos a la técnica de segimiento de la curva sélido-
liquido para el tejido en cuestién,lo que supone un control extremadamente precisode temperatura y
concentracion de crioprotector en cada instante. En la practica sehard un seguimiento algomas laxoy
con unas toleranciastantoen T como en Molaridad.
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Se aprecia que ambas tienen una densidad similar, con el DMSO mas cercano al agua. El
crioprotector sera impulsado por un circuito hidraulico de bombas, cuyos calculos son realizados
tomando como referencia la densidad del agua. La masa molecular del DMSO también es menor, o
que facilita la penetracion, ademas de ser una molécula menos voluminosa (el glicerol consiste en una
cadena de 3 carbonos con enlaces hidroxidos en cada uno, mientras que el DMSO es un nicleo de
azufre rodeado por dos metilos y un oxigeno). Ambos poseen un punto de fusion similar (en estado
puro, pues se comprobara mas adelante que su punto de fusién en disolucion desciende hasta
temperaturas por debajo de los 0 °C. El indice de refraccion es similar y distinto a aquel del PBS o
Tyrodes HEPES, que usaremos como bufer, y podremos calcular la concentracion del ACP en elbufer
segun el indice de refraccion conjunto midiendo con un refractdmetro. La viscosidad es muy dispar,
favoreciendo al DMSO por ser menos reticente afluir por los circuitos de perfusion disefiados, con
capacidades limitadas. Para determinar mejor cuales el ACP mas favorable, se procede a preparar
disoluciones con diferentes concentraciones de DMSO vy glicerol en PBS y solucion de Hanks,
haciéndose una comparativa con 4 pocillos de control conteniendo alcohol etilico en varias
disoluciones, PBS puro, Hanks puro y ACP puros. Los resultados tras una exposicion a -28 °C durante
24 horas son los siguientes:

5. Comparativa de resistencia a la cristalizacion de dos ACP y etanol
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Es importante conocer el mecanismo de preservacion de tejidos con glicerol y que explicaria
por qué se hace uso de este ACP pese a observar que cristaliza atn a altas concentraciones en relacion
con el DMSO. El glicerol es un ACP selectivo, lo que significa que su uso necesariamente fuerza b
cristalizacion del tejido, pero dejando algunas zonas ausentes de cristales. Cuando empiezan a aparecer
cristales de hielo (nucleacion), el glicerol es desplazado hacia las zonas no cristalizadas,
concentrandose en esos ‘huecos’ y manteniendo esa zona libre de cristales. Se puede calcular la
“porcion congelada’ del tejido, y geométricamente obtener la concentracion de glicerol acumulada en
los espacios libres, que sobreviven. Es asi como se hace la aplicacion a tejido nervioso (Suda, Kito, &
Adachi, 1966). Aplicado a tejido cardiaco supone la muerte voluntaria de cardiomiocitos y la
mactividad general del 6rgano, incapaz de latir y por tanto quedando inutil.

Comparativa % cristalizacién frente a % ACP en perfusato
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6. Comparativa que muestra al DMSO como mds favorable sobre el glicerol.

El glicerol presenta un porcentaje de cristalizacion demasiado alto con respecto al DMSO a
concentraciones superiores al 20%. Esto es desfavorable, pues forzaria a perfundir mas crioprotector
para evitar la cristalizacion a la misma temperatura, siendo esta una sustancia toxica. E1l DMSO
soluciona mejor el problema del crecimiento de cristales a la temperatura de trabajo. Con todo lo

anterior, se escoge el DMSO como agente crioprotector preferido para los experimentos en ambos
tejidos.

No obstante, el DMSO es altamente toxico (al igual que el glicerol) a temperatura ambiente,
y segun concentracion a temperaturas mas bajas. Es también un disolvente organico e inorganico, lo
que hace dificil trabajar con élen circuitos hidraulicos noresistentesa suataque. Surgen asiincidencias
y fugas en los circuitos, reparadas con silicona resistente a DMSO, suponiendo un reemplazamiento
de algunas partes del circuito cuando se observan problemas. Se incluye en el apéndice de incidencias
un archivo con fotos de como el DMSO ataca a los circuitos.
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Otro factor determinante se encuentra en la composicion quimica del DMSO. La molécul
contiene un atomo de azufre, mas facilmente visible al contraste en una tomografia computerizada.
Esto facilitara la valoracion de la absorcion del agente por parte del 6rgano.

2.2 Experimento de Langendorff

El corazon es perfundido mediante la canulacion de la aorta. Con el buffer de perfusion
fluyendo de manera retrograda por la aorta, opuesto al flujo natural fisiologico, la valvula aodrtica se
cierra bajo presion. Con la columna de perfusato dentro de la aorta, el sistema vascular coronario
arterial se llena a través de dos ostium coronarios (izquierdo y derecho) en los respectivos sefios de b
raiz adrtica. Elbuffer de perfusion entonces pasa a través de la cama vascular, antes de ser tomado por
las venas coronarias al seno coronario en la auricula derecha, situada verticalmente con el tramo del
septo que conecta con la valvula tricuspide en la pared auricular posterior. En la descripcion original,
la preparacion fue perfundida bajo presion constante [ ... ] pero existe la opcion de perfusion mediante
flujo constante, que ofrece ventajas sobre protocolo experimental (Bell, Mocanu, & Yellon, 2011)

En la fase inicial, se postuld el método de perfusion por presion constante, facimente
replicable mediante colocacion de una columna de buffer de manera que la presion sea la presion
hidrostatica del fluido. Se calculd que para una presion superior a 60 mmHg bastaba con situar el
depdsito a 83 cm sobre la entrada de la canula. Se paso a perfusion por flujo constante (programando
el caudal), y el célculo de presiones a la salida para mantener los valores dentro del rango deseado.
Esto se consigue mediante el disefio de una aguja de perfusion que cumpla esta funcion.

2.2.1 Descripcion de sistemas

A continuacion, se expone el montaje general de los equipos para los experimentos, asi como
una explicacion detallada de estos equipos, su funcionamiento y manejo para los experimentos de
perfusion aislada Langendorff de corazon.

7. Montaje para experimento de Langendorff.
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2211 Cirugia

Para la cirugia no fue necesario eluso de ningun equipo especifico o complejo, pues casien
sutotalidad se realiz6 con material fungible que sera detallado enuna tabla mas adelante, incluyéndose
tanto los instrumentos de cirugia, como el material de apoyo a esta, inyecciones, reactivos necesarios
(anestesia y heparina), etc. Sipudiera comentarse el apoyo de aparatos como la lupa de laboratorio o
la bascula de precision.

La bascula fue el aparato que permitié conocer
el peso del animal, para extraccion de valores
estadisticos posteriores y analisis de datos. La operacion
de pesado se realizd una vez que el animal habia sido
sacrificado, pues en el animal tiende a defecar y orinar
con la manipulacion, y tras la muerte se produce la
relajacion de los esfinteres, dejando el tracto digestivo y 20 00 Doy,
la vejiga vacias y proporcionando una medida méas
ajustada con el peso real del animal (dados los pesos tan
pequefios que se manejaran, en ninglin caso superiores a 8. Bdscula de precision - uso durante preparacion
los 50 gramos, esta variabilidad supone un detalle de reactivos.
importante para las medidas).

La lupa de laboratorio proporcionaba un zoom x10 al
objeto observado. Para los primeros ensayos del experimento
de Langendorff, enla fase de cirugia, suutilizacion fue crucial
para apoyaren la canulacion. La visualizacion de la aorta bajo
la lupa y la introduccion de la aguja en esta era una tarea que
se veia simplificada gracias al aumento. La lupa disponia de
una fuente de luz en el fondo, para poder hacer visualizacion
al contraste de los objetos depositados sobre la placa de
estudio. En la practica, esta funcionalidad sélo se usé durante
escasos segundos en los primeros experimentos, pues era
también fuente de calor, lo que calentaba la placa de Petriy
derretia el hielo, reduciendo el tiempo que el corazén podia
sobrevivir al aire libre mientras era canulado.

Con el transcurso de los experimentos y la experiencia, fue
dejando de ser necesario su uso, pues la aorta se haci

apreciable a simple vista y se podia canular con sencillez. 9. Lupa de laboratorio, apoyo a la
canulacion.

2.21.2 Equipo parasupervivenciaex-vivo

Se han de garantizar condiciones fisicas y bioquimicas similares a las que encuentra el
corazon en su entorno de trabajo natural, el cuerpo. Esto es, proporcionar un entorno con la misma
temperatura, acidez, concentracion salina, cantidad de oxigeno y conun flujo constante de perfusato
que simule a la sangre. Se construy6 un entorno para el experimento de Langendorff con estas
caracteristicas.
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Calentador y agitador

El cabezal de bafio caliente creaba las condiciones de temperatura propias del organismo
(37°C) ala vez que fijaba un flujo de agua caliente para homogeneizar esta temperatura en todo el
bafio. Conlos botones de seleccion ff, §,se elige la temperatura. Enla practica, se comprobo que para
el montaje especifico se necesitaba una temperatura programada de 38°C, pues el corazon se
encontraria sumergido en un buffer Tyrode’s HEPES, rodeado por un recipiente de cristal, y en la
transferencia de calor se perdian entre uno y dos grados de temperatura.

Cabezal calefactor y
agitador

Recipiente de cristal
(vasode
precipitados)

Bafio de agua
(intercambiador de
calor)

Medio Tyrode’s
HEPES de aporte
salino

Aguja de perfusion
y pinza de sujecion

10. Cabezal creador del medio térmico.

La temperatura del bafio es regulada con el propio cabezal, y la temperatura dentro del medio
Tyrode’s se monitoriza con un termémetro, que nos indica la lectura real del entorno en el que se
encuentra el corazon.

Medio Tyrode’s HEPES

La solucion isotonica llamada Tyrode’s es un medio que proporciona soporte vital a
organos mediante la perfusion o bafio de los 6rganos en el mismo. Es semejante al liquido
mtersticial y también ha sido preparado en el laboratorio y debidamente oxigenado con
carbogeno. La solucion Tyrode’s, ademas de actuar como amortiguador de pH gracias al
bicarbonato, les proporciona energia a los tejidos a causa de que uno de los solutos disueltos
mas abundantes de la preparacion es la glucosa. (Albiol Tortosa, 2019)
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La preparacion de Tyrodes HEPES se incluye en el anexo de preparacion de
reactivos. El Tyrode’s preparado se compone de 5.844 gde cloruro de sodio (NaCl), 0.403 g
de cloruro potasico (KCI), 0.203 g de cloruro de magnesio (MgClz), 0.265 g de cloruro de
calcio di hidratado, 2.383 g de tampén HEPES y 4.504 g de glucosa (CsH1206). (Albiol
Tortosa, 2019)

Calentador y agitador

Como se ha comentado, el medio debe estar oxigenado con carbogeno para garantizar
supervivencia tisular. Es importante, no obstante, que no haya burbujas presentes en el medio (esto se
comentara en el circuito hidraulico). Para ello, se recurrié a Air Liquide, que proporciond al equipo
con la bombona de carbogeno, asi como el manorreductor y entubado propio para la oxigenacion. Ya
se disponia de un manorreductor en el laboratorio, pero los acoples no eran los adecuados, y se opto
por una soluciéon mas segura. En el tratamiento con carbogeno, las bombonas soportan una presion
equivalente a mas de 150 kg. El manorreductor debia adecuar esto a un rango de salida equivalente de
0askg

11. Superior izquierda: entubado de oxigenacion. Inferior izquierda: manorreductor antiguo (izq.) y nuevo (dch.).
Derecha: bombona de carbégeno.
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La oxigenacion de Ia solucion se realizaba mediante la exposicion a carbogeno (apertura de
manorreductor equivalente a menos de 1 kg) expulsado por un difusor, directamente al recipiente del
que se tomaria la solucién de Tyrode’s.

Para comprobar si se esta disolviendo el oxigeno en la solucion, se observaba el pH de la
solucion. Dado que el dioxido de carbono tiene una constante de Henry mayor a la del oxigeno
(3,2x 1072 frente a 1,3 X 1073 mol-atm™1- L™1), cabe esperar que el CO, disuelva antes.
(Universidad de Granada, n. d.) En condiciones del laboratorio, el volumen de la solucion es el mismo
y conocido, y el recipiente esta abierto a la atmosfera.

La disolucion del didxido de carbono se traduce en la
acidificacion de la solucion, al formar acido carbonico con las
moléculas de agua presentes en medio, y la disociacion de estas
moléculas produce un aumento de la concentracion de iones de
Hidrégeno, lo que disminuye el pH. Se comprueba el tiempo
maximo para alcanzar la maxima disolucion con la estabilizacion
del pH de la solucion. Al no poder disolverse mas CO,, el pH se
mantiene constante. Se extendio este tiempo de oxigenacion una vez
alcanzado el nuevo equilibrio 4cido-base de la solucion, para
propiciar una mayor presencia de oxigeno. Para devolver el pH awn
nivel de acidez compatible con el entorno del corazon, se empled
hidréxido de sodio como elevador. Cabe destacar que este proceso
no es conveniente repetirlo demasiadas veces, pues el exceso de
iones de sodio genera un desequilibrio salino en la solucion con
respecto al tisular, pudiendo favorecer la deshidratacion de los
miocitos.

El medio Tyrode’s estara en constante circulacion 12. Control de pH de la solucidn de
mediante un agitador magnético y mosca, tanto durante el proceso Tyrode’s tras oxigenar.
de oxigenacion como durante la perfusion, para ofrecer el perfusato
mas homogéneo posible y evitar gradientes salinos, de acidez o de oxigenacion al corazon. Su pH se
ha de revisar con frecuencia, debiéndose mantener entre 6.5y 7.5, siendo lo ideal 7.3 segin marca
literatura (Bell, Mocanu, & Yellon, 2011). La temperatura no es un factor de excesiva importanci,
pues cuando el medio entre en el circuito hidraulico, su temperatura se ird aproximando a la del medio
de aislamiento del corazon.

2.2.1.3 Circuito hidraulico

Para la propulsion del perfusato al corazon aislado, se ha de contar con un sistema que
garantice presion de salida en el rango de la presion vascular del raton, y un caudal apropiado al
volumen que el corazon puede manejar. Se hace asi un estudio de dos bombas presentes en el
laboratorio: una bomba peristaltica y una bomba de jeringa HARVARD, propiedad del Dpto. de
Fluidos. Se trabajara en las condiciones del circuito hidraulico a utilizar (tubos, longitudes, diametros
y aguja de perfusion). Primero se ha de caracterizar la aguja, pues el estudio de las presiones a la salida
de esta es dependiente de su geometria y del caudal que la bomba es capaz de proporcionar.
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Estudio de las presiones y caudales del circuito

Caracterizando la aguja, se puede aproximar por la figura que aparece a continuacion, con ks
dimensiones ofrecidas en la tabla.

—
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13. Esquemdtico de la aguja de perfusion disefiada.
Cuyos valores dimensionales son:
Tabla 2: Dimensiones de la aguja
Entrada (B) Salida (A)
Didmetro (m) 0.0045 0.00045
Seccibn circular (m?) 1.59E-5 1.59E-7

Debemos elegir unrango de caudales que provoque una presiona la salida inferior a la tension
arterial murina, de 120 mmHg (Roca i Acin, 2001). La geometria de la aguja, siguiendo la ecuacion
de Bernoulli, determina una relacion entre la presion a la entrada y a la salida, que es dependiente del
caudal en el punto de trabajo. Al aproximarse la aguja por un tubo de seccion constante con un
estrechamiento, y otro tramo de seccion constante tras este, considerando un fluido poco viscosoy con

una densidad similar alagua (~1000 %), se modela:
1
P+ Epviz + pgh; = cte

1 1
Pon + Epvenz + pghen = Pgq + E.Dvsal2 + pghsal

2

00 () () ) + o=
2.0 A Al en sal

Donde la densidad del fluido es conocida y es la dada arriba. Para los valores de velocidad
del fluido antes y después del estrechamiento, se requiere de la ecuacion de continuidad, conocido el
caudal al que se trabaja:
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Ven* Aen = UV *xAgqr = Qcte

Donde las secciones A,,, y Asq; son datos conocidos. Este caudal se fijara en varios puntos

de operacion. Para la caracterizacion de la aguja se uso6 la bomba peristaltica, pues era la que estaba a
disposicion del equipo en elinstante de la fase de calculo. Se fijaron 4 puntos de operacion, conocida

la razdn tension — caudal de la bomba. Una vez marcado el caudal, se procediéo a medir con un
mandmetro del Dpto. de Mecanica de Fluidos la presion a la entrada del ensanchamiento.

Tabla 3. Resultados del experimento de presion a la entrada vs caudal Q.

pascales, por lo que deberemos calcular todos nuestros términos para obtener dimensionalmente

Voltaje (V)

14. Curvas de presiones a la entrada y la salida de la aguja.

) Presion manométrica P
Caudal Q (mL/min) + 8 mBar Vep, (1M/5) Vgq (/)
0.2684 88 2.813E-4 0.028
0.6250 150 6.549E-4 0.065
0.8889 200 9.315E-4 0.093
1.2766 275 1.338E-3 0.134
200 Presion a la entrada y salida de la aguja
—=— P enmBar
= T
Ajuste P mBar L
P enmBar o
250 5= -
. +Psa en mmHg o
E’ Ajuste P__ en mmHg e -
E
Eoamof
]
m
E
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o
o
100 |
50 '
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Las curvas se han obtenido tras el paso a unidades del SI (la ecuacion de Bernoulli trabaj en

m s2’

y el calculo de la presion a la salida de la aguja. Se muestran presiones frente a tension pues el control
que se tiene sobre la bomba peristaltica es en tension, aunque esto se traduzca en un caudal
determinado asociado a dicha tension. Es de interés destacar dos detalles de las curvas:
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255 125
—s—P —e—P T /
_ e 120 o .
2545 Ajuste P__ Ajuste
e X: 5.509
254 P 115 Y: 1201
— 110
L [)
2535 =
105
253 t £ 1
= 100
2525 | @
£ o5
252 | 5
2 9
i
2515
0 85
251 80 X: 3.061
4 Y:75.23
o i
2805 [ 75 /l
250 70 /
92 922 924 926 928 93 3 4 5 6
Voltaje (V)

15. Detalle de las curvas obtenidas. Izquierda: diferencia entre P,, y P,,,. Derecha: rango de operacion para
perfusion.

El primer detalle muestra la pequefiisima diferencia entre la presion a la entrada y la presion
a la salida, pero siendo Py,; siempre inferior a P,,,, como dicta el comportamiento de fluidos enun
estrechamiento. Esta pequefa diferencia se comprende si se consideran las bajas velocidades a las que
circula el fluido por el estrechamiento. Pese a ser la diferencia en la seccion de los tubos del orden de
100, y por tanto la diferencia de velocidad del orden de 100, al elevarse al cuadrado valores tan
pequetios hacen que apenas se aprecie esta caida de presion. Es de considerarse que la aportacion del
término de altura, pgh, es despreciable respecto al valor de P,,, al encontrarse un extremo elevado 1
cm sobre el otro.

En el segundo detalle se muestra el rango en el que se puede trabajar, proporcionando un
voltaje maximo y minimo para alimentar la bomba peristaltica que genere una presion a la salida en
el Intervalo biologico aceptable. Este rangoes3 —5.5V.

Desde el punto de vista del caudal, esto supone un rango entre 0.3 y 0.7 mL/min
aproximadamente. Se hard un estudio con una nueva bomba, una bomba de jeringa HARVARD
modelo PHD 4400 programable. Esta bomba consiste en un actuador lineal controlado, el cual
presiona el piston de una jeringa (cuyo diametro ha sido indicado al controlador) para generar un
caudal de salida constante.
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HARVARD PHD 4400

PPARATUS Programmable

Pame hote

16. Bomba de jeringa para perfusion Langendorff.

Se hizo la misma caracterizacion de la aguja, pero esta vez trabajando con los caudales que b
nueva bomba es capaz de proporcionar. Para su operacion, la secuencia de programacion es la que
sigue:

1. Presionar el switch de encendido en la parte posterior de la bomba.

2. Presionar el boton Set. En la pantalla aparecera la pregunta ‘Set what?”.

3. Presionar Infuse Rate. En la pantalla aparecera el caudal programado por el momento. Para
modificarlo, seleccionar el caudal en las unidades deseadas (presionar Infuse Rate multiples
veces para cambiar las unidades. En el laboratorio se escogieron mL/min).

4. Una vezelegido el caudal por entrada de teclado numérico, presionar enter. Presionar Run /
Stop para iniciar / detener / retomar el programa.

Ante de iniciar el programa, se han de comprobar los bloqueos mecanicos de la jeringa. Esta
debe estar firmemente sujeta, con la parte plana del piston reposando contra el elemento mévil del
actuador lineal. La carcasa de la jeringa debera estar agarrada por la bomba, a fin de evitar
deslizamientos, con las protuberancias horizontales bloqueadas en la horquilla.

Es muy importante garantizar que la jeringa no se termine durante la perfusion, no solo desde
el punto de vista del experimento, sino desde la seguridad para la bomba. Por ello, se habra de cambiar
con frecuencia la jeringa. Para esta operacion se disefio un circuito hidraulico del que se hablard mas
adelante.

Enelprocesode estudio de la bomba, se comprobo que la aguja que se habia estado utilizando
previamente tenia un bloqueo geométrico (un estrechamiento en el cuerpo de la aguja, impidiendo al
fluido avanzar con normalidad), lo que elevaba la presion de éste. Asi, se tomo una nueva aguja de
perfusion disefiada y construida de manera idéntica a la anterior, pero sin el bloqueo mecénico de ésta.
Se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 4. Nuevos caudales y presiones

Caudal Q (::—ifl) P,,, (mBar + 4mBar)

0.35 27

0.7 43

1 58

1.5 81

2.1 111

2.8 145

3.5 198

Es importante sefalar que la nueva bomba permite trabajar a caudales mucho mayores que b
anterior. Se aprecia que las presiones esta vez son menores, una vez eliminado el bloqueo geométrico
de la aguja. Se procedio de manera andloga a lo descrito anteriormente. Asi, se obtienen los siguientes
resultados:

Presion P1y P2 frente al caudal de la bomba

200 H —&s— Pe“ mBar ,T,
Pga mBar
180 [
—— Pe“ mmHg
o 160 [ —5— Py, mmHg
T
£ 140
] L
a 120
£
T 100
5
= 80f
o
& el
40
20
1 1 1 1 1 1 1
0 0.5 1 15 2 25 3 35

Caudal en mL/min

17. Curvas de presiones segun caudal. Datos con bomba Harvard.
Esta vez podemos apreciar mas diferencia entre las curvas, en parte gracias a una mejor
caracterizacion de la aguja, y también porque a caudales mayores, la velocidad del fluido es mayor y

por tanto el término de velocidades de la ecuacion de Bernoulli adquiere mayor relevancia frente a s
presiones de entrada y salida.

40



Se puede concluir, por tanto, que la bomba Harvard provee con caudales mayores para el
experimento de perfusion. Asi, el intervalo de presiones (75 — 120 mmHg) se alcanza con un caudal
programado entre 1.9 y 3 mL/min. Teniendo en cuenta que el flujo coronario de un raton se encuentra
confinado en el mtervalo 2.0 — 5.5 mL/min (Bell, Mocanu, & Yellon, 2011) se concluye que nos
encontramos en el rango ideal de perfusion sise hace uso de la bomba Harvard.

El circuito hidraulico al completo se describe a continuacion. Consta de dos etapas: circuito
para cargay purga y circuito para la perfusion.

[7]

HARVARD

2]
(6]

[66]

[1] Bomba de perfusion por jeringa HARVARD PHD 4400 [7] Jeringa de emergencia, perfusato frio de canulacion

[2]  Jeringa con perfusato oxigenado y filtrado [8]  Deposito de perfusato oxigenado y con burbujas
[3]  Luer 1, conexién jeringas [2] y [4] [9]  Filtra de burbujas
[4] Jeringa de llenado réapido y purga [10] Regulador de paso de perfusato filtrado

[5] Luer 2 de carga inicial
[6a] Luer 3, conexion de jeringa de emergencia y aguja = Circuito 2, carga inicial, etapa 1

6b Aguja de perfusion
[6b]  Aguia de perfusi — = Circuito 1, perfusion, stapa 2

18. Diagrama del circuito hidrdulico para perfusion Langendorff.

Siguiendo la numeracion de la figura, la bomba Harvard [ 1] ejerce presion sobre el piston de
la jeringa principal de perfusion [2]. Esta, cuando la llave de tres vias Luer [3] estd en posicion de paso
principal, perfunde con Tyrode’s hasta [6a], donde el rutado de la llave dirige el perfusato hasta b
salida de la aguja [6b]. La jeringa [4] es una jeringa de emergencia y precarga. Su funcion es depurar
los conductos de toda posible burbuja de aire, y cebar el conducto principal antes de cada perfusion.
La llave [5] se habilita cuando se va a cargar la jeringa principal. Esto se realiza mediante el filtro
médico de burbujas [9] si se ha habilitado el bloqueo [10]. El depdsito [8] contiene Tyrode’s
oxigenado, en el que hay posibilidad de presencia de burbujas, y por ello se requiere el filtro [9]. La
jeringa [7] es residual de la canulacion, y se utiliza para perfundir durante el proceso de programacion
de la bomba y conexionado de los tubos, para no interrumpir la perfusion.
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2.21.4 Equipo paraelectrocardiografia

El circuito que se usara para medir la sefial eléctrica del corazon esta basado en el AD8232
de Analog Devices,un Front End Analégico (AFE) SGL-Lead para ECG (Analog Devices), junto con
su adaptacion de pines E/S digitales y analogico, alimentacion y toma de datos con electrodo.

*ALL SWITCHES SHOWHN IN DC LEADS-OFF DETECTION POSITION AND FAST REETORE DISABLED E

L= REFOUT

119. Esquemdtico del AD8232 para medicion.

Consta de un amplificador de instrumentacion con amplificadores de transconductancia y un
prefiltro RFI, ademas de un OPAMP adicional, un amplificador RLD, bufer de referencia, circuito de
recuperacion rapida y circuito de deteccion “leads-off”. (Analog Devices)

Elpaquete incluye b
placa de medicion, tres
electrodos (R,L y COM) y
diversos pads adhesivos para
colocar y acoplar los
electrodos.

El electrodo R se coloca bajo
el pectoral derecho, L bajo el
izquierdo y COM en el
lateral derecho del abdomen.

o} Sl

20. Contenido del paquete preparado para medicion.

42



Bloques del experimento ECG

cable usB

serial
MEDICION ACONDICIONAMIENTO LECTURA GUARDADO
T DE SENAL T
== DE DATOS
electrodos | AD8232 - DE DATOS
ARDUINO UNO Python
M PROCESAMIENTO
— Rl Y ANALISIS - Axt
- i Matlab

21. Esquema de bloques para el experimento ECG.

Conexionado en Arduino y toma de datos

Se conecta el Leads-off + al pin digital 13,y el Leads-off —al pin digital 12. Las lecturas se haran
por puerto analogico (A0) y alimentaremos el circuito con 3.3V nivel logico.

A0

22. Esquema de conexionado Arduino UNO y placa ECG.

Los datos se envian a través de comunicacion serial por el puerto COM14 en un string que
contiene 2 datos y 3 almohadillas para segmentacion, lo que lo hard mas facil de cortar posteriormente
en otros programas. El primer dato es el instante de tiempo (se crea una variable contador interno que
incrementa cada 10 ms) y la segunda con el valor de la sefial adquirida y entregada por el AD8232.
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Guardado de datos en Python

Puesto que Arduino no dispone de un método de guardado de datos per se, se ha optado por
enviar esta informacion a un programa en Python que interpreta los string recibidos por COM14 y los
guarda en un fichero de texto. El codigo se incluye en el ANEXO de cédigos, y no es necesario
comentar nada mas al respecto.

Pruebas con personas

Consideraciones para la toma de medidas

1. ;Precauciéon! Mantener elcable delcargador del portatil desenchufado en todo momento.
Estaremos conectados con electrodos a él mediante el Arduino, haciéndonos susceptibks a b
tension de red y esto puede resultar mortal.

2. Usar cables cortos de conexion entre los electrodos y la placa. Usaremos los que vienen por
defecto, consideramos que la longitud es adecuada al no superar los 30 cm.

3. Mantenerse inmo6vil durante las medidas. Una alternativa es colocar los electrodos bajo los
pectorales y el abdomen, pero ha de evitarse cualquier actividad muscular ya que interferita
su sefial mioeléctrica con la sefial medida del corazon.

4. Colocar los adhesivos sin dejar bordes levantados, en especial si se llevaran bajo la ropa.
Queremos un buen contacto entre el pad y la piel, en tltima instancia de forma directa y sin
tejido en medio.

5. Se ha observado una anomalia en los electrodos, y es que el conexionado parece estar
invertido. Cuando se colocan los electrodos R y L bajo los pectorales derecho e izquierdo,
respectivamente, se obtiene la sefial invertida en el eje de abscisas. Esto no se considera
normal, pero para obtener las medidas se procede a cambiar los electrodos de orden. Se
desconoce qué efecto tendra esto sobre la sefial emitida por un corazon de raton fuera del

cuerpo.
Resultados
Tabla 4. Datos de ECG de pruebas con personas.
Sujeto Frecuencia cardiaca (ppm) Intervalo RR (s) Magnitud del pico R (mV)
1 77.816 0.771 0.332
2 75.692 0.793 0.341
3 98.639 0.608 0.151
4 67.586 0.888 0.202
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24. ECG y andlisis del sujeto 2.
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ECG sujeto 3 - con pad
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26. ECG y andlisis del sujeto 4.
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Elaboracion de electrodos propios

La necesidad de un parche adhesivo dificulta la obtencion de ECG en ratones debido su
tamarfio. Para paliar esto, se procedi6 a construir unos electrodos adicionales, que se conectarian a los
puertos LA, RA y RL de la placa electrénica.

Construccion de los electrodos

Los electrodos se elaboraron con 3 monedas de 1 céntimo? de Euro. Se 1ijo el recubrimiento
de cobre en una cara hasta dejar expuesto el acero, que usaremos como electrodo. Asi obtenemos una
superficie suave y homogénea para el contacto con la piel.

A la parte trasera (cubierta de cobre) de las monedas, se afiadio una generosa gota de estafio
para soldar, y se soldaron cables de cobre para placas de prototipado. Estos cables estan crimpados en
el otro extremo, facilitando la conexion con la placa del AD8232.

Para aislar la cara conductora y las conexiones, se cubrio con cinta adhesiva. Para colocar
sobre el cuerpo, una segunda tira de cinta adhesiva. El cable de conexion RL, normalmente usado
como tierra 0 COM cuando hay 3 electrodos, se hizo mas largo para poder llegar a la parte abdominal
Se estafio también la zona central de la cara expuesta de los electrodos.

27. Electrodos elaborados en el laboratorio.

Pruebas en personas y comparacion con los electrodos de fabrica

Se procedid a hacer una medicion comparativa del funcionamiento entre los electrodos
elaborados ylos que incluia la placa para ECG. Paraello, se tomaron lecturas secuenciales en elmismo
sujeto, primero con los electrodos ‘caseros’, y 20 segundos mas tarde con los que incluia el kit de
ADS8232.

2 Esta idea fue tomada del canal de YouTube Optivity, en un video subido en 2014. ‘Electrodo penique’.
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Nota: La diferencia entre frecuencias cardiacas no es producto de la medicion sino del
propio sujeto, mas nervioso al inicio del experimento y mas calmado al final, con
respiraciones mas profundas y pausadas.

ECG comparativa de electrodos - sujeto 1
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28. Comparativa de dos ECG con diferentes electrodos.

El desfase en el tiempo se debe a que no se iniciaron ambas mediciones en el mismo instante
de pulsacion, por la complicacion que eso requeria. Podemos comparar aun asi ambas sefiales. Las
variables medidas fueron:

Tabla 5. Datos extraidos del andlisis ECG comparativo de electrodos.

Frecuencia cardiaca

Electrodos (ppm) Intervalo RR (s) Magnitud del pico R (mV)
Elect. Elaborados 92.700 0.6472 0.3324
Elect. del kit 85.821 0.699 0.3379

Obviando las dos primeras columnas, afectadas por el estado del sujeto, vemos que la altura
delpico R es muy similar, lo que indica que ambos electrodos miden bien las diferencias de potencil
Se pueden observar de forma no demasiado dificultosa las formas de ondas P, completo QRS y T, con
cierto rizado o ruido — es de suponer que se debe a que los cables no son idénticos y sus soldaduras
tampoco, de ahi que no se elimine con el amplificador diferencial del AD8232.
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Si observamos los espectros de ambas sefales, podemos ver un zoom en las frecuencias mas

bajas en la Figura 12. En la Figura 13 se ofrece todo el espectro de frecuencias, asi como la diferencia
entre ambas sefiales:

abs (abs(fft(ECG,)) — abs(fft(ECG,))

Observamos que la sefial de los electrodos elaborados presenta un pico mucho menor
(aproximadamente la mitad) que aquel ofrecido por la sefial de los electrodos de fabrica.
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29. Comparativa de los espectros de ECG con diferentes electrodos.

A la izquierda, se aprecia la superposicién de ambos espectros. La componente en 0 no es
idéntica, sino que se halla desplazada como se podia observar en la Figura 28. Esto provoca que no se
eliminen en 0 y en la diferencia aparezcan la una al lado de la otra. Podemos observar unas
componentes similares a otras frecuencias, sibien su superposicion no es exacta y la diferencia ain
deja componentes por encima de los 2.5 Hz.

Hasta aqui el analisis comparativo. Visto esto, los electrodos se consideran aptos para realizar
mediciones sobre los ratones.

Pruebas con ratones

Obtener el ECG de un ratén vivo y consciente es complicado, siendo lo mas comun recurrir
a técnicas invasivas o medir con ayuda de anestesia. El raton esta en constante movimiento y restringir
sus pasos podria dafiarle. Dado que no deseabamos poner en riesgo la salud del raton y evitar el mayor
dafio posible, se suministro al raton de prueba una dosis de 70 gL de tribromoetanol (TBE) al 2%.
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Tabla 6. Datos del raton para el experimento 1.

Especie Identificativo (cepa) Sexo Eda

mus musculus FVB Hembra 5 semanas

Se colocaron los 3 electrodos (Shupeng, Minmin, Xiumei, & Junyi, 2007) de la siguiente
forma: el electrodo RL a la pata trasera izquierda; el electrodo LA a la pata delantera izquierda; el
electrodo RA ala pata trasera derecha. Se forma asiun triangulo entre las tres patas, con el corazon en
la hipotenusa. En la siguiente Figura se ofrece la disposicion del experimento.

AD 3232

30. Material y disposicion del experimento ECG de raton.

Es de esperar que el ritmo cardiaco delraton se reduzca considerablemente una vez que la
anestesia haga efecto. La dosis suministrada es suficiente para permitirnos manipular sus patas y
colocar cuidadosamente los electrodos, sin que el raton se encuentre en un suefio profundo o vea su
ritmo cardiaco reducido en exceso.

Se recogio una secuencia de 20 segundos de la actividad del corazon. A continuacion, se
ofrecen los primeros 5 segundos en detalle, en un analisis similar al realizado con las secuencis
humanas.
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ECG de raton in vivo - custom electrodos
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31. Secuencia ECG de FVB anestesiado con TBE.

Se pueden observar las formas de onda no con demasiada dificultad, siendo el completo QRS
claramente visible. Esto nos permite calcular la frecuencia cardiacay la amplitud de dicha onda.
Observamos la elevada frecuencia cardiaca, atin bajo los efectos de la anestesia.

En lo que al espectro refiere, observamos componentes de importancia a frecuencias donde
antes no estaban presentes. Bien puede ser por la mayor frecuencia de los pulsos de la sefial ECG, o

por el propio ruido de los nuevos electrodos — aunque es una frecuencia bastante baja para ser ruido
(30 Hz es muy baja frecuencia).

Tabla 7. Datos ECG bajo influencia del TBE.

Frecuencia cardiaca

Sujeto Intervalo RR (s) Magnitud del pico R (im
(ppm) ) Mag (mV)
Raton FVB 350.572 0.171 0.309
Segunda prueba

Se realizo otro analisis con un raton cepa TS1CJE, con sindrome de Down. Los datos son los
siguientes:
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Tabla 7. Datos del ratén para el experimento 2.

Especie Identificativo (cepa) Sexo Eda
mus musculus TS1CJE Macho 11 meses
Anotaciones:

e Seadministro Tribromoetanol al 2% como anestésico en varias dosis. Esteraton tenia un peso
superior en 14 gramos al que se realizo el ECG previamente, lo que supone un aumento de
peso en un 54%. Se aumento la dosis de anestesiaa 120 gL. No obstante, esto no resultd
suficiente, y se requirieron miltiples administraciones hasta un volumen total de 400 g4 para
poder manipular la patas delratén sin demasiada dificultad, pese a que atin estaba consciente
y moviéndose con regularidad.

e Se registro un alto ruido en los electrodos. Las conexiones fueron las mismas que las
empleadas con el raton FVB. No obstante, la altura de los picos del completo QRS es
suficiente para diferenciarlos delresto de la sefial. No son apreciables elresto de las ondas
tipicas de ECG. Se consideraran mejoras para esto.

e Se observo que los latidos eran inconstantes y se encontraban en trenes de tres pulsos
seguidos, lo cual se puede deber a dos cosas. 1) O bien el ruido de los electrodos y el tiempo
de muestreo es insuficiente para obtener puntos claros que marquen el completo QRS, o bien
el raton mostraba un pulso inconstante debido a 2.a) los efectos de la anestesia o 2.b) alguna
cardiopatia derivada de su sindrome de Down.
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32. Secuencia completa del ECG de TS1CJE.
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Se comprueba la frecuencia de muestreo del sistema utilizado. El nimero de muestras de
secuencia es de 3000. La duracion, en segundos, es de 30. Esto nos deja un total de 100 muestras por
segundo. Si la frecuencia cardiaca de un raton en estado activo puede llegar a las 800 PPM, esto nos

deja con (%) = 14 PPM.

Trazando comparativas, la duracién aproximada de un intervalo RR en humanos segun los datos
extraidos en apartados anteriores es de 0.65 segundos. El complejo QRS tiene una duracion media de
0.1 segundos (University of Nottingham). Esto supone un 15% de la duracion total de cada tren
PQRSTU. Extrapolando estos datos al raton, con 14 PPM (1 pulsacion cada 0.07 segundos) tenemos
que el completo QRS completo tiene una duracion de 0.01 segundos. Esto esjusto con la ventana de
muestreo usada. Concluimos, entonces, que:

1. No poseemos un sistema que muestree a frecuencias suficientemente altas como para
visualizar los complejos QRS de ratones con la frecuencia cardiaca acelerada.

2. Que, a frecuencias menores, podemos estar perdiendo informacion, y asi es. Optaremos
entonces por calcular la frecuencia cardiaca con un nuevo método, que se describirda mas

adelante.
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33. ECG de TS1CIE tras anestesiar.

En el espectro se puede observar una componente a 10.42 Hz de frecuencia. Esto nos supondria
una frecuencia cardiaca, si fuere por relacion de la sefial,de a 10.42 * 60 = 625.2 PPM, lo que s¢
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halla bastante cercade la frecuencia cardiaca tipica de mus musculus, como se puede encontrar en
articulos.

Para calcular la frecuencia cardiaca se tomaron dos vias:

- La naturalusada para todos los ECG hasta ahora, que consiste en calcular los instantes de
tiempo en que se producen los picos de R, calcular el periodo medio entre picos R (intervalo
RR), y calcular la frecuencia cardiaca media a partir de estos datos.

- La via alternativa que consiste en calcular el minimo intervalo RR, considerando pulso
inconstante, y obtener asiuna frecuencia cardiaca maxima. En este caso concreto se optd por
este método, pues los trenes de pulsos QRS separados de forma equidistante en el tiempo nos
indican que la frecuencia cardiaca seria mucho mayor a la obtenida en la media.

Estoes:
Tabla 8. PPM segtin cdlculo
Dosis total de anestesia PPM media PPM maxima
160 uL TBE al 2% 255.701 405.405
Tercera prueba
Tabla 9. Datos del ratén para el experimento 3.
Especie Identificativo (cepa) Sexo Eda
mus musculus CD-1 Macho 8 meses

Los resultados obtenidos tras anestesiar con 100 ul. de TBE fueron los siguientes:

Tabla 10. Datos ECG bajo influencia del TBE.

Frecuencia cardiaca
(ppm)
Ratén CD-1 374.891 0.16 0.307

Sujeto Intervalo RR (s) Magnitud del pico R (mV)
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34. ECG de CD-1 tras anestesiar (100 ul).
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Estableciendo una comparativa, como se ofrece en Ho et al, Heart Rate and

Electrocardiography Monitoring in Mice, se puede ver la frecuencia cardiaca segun la anestesia
utilizada:

Tabla 11. Comparativa de frecuencia cardiaca y anestesia utilizada. (Ho et al., 2011)

. . Ketammna . Isofluorano
Anestesia Avertin . Pentobarbital
/ Xilacina
159 457 + 17
PPM 411 +17 377 £ 11 -
+11.8
Fuente Yan etal., Erhardtet Yang etal, 1999 Stypmann,

2007 al., 1984 2007

Se observa que la dosis alrededor de 100 uLL de TBE al 2% administrada se obtuvieron latidos
en la centena de los 300 ppm. Se puede comparar con el Pentobarbital, aunque es necesario mas testeo
para hacer una comparativa solida.

Se valida el equipo de ECG para uso murino como capaz de tomar lecturas de la frecuencia
cardiaca de un raton in-vivo. Los resultados obtenidos con éste en el experimento de Langendorff se
detallaran en el capitulo de Resultados, donde la medicion ex-vivo es mas critica y complicada, y
necesariamente requerira de los electrodos elaborados propios.

2.2.2 Procedimiento experimental

Objeciones y consideraciones previas

e Altrabajar conanimales,se hande tener en cuentaciertas precauciones y buenas praxis, tanto
para elinvestigador / estudiante como para el propio animal. A modo de recopilacion y desde
la experiencia, se ofrecen algunas indicaciones genéricas:

o Trabajar con el animal unicamente cuando se dispone de todo el material, y se
garantiza que se podra seguir el protocolo sin desviaciones sustanciales.

o Es importante asegurar que el animal sufre lo menos posible. Evitar multiples
inyecciones de anestesia o heparina, manejar con delicadeza y asegurarse de que el
animal no estd consciente cuando se realicen las intervenciones quirdrgicas
necesarias. Nunca operar a un animal que no esté bajo los efectos completos de b
anestesia. Comprobar los reflejos del animal antes de proseguir.

o Elmétodo de sacrificio es el autorizado por el Comité Etico, siendo dislocacion para
animales de menos de150 gramos, y por anestesia para todos. Para el experimento
de Langendorff se elegira el método de dislocacion al no alterar el funcionamiento
del corazon.
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Tabla 12. Materiales para el Experimento 1.

Equipos Material Reactivos

Material quirGrgico: agujas de sujecion, agujas de
msulina, hilo de sutura, pinzas de punta curva,
forceps curvos, tijeras de punta recta, papel
absorbente

Hidroéxido de sodio para regular
elpH de la solucion de Tyrodes
post-oxigenacion

Oxigenador

Agitador con Pinzas de sujecion verticales para tubos del

Tyrode’s HEPES para la perfusion
mosca perfusor Y P P

Medidor de pH Corcho como plataforma de cirugia Oxigenador - carbdgeno
Circuito hidraulico de perfusion: tubos con

Bascula de . . Aguadestilad 1depositodel
.., conexionado Luer, llave de tres salidas (2), tubo gha desttaca para et depositode
precision L. BioCool
de carga al depdsito de Tyrodes
Cabezal de
o z . Bomba peristaltica/jeringa Etanol195%
bafio caliente
Aguja de perfusion con conexionado Luer llave ,
Heparina

de tres vias y jeringa de 20 mL de capacidad

2221 Cirugiade mus musculus

1. Administrar heparina por via intravenosa para prevenir trombos durante la cirugia. La doss
de heparina se ha calculado en elapartado Dosis de Heparina. Aladministrar, se usaran agujs
de insulina en equivalencia 40Ul — 1 mL, de manera que al ratén se inyectara una doss
equivalente a un volumen de 8UI o superior, segin el peso del animal. Se habra de esperar
entre 30 minutos (tiempo de referencia para el CNIC) y 1 hora (tiempo de referencia para
CITIIUS)

36. Material de cirugia requerido.
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1. Hilo de sutura 2. Pipeta Pasteur para 3. Jeringa de cargade 4. Aguja de insulina

lavado Tyrodes y aguja de con jeringa
perfusion
5. Heparina 6. Tabla de corchopara 7. Pinzas de sujecién 8. Tijeras de punta
(dilucion) cirugia — con papel recta y punta curva

9. Pinzas de punta  10. Agujas / alfileres para  11. Placas de Petri
curvay fina sujecion del raton (portahielos + superficie
de trabajo)

2. Cubrrr la placa de Petrimas ancha — o una bandeja amplia — con hielo picado, para formar
una cama sobre la que descansa la placa de Petri mas pequefia.

3. Verter unos 10 mL de Tyrodes HEPES en la placa de Petri pequefia. Este sera el medio en el
que vivira el corazon durante la canulacion.

4. Sacrificar al raton por dislocacion de las vértebras cervicales. Esto debe ser realizado por una
persona autorizada.?

jAtencion! Se recomienda que los pasos 9 — 18 y 22 los realicen dos personas.

5. Pesaralejemplar en la bascula, asegurando que
la totalidad del rabo se encuentra sobre la
bascula y no reposando en el exterior.

6. Nota:para conocer el sexo del espécimen, basta
con revisar la parte inferior del abdomen en
busca de las mamas, situadas dos a dos de forma
simétrica. En machos e aprecia un saco escrotal
definido y no se aprecian las mamas.

7. Cubrir con papel absorbente una placa de
corcho para colocar al raton sobre €L

8. Sujetar al ratdn al corcho con cuatro agujas,
perforando los manos y los pies y estirando las
extremidades para dejar accesible el torax.*

9. Con papel y alcohol, lavar la zona toracica y
bajo las axilas.

10. Sujetar la piel que cubre el esternon con las
pinzas de punta roma y tirar, y realizar un corte
horizontal a la altura del diafragma con unas
tijeras pequeas. Separar el diafragma de las
costillas con otro corte.

37. Disposicion del ratdon para cirugia.

11. Con ayuda de unas pinzas curvas, levantar el
esternon y realizar dos cortes sobre la caja toracica, a ambos lados del corte del punto 13,
dejando expuesto asi el corazon y los pulmones.

12. Levantar el corazon y seccionar los vasos sanguineos que conectan a los pulmones. Llenar b
cavidad con papel absorbente si la sangre dificulta la vision.

3 Este pasolodebe realizar un profesional autorizado paratrabajodelaboratorioconanimales.
21os pasos 11,12,13y 14 se observan mejor en la Figura 1.

58



13. Visualizar la aorta en este paso facilitara eltrabajo de mas adelante. Esmas sencillo si se sigue
la columna vertebral, encontrandose asi el tramo descendente de la arterial

14. Sujetar el corazon con las pinzas y cortar los vasos sanguineos a una distancia de mas de 2
mm de la parte superior de las auriculas.

15. Colocar el corazon sobre la placa de Petri, sumergido en Tyrodes HEPES. Si no se han
perforado las paredes del corazon y se ha operado rapido, deberia verse el corazon latir a un
ritmo bajo — se tomo la secuencia y se dispone de un video.

38.Limpieza de los vasos sanguineos y retirada del tejido adiposo.

16. Deshacerse del tejido adiposo y grasa que pueda entorpecer el acceso a la aorta. Si fuera
necesario, colocar la placa de Petri (junto con la bandeja de hielo) en un microscopio para
localizar la aorta. Es recomendable ser rapido y no dejarlo demasiado tiempo bajo el
microscopio, pues la bombilla bajo ¢l calienta la placa y podria evitar la muerte del corazon.

39. Visualizacion de la aorta (superior izquierda del corazén)
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17.
18.

19.

20.

Canulaciondelaaorta

Realizar un lazo con hilo de sutura, y colocar proximo a la aorta.

Con la aguja que se vaya a usar para perfusion, atravesar el tapon del compartimento de
congelacion para el BioCool.

Tomar la aguja y canular la aorta con cuidado, evitando perforar el conducto o las paredes
del corazon (se usaran agujas sin punta o limadas).

Con la aguja canulada y el corazon sujeto, tirar de los extremos del hilo de sutura con
suavidad. Ellazo ha de sujetar la aortay la aguja dentro de ella.

jAtencion! El corazén ha de estar en todo momento sobre hielo.

2223

Perfusion retrégrada adrtica de Langendorff

Se recomienda hacer el experimento de Langendorffcon los corazones de los ratones recién

operados, para comprobar que no se dafio el tejido y que somos capaces de controlar las variables del
experimento antes de vitrificar. La correcta exanguinacion del raton es importante para facilitar
perfusion de crioprotector.

10.

11

Llenar el bafio de agua donde se realizara el experimento de Langendorff. Dejar unos 4 cm
de margenhasta elborde, pues elcabezal delbafo impulsa el agua enrecirculacion con fuerza
contra las paredes y podria salpicar.

Opcional. Cubrir la zona de trabajo con papel absorbente.

Encender elbafioy ajustar a una temperaturade 37°C. Comprobar,sise desea, la temperatura
de éste con un termopar o una sonda.

Colocar un vaso de precipitado de 1L con Tyrodes HEPES (pH ajustado a 7.4) y oxigenado.
Introducir un tubo de plastico en el vaso hasta escasos cm del fondo. Conectar el otro extremo
a un filtro de burbujas de hospital para bolsas de suero.

Programar la bomba de jeringa para un caudal de 2.3 mL/min y conectar la salida a la aguja..
Introducir un recipiente de cristal pequefio con Tyrodes HEPES dentro del bafio caliente (con
elborde sobre la superficie del agua) y sujetar en esa posicion.

Dejar el sistema reposar, manteniendo el tubo bloqueado para evitar un escape indeseado de
Tyrodes HEPES. La oxigenacion de la solucion tomara un tiempo.®

Purgar el conducto de perfusion con Tyrodes HEPES extraido del vaso de precipitado. Se
estima que la aguja de perfusion ya fue purgada antes de la canulacion. Rellenar lo necesario
hasta formar dos meniscos concavos, y hacer la uniéon de tubos en estas condiciones.

Purgar el tubo del manémetro y conectar con Luer cerca de la aguja de perfusion para
mantener controlada la presion. Estano debe ser en ningin momento superior a 120 mmHg.
Con el corazon conectado al tubo y dentro del recipiente, desbloquear el paso de liquido por
el tubo. Se ha completado el experimento de Langendorff. Esperar hasta observar latidos en
el corazon, que se deberian producir a los pocos segundos.

Si se desea instrumentar el corazon, tomar dos electrodos fabricados en el laboratorio con
cables y agujas, y clavar en el ventriculo izquierdo y auricula izquierda del corazon para

5 Al no gasear con carbdgeno, desconocemos el tiempo necesario para estetipo de gaseado.Se estiman
unos 20 minutos, tiempo en el cual el CO2 de la soluciénseha disueltoal completoy conmargen, y ha
acidificado asi el Tyrodes.
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observar la actividad eléctricadelcorazon conun circuito de adquisicion y acondicionamiento
de la sefial.

40. Fotogramas de corazones durante el experimento de Langendorff. Por orden: A: 02-05-2019, B: 06-05-2019, C:
18-05-2019, D: 14-06-2019, E: 17-06-2019, F: 17-06-2019 (2), G: 02-07-2019, H: 03-07-2019, I: 19-07-2019.
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2.3 Equilibrium vitrification de corazén

Con el experimento de Fahy como referencia, se desea ensayar el equilibrium vitrification
para corazoén de raton. Los tiempos de las curvas se reduciran dado el tamafio inferior del corazon del
raton al de rifion de conejo que uso el investigador en principio. Se basara en el control y seguimiento
de dichas curvas por parte de un sistema de perfusion y un sistema de temperatura para cargar el tejido
con crioprotector antes del almacenamiento a menor temperatura.

2.3.1 Descripcion de sistemas

A continuacion, se expone el montaje general de los equipos para los experimentos, asi como
una explicacion detallada de estos equipos, su funcionamiento y manejo para los experimentos de
vitrificacion de equilibrio para corazon. En el caso de tejido nervioso central, el montaje general es el
mismo que para corazon, con la salvedad de que hay algin elemento diferente necesario para hacer
una perfusion distinta.

41. Equipo completo para experimento de equilibrium vitrification de corazon.

2.3.1.1 BioCool

El BioCool de FTS Systems es un congelador de rampa controlado para experimentos de
congelacion o recalentamiento de muestras biologicas. Su funcionamiento viene dado por la existencia
de un control tipo PID aplicado a una entrada en rampa, de la cual se conoce el punto de inicio, fin y
pendiente de dicha rampa. Elobjetivo es conseguir que eldeposito o camara de congelacion siga dicha
rampa de temperatura en el tiempo marcado. Ademas, se puede establecerun tiempo de espera al
finalizar la rampa, facilitando asi el seguimiento de la curva propuesta por Fahy.
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El BioCool dispone, ademas de la caAmara de congelacion y el refrigerador, de una resistencia
calefactora que sera usada en control por corriente para elevar la temperatura del BioCool lo necesario
para hacer el seguimiento de la rampa. Siendo este el control de una resistencia calefactora se puede
modelar por un sistema de primer orden (en la practica, un sistema de orden superior con diferentes
valores de tau, aproximable por un primer orden con tiempo de subida suma de las tau del sistema).
Asi, la teoria de control nos indica que la forma de la salida sera también una rampa, con un tramo
ascendente del transitorio no lineal, y posteriormente una respuesta lineal. Se comprueba este
comportamiento mas adelante con la monitorizacién de la temperatura de la camara al introducir
diversas rampas.

Los parametros del controlador son conocidos y vienen dados en el manual de instrucciones
(se recomienda su lectura antes de la operacion del aparato). Para los rangos de temperaturas en los
que se trabajard, estos valores para la constante proporcional, tiempo integral y tiempo derivativo son
suficientes (entre +20 °Cy —20 °C se recomiendan rampas no superiores a los 3 °C/min, y enel
caso experimental la rampa de mayor valor es de 2.33 °C/min.

Para el funcionamiento del BioCool es necesario garantizar dos cosas, mas alla de la
programacion de las rampas: condiciones isotermas dentro del deposito, y la no cristalizacion de su
contenido. Lo primero se consigue agitando el fluido dentro del depésito y manteniendo aislada la
superficie para evitar la mayor transferencia de calor posible con el ambiente. Para lo segundo basta
conusar metanol (segin elmanual) o etanolcomo fluido del deposito, al tenerun bajo punto de fusion.

Debido a que el BioCool que se usé en el laboratorio se encontraba defectuoso (a nivel de
“hardware”), fueron necesarias algunas modificaciones para garantizar el funcionamiento normal del
aparato. Entre ellas se encuentra la adicion de un agitador de varilla con aspas a la parte superior, para
asi mantener el fluido en circulacion y las condiciones isotermas que esperamos. No obstante, esto
anadia la problematica de que el propio agitador disipaba calor en exceso, obligando a aislar atn mas
cuidadosamente la superficie del deposito. Otra modificacion fue la incorporacion de ventiladores
externos parareemplazar alno funcional ventilador interno del BioCool. Asi, podiamos disipar elcalor
excesivo generado por la resistencia calefactora, que elevaba la temperatura de la camara de forma
indeseada.

42. Modificaciones al BioCool. Izquierda: ventilador. Centro y derecha: agitador externo.

El cableado de los ventiladores se realizé en el laboratorio y se considera innecesario mostrar
en esta memoria, pues consistio en tres sencillos empalmes para alimentacion bifasica.
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Programacion del BioCool

Para programaruna rampa, se han de introducir una serie de valores de manera ordenada,
prestando atencion a los indicadores luminosos conforme se van seleccionando los parametros. A
continuacion, se explica la botonera y la secuencia para la programacion.

( S

1 — = PROG ]
A RUN
up HEAT[D
DN cooL(—J POWER
o f e e | { P | SET D> STIR 0/1
START RAMP END  MOLD ALARM v l__ STIRC] —
L TENP TANIN TEMP TINK
)
-
PROG mmE
A RUN
uP HEAT SN
ge—
DN S CooLET@ POWER
| | e SET STIR 0/1
START RAMP END HOLD ALARM Vv STIRE™® =
k- TEMP Cowm TEWP TME

43. Botonera y panel de programacion del congelador. Arriba: segun aparece en el manual de instrucciones. Abajo,
color: imagen del panel en el periodo de espera al acabar una rampa.

Tabla 13. Equivalencias de botones e indicadores.

Botoén / Indicador Descripcion
POWER Boton de encendido del aparato. El indicador O/I marca su estado.
SET Boton de seleccion general. Sirve como botdn de “aceptar”.
UP Para aumentar el valor que aparece en pantalla (°C,°C /min, min)
DN Para disminuir el valor que aparece en pantalla (°C, °C /min, min)
RUN Marca el inicio, pausa o reanudacion de un programa ya introducido.
STIR Habilita el agitador (en nuestro caso, innecesario)
PROG Indicador que marca si se estd en modo programacion.
HEAT Indicador sobre el estado de la resistencia calefactora (on, off)
COOL Indicador sobre el estado del congelador interno.
STIR Indicador sobre el estado del agitador (se puede obviar)

Cuando se esta en modo programacion, marca que se esta operando con b
START TEMP temperatura de comienzo de la rampa. También indica, cuando se ha
empezado un programa nuevo, si se encuentra en este estadio de la rampa.

Cuando se estd en modo programacion, marca la pendiente de la rampa que
RAMP °C/min se habra de seguir. También indica, cuando se ha empezado un programa
nuevo, si se encuentra en este estadio de la rampa.
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Cuando se esta en modo programacion, marca que se esta operando con b

END TEMP temperatura de final de la rampa. También indica, cuando se ha empezado

HOLD TIME

un programa nuevo, sise encuentra en este estadio de la rampa.

Cuando se esta en modo programacion, marca que se esta operando con el
tiempo de “aguante” a la temperatura de final de la rampa. También indica,
cuando se ha empezado un programa nuevo, si se encuentra en este estadio
de la rampa.

Para programar cualquier rampa con los valores por defecto del PID, se habra de proceder de

la siguiente manera:

Encender el BioCool presionando el boton POWER.

Si hubiera un programa anterior en funcionamiento (esto se comprueba porque se encenderia
alguno de los indicadores luminosos bajo la pantalla), mantener pulsado RUN hasta que
desaparezca el indicador.

Mantener pulsado SET hasta que se encienda el indicador de la derecha. Esto sefiala
que se esta en modo programacion de rampa.

Aparecera iluminado el indicador bajo la pantalla. Con los botones UP y

DN, seleccionar la temperatura de inicio de la rampa.

NOTA: Siel BioCool no esta a la temperatura de inicio al arrancar (es lo mas frecuente), por
ejemplo, al arrancar por primera vez estando a temperatura ambiente, habra de programarse una
primera rampa que lleve desde la temperatura actual hasta la primera deseada, siguiendo las
restricciones de pendiente de la rampa explicadas mas arriba.

S.
6.

10.

11.

12.

13.

14.

Pulsar SET para grabar la temperatura de inicio.

Aparecera iluminado el indicador bajo la pantalla. Con los botones UPy
DN, seleccionar la pendiente de la rampa entre ambas temperaturas inicial y final.

Pulsar SET para grabar la pendiente de la rampa.

Aparecera iluminado el indicador bajo la pantalla. Con los botones UP y DN,
seleccionar la temperatura de fin de la rampa.

Pulsar SET para grabar la temperatura de fin.

Aparecera iluminado el indicador bajo la pantalla. Con los botones UP y DN,
seleccionar la temperatura de fin de la rampa.

Pulsar SET para grabar el tiempo de hold tras acabar la rampa.

Aparecera iluminado el indicador bajo la pantalla. Esto nos indica si queremos un
aviso sonoro cuando el programa esté listo para empezary al acabar. Con los botones UP y
DN, se elige el estado de la alarma (1 para ON, 0 para OFF).

Se apagara el indicador PROG, y pulsando el boton RUN se dara comienzo al programa.
Esto se comprueba con el encendido del indicador START TEMP.

Una vezque haya llegado a este punto, pulsar RUN de nuevo parainiciar la rampa. Altérmino
de esta, si se eligi6 una alarma, el aparato avisara cuando se consuma el tiempo de hold. Se
puede seguir el estado de la rampa con los indicadores luminosos bajo la pantalla.
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2.3.1.2 Perfusorcontroladoen rampa de concentracion

Este aparato esel Trabajo Fin de Méster de Alvaro Pérez Aguilar, y ser4 elapoyo fundamental
para los experimentos de vitrificacion de equilibrio. Una explicacién mas detallada se puede encontrar
enel propio documento (Pérez A guilar,2018) Con €1, se puede conseguir una concentracion a la salida
del sistema hidraulico que siga un perfil lineal a trozos. Lo primero que se hubo de realizar, dada la
unicidad del sistema, es una copia de seguridad e instalacion del software requerido (LabVIEW y
software de la tarjeta de adquisicién) enuno o varios ordenadores nuevos. Elprocedimiento se muestra
en los anexos.

44. Equipo de perfusion por control de concentracion.

Software

El sistema consta de tres partes diferenciadas. La primera es el software y programa de
seguimiento de los perfiles de concentracion. Mediante LabVIEW, el responsable del proyecto disefio
un sistema de seguimiento de perfiles lineales a trozos en concentracion. Esto se conseguia con varios
subprogramas de apoyo a un programa principal, que da tension a dos bombas peristalticas para que,
en funcion de la alimentacion, la unién de ambas bombas provea una concentracion de crioprotector
u otra. Se accedio al codigo para modificar algunos parametros, entre los cuales se encuentran los
valores de concentracion a la salida y los tiempos que marcan los intervalos del perfil de
concentraciones. Se modifico para que fuera un seguimiento de DMSO en dilucién en un programa
de duracion de 1 hora, lo que supone una reduccion de casidos tercios del tiempo empleado por Fahy
para el rifion del conejo, dada la diferencia de tamafio con el corazén de un ratén (no superior al
centimetro de didmetro y altura)
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45. Panel frontal de principal.vi para la perfusion.

Esta es la pantalla que se ve por defecto cuando se arranca el programa principal vi, que une
todos los nodos y subprogramas vinculados a la perfusion. Se han de introducir los valores deseados
en los campos vacios, desde el puerto y numero de la tarjeta de adquisicion hasta los coeficientes de
las funciones polindmicas de las bombas y el voltaje de operacion. En esta pantalla se puede hacer un
seguimiento del minuto de operacion del programa, asi como del porcentaje década bomba que esta
en uso, la concentracion (ideal) de la salida, y el voltaje suministrado a cada bomba peristaltica por

separado. En la fase final de los experimentos se modifico el software para que incorporara los valores
necesarios en dichos campos.
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46. Panel frontal durante la perfusion.
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Revisando el diagrama (Window — show diagram), se puede visualizar el conexionado de los
elementos y nodos del programa completo.

[ principal.vi Diagram
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47. Diagram de principal.vi

Para modificar el perfil de la curva de concentracion, asi como los valores de concentracion
(molar) de DMSO siendo perfundida en el extremo del perfusor, se habra de acceder al bloque
subComponentesConcentracion. vi, sefialado en un recuadro rojo en la imagen superior. Se tiene asi
control sobre el perfil, descrito en forma de bloque de condicionales if- else en codigo C.

ate Tools Browse Window Help
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48. subComponentesConcentracion.vi para modificar el perfil de la curva de concentracion.
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DAQ yPCB

La segunda parte que conforma el sistema es el bloque de electronica y adquisicion de datos.
Alvaro disefié una PCB para el rutado de sefiales de alimentacion para las bombas y para toma de
datos de temperatura (parte finalmente no funcional del proyecto).

La PCB contiene el ruado de los cables de tension de las bombas; es decir, la salida de la
tarjeta de adquisicion que controla la alimentacion de las bombas peristalticas, tierras comunes, etc..
Ensu forma mas completa, constaba de un circuito de conmutacion para control de temperatura basado
en transistor, relé, y LED indicador de estado, con sus respectivas resistencias de pull-up.

La tarjeta de adquisicion de datos es una PMD-1208LS, con protocolo de comunicacion serie
mediante USB al ordenador. Es compatible con Windows XP, sistema operativo en el que
trabajaremos dada la version de LabVIEW que se utilizara (6.1). El pinout consiste en 8 salidas
analogicas, 2 salidas de 10 bits, y 16 puertos digitales configurables como entrada o salida, asi como
un contador interno de eventos de 4 bytes. La placa estd conectada al ordenador y es suministrada una
tension de 5V.

Sistema hidraulico

El sistema hidraulico consta de dos depdsitos de solucion, uno conteniendo PBS y otro
conteniendo DMSO ambos con la mayor pureza posible, dos bombas peristalticas y el consecuente
entramado de tubos que conducen de los depodsitos a las bombas, y de éstas al perfusor.

DINKO [N o2

v

DINKO TN o-21

49. Bombas peristdlticas de DINKO para la perfusion. Se alimentan con un conector tipo JACK.
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El perfusor se compone de una uniéon T terminada en un roscado Luer para acople de las
agujas de perfusion. También se dispone de llave de tres vias entre la entrada a la bomba peristaltica
y el deposito, para facilitar la purga de los tubos y el recambio de los depdsitos sihay riesgo de que se
vacien.

50. Sistema hidrdulico de perfusion de crioprotector.

Las bombas peristalticas funcionan por propulsion compartimentada del fluido. Esto es, un
rodillo comprime un tubo deformable (generalmente silicona) de un diametro dado, contra la pared
mterior del compresor, generando asiun bloqueo fisico para el fluido, que sélo puede avanzar en b
direccion no bloqueada. Es compartimentada, porque la presencia de dos o mas rodillos delimita el
volumen de fluido que se suministra en la rotacion. A efectos practicos, es como si se dispusiera de un
conducto lleno de liquido, y se comprimiera con las manos de forma secuencial y hacia delante para
impulsar dicho fluido. Son bombas muy utiles pues no necesitan altas revoluciones para impulsar el
fluido, no tienen contacto directo con la sustancia (lo cual es ideal para aplicaciones biologicas), se
puede modificar el caudal suministrado no sélo con la velocidad de revolucion sino también con las
propiedades geométricas del tubo interior, y ademas generan un flujo no turbulento en el entubado
dadas las bajas revoluciones del rotor.

51. Watson-Marlow - cémo funcionan las bombas peristdlticas.

Se hizo una caracterizacion de las bombas peristalticas. Haciendo uso del mismo sistema de
perfusion, se calculd el caudal a la salida en funcion de la tension aplicada a las bombas. Para ello, se
midid el goteo del perfusor dada una tension determinada, obteniéndose el volumen al final de un
intervalo. Esto se consiguié con una fuente de alimentacion externa,de 0 a 24V. En la practica, b
bomba peristaltica no aprecia diferencia enrevoluciones ante 12 024V, viéndose su velocidad maxima
capada antes de llegar a este valor. Ademas, la bomba, como ocurre con todos los motores de
revolucion alimentados por corriente, posee una zona muerta inicial hasta los 0.3 V aproximadamente.
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Tabla 14. Valores experimentales con la bomba peristdltica.

Voltaje (V) Volumen (mL) Tiemp Caudal(mL/s)  Caudal (mL/min)
1.1 2 30 0.001111 0.06666
2.5 2 727 0.004474 0.26844
5.0 1 1’36 0.010417 0.62502
7.5 2 2’157 0.014815 0.88890
10.0 2 1’34 0.021277 1.27662

Dado que las bombas trabajaran, segtn la méxima proporcionada por el software de Alvaro,
a 5V, hemos de esperar un caudal maximo de 0.63 mL/min cuando se realice la perfusion, lo que
equivale aproximadamente a 10-12 gotas de perfusato en ese tiempo. La curva de valores de caudal
frente alvoltaje suministrado se ofreceen la siguiente imagen como caracteristica estatica de la bomba
peristaltica. Los errores equivalen a la presencia de una gota de mas o una gota de menos en la
medicion.

Curva caracteristica de la bomba
1.4 T T T T T T

—=— () experimental
Q gjuste

067

Caudal Q {mL/min)

y = 60"0.00207"x
0.4

0.2r

Voltaje (V)

52. Caracteristica estdtica de la bomba peristdltica y ajuste.

Para tener un correcto funcionamiento de las bombas durante la perfusion, es necesario cebar
los tubos como se indicara posteriormente en el protocolo. Para esto, ha de usarse la salida de la fuente
de alimentacion a la maxima tension suministrable, para asitener un cebado rapido y sin burbujas de
ambos tubos. Esto se hace para evitar el largo tiempo de espera para la carga natural de ambos tubos.
Si se deseara cargar los tubos con el propio programa, la perfusion seria deficiente al suministrar un
gran volumen de aire inicial al corazon, destruyendo toda su funcionalidad, y prolongando el tiempo
de llegada del perfusato hasta la aorta. En mediciones experimentales, se comprobo que el conducto
de PBS tardaba del orden de 11 minutos en estar cargado al completo tras el inicio del programa,
mientras que el tubo de DMSO, cuya bomba no supera la zona muerta hasta el minuto 13 (a efectos
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de la perfusion, es tanbaja la concentracionen el intervalo inicial que se puede despreciarla influencia
de esta zona muerta) y tarda un total de 27 minutos en cargar el tubo al completo, dada la baja tension
con la que trabaja esta bomba hasta bien avanzado el proceso de perfusion. Esto se traduce en unos
maceptables 40 minutos en ausencia de perfusion, y lo que es peor, con entrada constante de aire en
las arterias coronarias del corazéon. Como caso excepcional, puede cebarse el tramo que une las
bombas con los depositos haciendo uso de una jeringuilla, cuidando muy bien de no dejar burbujas en
la union.

Validacién del perfusor: concentracion de salida

Para validar el perfusor, es necesario garantizar que la concentracion de DMSO a la salida del
sistema se corresponde con los valores deseados; esto es, que se sigue el perfil tedrico de Fahy
correctamente. Para ello, se midi6 dicha concentracion en instantes discretos del tiempo a lo largo del
proceso. La forma de medir fue mediante un refractometro optico, capaz de indicar el porcentaje de
soluto en estado solido frente a la masa total de la disolucién que se esta midiendo. Para obtener el
valor de molaridad a partir de los datos que proporciona el refractometro, es necesario establecer una
conversion.

53. Medicion del Brix % de (por orden de izquierda a derecha): PBS, H20 TIl, DMSO 99.5%, DMSO 50% en PBS.

Lo primero es establecer una equivalencia entre porcentaje de DMSO (puro al 99.5%, su
molaridad es de 12.77 mol/L) Para ello, se hicieron diluciones de DMSO en PBS puro, en creciente
concentracion, a intervalos de 10,y se midid el Brix % (es el valor que ofrece el refractometro, masa
solida del soluto / masa total de la disolucion). También se midio PBS puro y Agua Type I para tener
referencias, como aparece en la figura superior. Las medidas se realizan siempre con 3 gotas de
reactivo.
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54. Proceso de medicion comparativa Brix % frente a molaridad del DMSO.

Por limitaciones fisicas, el refractdmetro so6lo mide hasta un 40% en Brix. No obstante, el
DMSO da valores mucho mas altos con altas concentraciones, por lo que para medidas de
concentracion de DMSO mayores se habra de hacer una dilucion de 1/5 en PBS (figuras superiores).
Elvalor resultante en Brix se multiplicara por 5, con su correspondiente aumento del error. Asimismo,
se asume una horquilla de error sistematicapropia de la presencia misma de PBS en la muestra medida.
Por ello, se afiadira un error de 2 % en Brix a las medidas, pues es el valor del PBS al medir.

Tabla 15. Valores Brix % y molaridad de las disoluciones medidas en el refractémetro.

% DMSO Volumen DMSO (mL) Volumen PBS(mL) Brix% Molaridad DMSO (mol/L)

0 0 2 2 0
10 0.2 1.8 11.2 1.3
20 0.4 1.6 20.1 2.55
30 0.6 1.4 29.2 3.83
40 0.8 1.2 37.9 5.11
50 1 1 56 6.39
60 1.2 0.8 67.5 7.66
70 1.4 0.6 74 8.94
80 1.6 0.4 80.5 10.22
90 1.8 0.2 90.5 11.49
100 2 0 100 12.77

La molaridad se calculo de la siguiente manera:

mL y 103 g DMSO y 1molDMSO
1L 103mLDMSO =~ 78.13 g DMSO

mol
MDMSO (T) = UOlumenDMSO (mL) X 1000

Haciendo uso de la masa molecular del DMSO.
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La relacion entre Brix % y molaridad de DMSO se puede apreciar en la siguiente figura.

Noétense la mayor magnitud de los errores equivalentes a las medidas de Brix superiores al 40%.

15

10

Molaridad DMSO

Equivalencia molaridad DMSO frente a Brix % de la solucion DMSO - PBS

—&— Molaridad experimental
Ajuste

] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Brix % DMSO + PBS a diferentes proporciones

55. Relacion entre la medida del refractometroy la molaridad del DMSO de las disoluciones.

A continuacion, se midieron los valores a la salida del perfusor durante el transcurso del

programa. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 16. Resultados de la medida del perfusor: DMSO. Errores en la figura posterior.

Instante de perfusion t Brix % Molaridad DMSO (mol/L)

0 2 0.1338
2 0.1338

2 0.1338

10 2 0.1338
13 2 0.1338
18 17 2.0208
20 17 2.0208
22 18 2.1466
24 19 2.2724
24.5 22 2.6498
29 26 3.1530
33 29 3.5304
35 31 3.7820
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36 31 3.7820

37 36 4.4110
40 36 4.4110
41.5 35 4.2825
43.6 64.5 7.9963
44 70 8.6882
49.4 68 8.4366
52 73 9.0656
55 73 9.0656

Concentracion de DMSO (molar) tedrica vs experimental
10 T T T T T T T

DMSO tedrica —
9r —i=— DMSO experimental gl T T

DMSO (mol)

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo en minutos

56. Comparativa de concentracion de DMSO a la salida frente a la tedrica.

Se da por concluido el estudio del perfusor. Los valores experimentales obtenidos son lo
suficientemente cercanos a los teodricos para poder validar el perfusor.

2.3.1.3 Reactivos

PBS

El PBS o Tampo6n Fosfato Salino (Buffer Phosphate Saline) es un amortiguador de
pH cominmente empleado en mvestigacion biologica. Se trata de una solucion acuosa y
salina, con una concentracion ionica semejante a la del liquido extracelular y neutro para las

células, ya que no modifica el perfil de expresion y funcionamiento celular normal (Albiol
Tortosa, 2019).
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Se ha utilizado como portador de ACP durante la curva de enfriamiento con su
correspondiente oxigenacion. Su preparacion se detalla en el anexo de preparacion de
reactivos. El PBS preparado se compone de 8.06 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.22 g de
cloruro depotasio (KCI), 1.15 g de fosfato disodico (Na2HPO4)y0.20 g de fosfato dipotasico
(KH2PO4) (Albiol Tortosa, 2019).

DMSO

Tal como se explico en el apartado de eleccion de ACP, el dimetilsulfoxido es el
crioprotector elegido para los experimentos, por sus cualidades fisicas, quimicas y de vision.
No es necesaria preparacion pues se utiliza al 99.5% de pureza tomado directamente del
recipiente.

2.3.1.4 PicoLogytermopares

Asicomo se hace un seguimiento de concentracion, es importante conocer la temperatura del
sistema en todo momento para poder hacer un seguimiento efectivo de las curvas de Fahy. Para esto,
junto con el BioCool, se usaran transductores para toma de datos de temperatura.

Principio del termopar y forma de medicién

Los transductores elegidos son termopares, basados en el efecto Seebeck como principio de
funcionamiento. Este efecto implica que, cuando dos cables de diferente material conductor se unen
en los extremos y se exponen a diferentes temperaturas en estos extremos (generalmente una T de
medicion, y otra de comparacion o referencia) se genera una diferencia de potencial en el extremo de
medicion entre ambos cables. Esta diferencia puede ser medida con un voltimetro, y es proporcional
a la resta de las temperaturas de medicion y comparacion. (Maas, 2018)

) UI'I"IESS
Material A @ Vergleichsstelle
T,=0°C
Up | va
Messstelle Material B
Tw=0°C Thermoelement

57. Thermoelement — Temperaturmessung (Termoelemento, medicion de temperatura)

Lo ideal es que la temperatura dellado de comparacion (Vergleichsstelle en la figura) sea
cero, pues de otro modo se encontraria aqui una gran fuente de error. Es usual mitigar este error con
termopares de circuito seccionado, haciendo pasar forzosamente los hilos por un punto intermedio con
un liquido a 0°C. No obstante, se optd por una solucion por calibracion que se detallara mas adelante.
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Hay diversos tipos de termopar, y en la practica se usaran termopares de dos tipos: T y K. El
termopar tipo K tiene un rango de medicidn mas amplio que el termopar tipo T (de —200°C hasta
1250°C para el tipo K, y de —250°C a 350°C para eltipo T). No obstante, el error estandar de ks
medidas para eltipo K es de un maximo de 2.2°C, siendo el deltipo T menor, con tan solo 1°C. Para
la medicion de temperatura, se usara un array de 3 termopares para obtener dos temperaturas. Un
termopar tipo T y otro tipo K seran introducidos en la camara de congelacion del BioCool. Se segurra
la temperatura en este medio, prestando atencion a las fluctuaciones de temperaturay al valor absoluto
de estas. Asise podra apreciar sihay excesiva variacion con las mediciones de unou otro. Cabe sefialar
que los extremos de medicion de ambos termopares se encontraran practicamente midiendo el mismo
punto del espacio del deposito. Un tercer termopar, tipo T, se introducira en el criovial para medir b
temperatura de éste. Es importante tener al otro termopar tipo T como referencia externa, y un tercer
termopar de distinto tipo para corroborar que no hay errores grandes en la medida de los otros dos.

Adquisicion de los datos

Las lecturas de los termopares se realizaran por medio de un Data Logger para termopares,
modelo TC-08 de Pico Technology. Este aparato, junto con el software PicolLog instalado en un
ordenador portatil, permite visualizar en tiempo real las medidas de los termopares enviadas por
comunicacion serie. Es posible dibujar graficas de la temperatura, y se pueden obtener los datos en
una tabla, mostrando los instantes de tiempo y los canales de medicion.

Antes de medir se ha de calibrar cada canal para la adquisicion de datos, al no disponer de un
punto de referencia de temperatura a 0°C como se detalld. PicoLog aporta un asistente de calibracion
basado enuna ecuacion lineal, midiéndose de ella dos puntos. Para esto, en la ventana del asistente
(consultar el manual de usuario disponible online en
https://www.lambdaphoto.co.uk/pdfs/Picotech/ LAMBDA PicoLogSelfHelpGuide.pdf) se han de
mtroducir cuatro valores en forma de matriz 2x2, correspondientes a dos medidas de temperatura
escogidas para calibrar).

aa bb
cc dd
donde:

aa = la lectura indicada en la primera temperatura,
bb =lectura real en la primera temperatura,

cc =lectura indicada en la segunda temperatura,
dd =lectura real en la segunda temperatura

Los valores bb y dd fueron los marcados por una RTD de platino de alta precision, y los
valores aa y cc fueron los ofrecidos por la lectura del termopar en sendas temperaturas. Las
temperaturas de calibracién escogidas fueron —20°C y 20°C, para disponer de dos puntos lo
suficientemente alejados y que cubrieran casitodo el rango de temperaturas en el que se trabajara en
el experimento de criopreservacion. Esto se realizo para cada canal, dindose por finalizado el proceso
de calibracion cuando todos ellos ofrecian una medida con una diferencia no superior al medio grado
entre ellos, y no superior al grado con respecto a la RTD de platino.
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Para iniciar la toma de datos experimental, se ha de programar el formato de adquisicion,
tamafo del archivo total de lectura, frecuencia de muestreo y nombre del archivo (por supuesto,
habiendo afiadido previamente los canales que se usaran para medir y habiéndose hecho la respectiva
calibracion). Para esto, hay que acceder a Archivo -> Datos nuevos. Se desplegara una ventana con
varias opciones, en las que habra que marcar el tiempo entre lecturas (en el caso propio se escogio 1
segundo, dada la duracion del experimento y la baja tasa de variabilidad de las lecturas), el nimero de
muestras totales del archivo (por seguridad, del orden de 10 veces el nimero de muestras que
esperamos tomar) teniendo en cuenta la duracion del experimento (un minimo de 60 minutos a 1
muestra por segundo, corresponde a un total de 3600 muestras como minimo).

Se procede a tomar las lecturas con los termopares. Se programé un perfil de temperaturas

como el que se habra de seguir para el experimento de criopreservacion.

Comparativa de medicion de temperatura
10 T T T T

— Temperatura teorica
Canal 1: tipo T
Canal 3: tipo K

I 11 I|I ] I..'u oy Vo
Shi Lt ] 1 1 L [ ) II

SR VRN W TS P, TP D S

T Wi
;

Temperatura (°C)

25 I ! ! ! I I
1] 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (minutos)

58. Seguimiento de temperatura en la cdmara de criopreservacion.

Se puede apreciar en general un seguimiento favorable, también dependiente de varios
factores: el tiempo consumido en la programacion entre una rampa y otra, la medida de temperatura
del BioCool que es la que el programa toma como referencia para los inicios y finales de las rampas
(y que experimentalmente se comprobo que pueden llegar a discrepar con los termopares en mas de
medio grado), la dificultad del BioCool para haceruna rampa de alta pendiente a bajas temperaturas
dada la necesidad de apoyo refrigerador externo (por eso las rampas son mas lentas) y los propios

errores de los termopares. Con todo esto, se puede dar aun asipor valido el seguimiento de la curva
de temperatura tedrica.
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2.3.2 Procedimiento experimental

Objeciones y consideraciones previas

La solucién de PBS no es adecuada como solucion artificial sustituyente del plasma
sanguineo, porque es un buffer para evitar el shock osmético, pero no posee los nutrientes,
proteinas y oxigenacién adecuados para mantener los tejidos del animal vivos. (Albiol
Tortosa, 2019)

Durante la perfusion de crioprotector, es fundamental que el programa de concentraciones y
el de temperaturas estén coordinados. Un desajuste de pocos minutos puede significar un gran
error de perfusion. Por ello, se recomienda practicar numerosas veces con la programacion
del BioCool, sus rampas y sus tiempos de espera, para conocer con qué velocidad se puede
responder a los requerimientos de las curvas de concentracion. Ha de recordarse que el
programa de perfusion sigue unas curvas especificas (Fahy, 2009) en funcion del tiempo
transcurrido, y que la temperatura y concentracion de crioprotector estan correladas.

o Las curvas obtenidas por Fahy son para un rifion de conejo. Nosotros trabajaremos
con organos de raton, mas pequeiios, por lo que esperamos una difusion mas rapida
del crioprotector y podemos permitirnos reducir la duracién del programa. Se
propone un primer acercamiento de 1h total de perfusion.

Tabla 17. Materiales para el Experimento 2.

Equipos Material Reactivos
Equipo de perfusion
completo — bombas, . . DMSO (dimetilsulfoxido) al
tarjeta de adquisicion, Termoparestipo T (2) y tipo K. (1) 99.5%
PCB
: Corcho aislant 1deposito del .
BioCool orehoasian e. para eRcepostio de PBS (Phosphate buffer Saline)
BioCool
Ventiladores para la ) . .
. ., Pinzas de sujecion verticales para tubos . ,
refrigeracion externa del perfusor Oxigenador - carbogeno
del BioCool P
Agitador de aspas del  Acople de perfusor aaguja de perfusion Agua destilada para el depdsito
BioCool Luer (hembra-hembra) del BioCool
Portatil con software . .
. Crioviales de preservacion
PicoLog
TC-08DataLogger  piara con Ny (1) para preservacion
para termopares
Refractometro Guantes de proteccion contra Ny ;)
Medidor de pH
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23241

Preparacion de equipos, material e instalaciones

BioCooly perfusor

21.

22.

23.

24.

25.

Llenar el depdsito del BioCool con etanol y agua (1 parte de etanol, 2 partes de agua) hasta
cubrir las aletas metalicas que sobresalen a unos 2 cm del borde.

Preparar soluciones de perfusion — bufer salino y crioprotector. Es conveniente disponer de
dos vasos de precipitado etiquetados que sirvan como depdsitos para ambas soluciones.®
Purgar los conductos de las bombas para evitar bolsas de aire, que podrian reventar la pared
arterial y la membrana que cierra la aorta. Esto se realizara conectando una fuente de
alimentacion a la entrada de la bomba, y aplicando una tension en bornas de 12V para mover
elrotor de la peristaltica lo mas rapido posible y asicebar los tubos.

Se ha de garantizar que la electronica que gestiona la perfusion estd adecuadamente
alimentada. Las fuentes de tension — baterias —han de estar ambas utilizables.

a. Se recomienda medir con un refractometro la salida del perfusor, hasta comprobar
que, una vez terminado el cebado, la salida da alrededor de un 2% al encenderel
programa, lo que corresponde a PBS puro. Esto se hace para evitar restos de DMSO
en el conexionado que pudieran intoxicar al 6rgano durante los primeros instantes de
la perfusion.

Montar el agitador con aspas sobre el BioCool, de forma que la varilla y las aspas se
encuentren sumergidos unos 10 cm.

\ S
\\‘!i,

59. Izquierda: Equipo de criopreservacion listo para el funcionamiento. Derecha: criovial preparado para la

vitrificacion.

6 Las soluciones se describirdn deforma detallada en el apartado Anexos.
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PicoLog

26. Configurar una adquisicion de datos de tamafio 50.000 muestras, a un ritmo de 1 muestra por
segundo. El programa no deberia exceder las 4.500 muestras, pero se afiade ese margen por
posibles errores y repeticiones.

27. Colocar los termoparestipo T y K de la siguiente manera: un tipo T y el tipo K dentro del
BioCool, a modo de referencia extema, y el otro termopar tipo T (en el caso experimental el
que corresponde al canal 2) de forma que mida la temperatura dentro del criovial durante la
perfusion. Esto se consigue insertando el termopar por el conducto de drenaje disefiado y
elaborado para los cierres de los crioviales.

2.3.2.2 Preparaciondelaperfusiony conexion al perfusor

28. Encender elagitador con aspasparacrear un movimiento uniforme del contenido del deposito
del BioCool.

29. Encender el BioCool y programar la primera rampa, llamada Rampa 0. Consultar la Figura 3
para los parametros de todas las rampas. También se encuentran los valores genéricos en b
Tabla 2.

jAviso! Es recomendable usar un crondmetro para coordinar los aparatos.

30. Con la jeringuilla de carga, rellenar los extremos de la conexion del perfusor y de la parte
anterior de la aguja (a la cualel corazon se ha canulado) hasta que el menisco de PBS esté
convexo, y unir evitando la formacion de bolsas de aire.

31. Rellenar el contenedor de criopreservacion con PBS, e introducir el corazon canulado en é1
asegurandose que se encuentra a la mitad de la profundidad de éste. Colocar la salida de
drenaje del contenedor sobre un recipiente.’

32. Preparativos del programa de perfusion: con el PC arrancado y LabView abierto, ejecutando
el programa principal.vi, introducir los datos de las bombas y de la tarjeta de adquisicion en
la interfaz.

33. Cuando el programa del BioCool llegue a 4°C, se dara comienzo a la perfusion. Introduct el
contenedor con el corazon en el deposito del BioCool, sumergido a unos 5 cm, y sujetar con
un agarre vertical.

34. Cubrir la superficie del deposito con corcho o algin material aislante, con el fin de evitar
gradientes de temperatura de mas de 2 grados entre el fondo y la superficie del deposito.

35. Seguir atentamente elprograma de perfusion, y realizar la programacion pertinente en funcion
del instante de ejecucion en que nos encontremos.

Recomendacién. Mantener los ventiladores encendidos en los tramos por debajo de los —5°C.
Nose recomienda encender el ventilador lateral (observar Figura 4) antes, pues
el congelador podria enfriar demasiado rapido.

7 Para medir la absorcién de DMSO, usar el goteo de salida del drenajey medir indice de refraccién.
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60. Pardmetros de programacion de rampas para el BioCool.
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Tabla 18. Valores para programacion de las rampas de temperatura.

Programas Tinicia (°C) Rampa (°C/min) Tfinai (°C) Hold (min)
Rampa 0 Ambiente 1 5 38
Rampa 1 4 23 -5 4.2
Rampa 2 -5 1.9 =22 4.7

36. El uso de ventiladores externos es critico para el experimento, pues el propio ventilador
mterno del aparato no esta en funcionamiento. Para las dos primeras rampas, es necesario
trabajar con el extractor que saque hacia fuera todo el calor generado por la resistencia
calefactoradel BioCool. Para la tercerarampa, un segundo ventilador de apoyo sera suficiente
para alcanzar las temperaturas.

61. Disposicion de los ventiladores de apoyo al BioCool.

37. Una vez finalizada la perfusion, apagar todos los aparatos — especialmente el perfusor. Se
debe extraer con sumo cuidado la muestra del criovial, y realizar tres tareas:
a. Sise va a almacenar en nitrogeno liquido:
i Medir el % Brix dentro del criovial y fuera del corazon
il. Vaciar al completo el criovial
iii. Introducir el corazon en él, desconectado de la aguna, y cerrar con un nuevo
cierre sin perforar
b. Sise vaaalmacenar en congelador a —27°C
i. Medirel %Brixdentroel criovial. La cantidad de DMSO retenida dentro del
corazon sera la diferencia entre la maxima concentracion perfundida y la
canitdad medida fuera del corazon.
il. Administrar tanto DMSO como sea necesario para igualar la concentracion
de DMSO dentro y fuera del corazon y evitar gradientes grandes.
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iii. Almacenar cerrado en el mismo criovial dispuesto en un rack dentro del
congelador.

Nota  Fechar todos los crioviales ¢ indicar el tipo de 6rgano sino es facilmente reconocible para
su posterior analisis.

62. Resultado del equilibrium vitrification al término de la perfusion.
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24 Equilibriumyvitrification de tejido nervioso central

Con el experimento de Fahy como referencia, se desea ensayar el equilibrium vitrification
para tejido nervioso dentral de raton. Los tiempos de las curvas se reduciran dado el tamatfio inferior
del 6rgano delraton al de rifion de conejo que us6 el investigador en principio. Se basara en el control
y seguimiento de dichas curvas por parte de un sistema de perfusion y un sistema de temperatura para
cargar el tejido con crioprotector antes del almacenamiento a menor temperatura. Este 6rgano implica
algunas complicaciones para el experimento 2.

241 Descripcion de sistemas

El experimento de vitrificacion de equilibrio del tejido nervioso requiere de los mismos
equipos que el de corazon, con la salvedad de que no se ha de aislar el corazon, sino que se perfunde
el 6rgano completo. El tinico elemento adicional que se requiere para este experimento es el soporte
de perfusion. No se describiran de nuevo los equipos y sistemas ya explicados en apartados anteriores.

Soporte de perfusion

El soporte fue disefiado y construido como se explica en el anexo dedicado a esta seccion. La
necesidad de mantener inmdévil el cuerpo delraton durante la perfusion empujé a disefiar y construir
este elemento de apoyo al experimento. Tras la esquematizacion del problema y el boceto, se alcanzd
una forma genérica funcional que cumpliera con todas las funcionalidades requeridas:

e Disponer de un modo de sujecion del corcho al cual se sujeta el ratdn tras la anestesia.

e Disponer de un modo de inmersion en la cdmara del BioCool, asi como de extraccion.

e Disponer de un modo de sujecion de la aguja de perfusion pinchada.

e Disponer de un modo de sujecion mecanica del tubo de perfusion para evitar tirones.

e Caber en la camara del BioCool con todos los elementos necesarios para el experimento.

63. Izquierda: idea genérica del soporte. Derecha: soporte construido y utilizado en los experimentos.
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El asa superior permite la inmersion y extraccion de la cdmara del BioCool, a la vez que sive
de tope para mantener sumergido todo el soporte durante el experimento, al estar topando con el
agitador (la flotabilidad del corcho era una problematica). El orificio en la base del cuello del soporte
permitia la introduccion e inmovilizacion del tubo de perfusion. Los dientes de sujecion se introducian
enel corchopara dejarlo consolidado con elsoporte. Su forma final era de cruzpara garantizar firmeza
en dos direcciones principales. Se acopld un alambre rigido, el cual fue soldado a una pinza tipo
cocodrilo, para proporcionar sujecion y manejo a la aguja de perfusion. Este alambre se encontraba
sujeto al asa con un agarre de silicona perforado y sujeto con resina Epoxi.

El arco de alambre que se aprecia en la imagen anterior a la derecha sirve de proteccion para
la caja toracica del corazon frene a colisiones, y a su vez de punto de sujecion para un termopar para
poder tomar medidas de temperatura intracraneales.

Se demuestra una vez mas la alta valia de las tecnologias de impresion 3D en conjunto con el
CAD para aplicaciones de bioingenieria y biomédicas, proveyendo de soluciones a medida a los
problemas propuestos.

2.4.2 Procedimiento experimental

Tabla 19. Material para el Experimento 3.

Equipos Material Reactivos
Equipo de perfusion
completo — bombas, . . DMSO (dimetilsulfoxido) al
T tipo T (2) y tipo K (1
tarjeta de adquisicion, ermopares tipo T (2) y tipo K. (1) 99.5%
PCB
Corcho aislant ldeposito del
BioCool oreioasian e. para eRcepostio de PBS (Phosphate buffer Saline)
BioCool
Ventiladores para la _ .., .
. ., Pinzas de sujecion verticales para tubos ) ,
refrigeracion externa del perfusor Oxigenador - carbogeno
del BioCool P
Agitador de aspas del  Acople de perfusor a aguja de perfusion Agua destilada para el deposito
BioCool Luer (hembra-hembra) del BioCool
Portatil ftw
o Pi((::(())rlii(; are Crioviales de preservacion Agua Type Il para lavado
TC-08 Data Logger Cantara con N, () para preservacion
para termopares
Refractometro Guantes de proteccion contra Ny ;)
Medidor de pH Material de cirugia

Jeringa de exanguinacion

Soporte de perfusion
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Nota:

Los equipos para este experimento son idénticos a los utilizados para el apartado de

equilibrium vitrification de corazon, por lo que el protocolo sera similar con algunas salvedades. No
se dispondra de criovial, pues la perfusion es a cuerpo completo.

Nota:

Este protocolo cuenta con una parte de cirugia necesaria para la perfusion con DMSO hasta

eltejido nervioso craneal, por via vascular.

2.4.2.1 Preparacion de equipos, material e instalaciones

BioCool y Perfusor

Llenar el depodsito del BioCool con etanol y agua (1 parte de etanol, 2 partes de agua) hasta
cubrir las aletas metalicas que sobresalen a unos 2 cm del borde.

Preparar soluciones de perfusion — bifer salino y crioprotector. Es conveniente disponer de
dos vasos de precipitado etiquetados que sirvan como depdsitos para ambas soluciones.®
Purgar los conductos de las bombas para evitar bolsas de aire, que podrian reventar la pared
arterial y la membrana que cierra la aorta. Esto se realizara conectando una fuente de
alimentacion a la entrada de la bomba, y aplicando una tension en bornas de 12V para mover
elrotor de la peristaltica lo mas rapido posible y asicebar los tubos.

Se ha de garantizar que la electronica que gestiona la perfusion estd adecuadamente
alimentada. Las fuentes de tension — baterias —han de estar ambas utilizables.

a. Serecomienda medir conun refractometro la salida del perfusor, hasta comprobar
que, una vez terminado el cebado, la salida da alrededor de un 2% al encenderel
programa, lo que corresponde a PBS puro. Esto se hace para evitar restos de DMSO
en el conexionado que pudieran intoxicar al organo durante los primeros instantes de
la perfusion.

Montar el agitador con aspas sobre el BioCool, de forma que la varilla y las aspas se
encuentren sumergidos unos 10 cm.

PicoLog

6.

Configurar una adquisicion de datos de tamafio 50.000 muestras, a un ritmo de 1 muestra por
segundo. El programa no deberia exceder las 4.500 muestras, pero se afiade ese margen por
posibles errores y repeticiones.

Colocar los termoparestipo T y K de la siguiente manera: un tipo T y el tipo K dentro del
BioCool, a modo de referencia extema, y el otro termopar tipo T (en el caso experimental el
que corresponde alcanal2) de forma que mida la temperatura delcraneo durante la perfusion.
Esto se consigue insertando el termopar por la boca del raton hasta establecer contacto con el
hueso sfenoides, el punto mas cercano entre la cavidad bucal y la base del lobulo frontal del
cortex.

8 Las soluciones sedescribiran deforma detallada en el apartado Anexos.
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Cirugia previa

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Administrar la dosis de heparina calculada (se puede encontrar en el anexo de calculo de la
dosis de heparina) y esperar entre 30 minutos y 1 hora (CNIC, CITIUS).

Transcurrido ese tiempo, administrar la dosis de anestesia (TBE al 2%) requerida para el cese
funcional de la actividad general organica. En la préctica esto supone una dosis de 400 —
700 L.

Con la pérdida general de los reflejos, se puede proceder a practicar la cirugia. Los pasos
iniciales son similares a la cirugia para el experimento de Langendorff.

Sujetar el cuerpo del raton por las extremidades a la placa de cirugia. No serd necesario cubrir
la superficie con papel.

Hacer una incision horizontal bajo el pecho, a la altura del diafragma y bajo las costillas,
Sujetar la piel con unas pinzas para asegurar el corte.

Hacer dos incisiones verticales desde ambos extremos de la incision inicial, y en direccion a
las claviculas.

Romper eldiafragma conun corte horizontal. Facilita eltrabajo posterior sise levanta el grupo
0seo compuesto por esternéon y costillas por la parte delantera, y se elimina con un corte
horizontal en la unién con el resto del cuerpo. Esto deja expuesto y accesible el corazon. Se
debera visualizar el 6rgano con latidos pausados.

Trasladar el cuerpo del ratén con el corazon ya expuesto y latiendo a la placa de
criopreservacion. Esta se encuentra ya acoplada al soporte de perfusion. Asegurar las
extremidades a la placa de manera que el corazon quede lo mas cerca posible de la aguja.
Con el corazon pinchado en el ventriculo izquierdo por la aguja, y con el complejo
mmovilizado, conectar la jeringa de exanguinacion llena de PBS o Tyrode’s al tubo de
perfusion que lleva a la aguja.

Nota: El siguiente paso se debera realizar dentro de una bandeja profunda, preferiblemente
con el soporte de perfusion y el corcho reposando sobre una rejilla metalica.

17.

2422

18.

19.

Realizar un corte en la auricula derecha del corazon, para drenar la sangre y el fluido de
exanguinacion. Exanguinar al raton perfundiendo lentamente, pero a ritmo constante con b
aguja. Se debera apreciarel drenado de la sangre, asi como la decoloracién de pulmones,
corazon e higado, que pasara de un color beige intenso a amarillo.

Preparacion de la perfusion y conexioén al perfusor

Encender elagitador con aspasparacrear un movimiento uniforme del contenido del depdsito
del BioCool.

Encender el BioCool y programar la primera rampa, llamada Rampa 0. Consultar la figura
siguiente para los parametros de todas las rampas. También se encuentran los valores
genéricos en la tabla que lo sigue.

jAviso! Es recomendable usar un cronémetro para coordinar los aparatos.
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Temperatura (°C)

25

20. Con la jeringuilla de carga, rellenar los extremos de la conexion del perfusor y de la parte
anterior de la aguja de perfusion hasta que el menisco de PBS esté convexo, y unir evitando

la formacion de bolsas de aire.

21. Preparativos del programa de perfusion: con el PC arrancado y LabView abierto, ejecutando
el programa principal.vi, ntroducir los datos de las bombas y de la tarjeta de adquisicion en

la interfaz.

22. Introducir el termopar del canal 2 en el cuerpo del raton

como se ha mdicado.

23. Cuando el programa del BioCool llegue a 4°C, se dara
comienzo a la perfusion. Introducir el soporte de
perfusion con el cuerpo del raton en el deposito del
BioCool, sumergido a unos 15 cm, y sujetar con un
agarre vertical. Dar comienzo a la toma de datos con el

PicoLog.

24. Cubrir la superficie del deposito con corcho o algin
material aislante, con el fin de evitar gradientes de
temperatura de mas de 2 grados entre el fondo y la

superficie del depdsito.

25. Seguir atentamente el programa de perfusion, y realizar {
la programacion pertinente en funcion del instante de

ejecucion en que nos encontremos.
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65. Parametros de programacion de rampas para el BioCool.

26. El uso de ventiladores externos es critico para el experimento, pues el propio ventilador
nterno del aparato no esta en funcionamiento. Para las dos primeras rampas, es ne cesario
trabajar con el extractor que saque hacia fuera todo el calor generado por la resistencia



calefactoradel BioCool. Para la tercerarampa, un segundo ventilador de apoyo sera suficiente
para alcanzar las temperaturas.

66. Disposicion de los ventiladores de apoyo al BioCool.

27. Una vez finalizada la perfusion, apagar todos los aparatos — especialmente el perfusor. Se
debe extraer con sumo cuidado el cuerpo de la camara, y realizar tres tareas:
a. Realizar la cirugia de apertura de craneo lo mas rapido posible para evitar
recalentamiento. Es beneficioso hacerlo dentro de una camara o habitaculo ftio.
Seguir los cortes marcadas en la figura inferior.

v

67. Pasos de la cirugia craneal.

b. Extraer el 6rgano central del sistema nervioso con cuidado de no dafiarlo o cortar
partes de él. Es mas sencillo hacerlo con uso de una espatula de preparacion de
reactivos. Se ha de comprobar con delicadezala consistencia del drgano, para evaluar
su estado de cristalizacion general.

c. Introducirelérgano enun criovial ya fechado, y almacenar en nitrogeno liquido hasta
suanalisis. El criovial ha de estar vacio.
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68. Resultado del equilibrium vitrification al término de la perfusion.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

El método de andlisis de los resultados de absorcion de DMSO es, como se comento, por
medio de tomografia axial computerizada. No obstante, dada la extension del trabajo y el volumen de
datos obtenidos de los experimentos, se expondran resultados desde varias perspectivas, sea resultados
de cirugia, canulacion, latido en el experimento de Langendorff, electrocardiografia, retencion de
DMSO o inspeccion tisular.

Los resultados se ofreceran de la siguiente manera:

1. Tabla completa de resultados de todos los experimentos de Langendorff'y vitrificacion de
equilibrio realizados.
a. Anotaciones sobre los experimentos.
2. Resultados del Experimento 1: perfusion Langendorff.
a. Resultados de la cirugia y discusion
b. Resultados de latido y discusion
3. Resultados de los Experimentos 2 y 3: vitrificacion de equilibrio
a. Resultados del TAC en el CNA (dias 31/07 y 07/08) y discusion
i. Calibraciones previas
ii. Retencion de DMSO
b. Inspeccion tisular y comentarios breves

De un total de 32 ratones para experimentacion, se destinaron 12 exclusivamente al
experimento de Langendorff. 12 se destinaron a experimento de Langendorff y vitrificacion de
equilibrio para corazon, y otros 8 para vitrificacion de equilibrio de tejido nervioso central. Esto es asi
debido a la curva de aprendizaje que requerian los experimentos. No fue hasta el experimento niimero
8 que se obtuvieron latidos consistentes. Llegados a este punto, y tras 4 experimentos mas
satisfactorios, se procedio a iniciar la vitrificacion de equilibrio para corazon. Una vez se tenia mas
manejo con esta técnica, se paso a la criopreservacion de tejido nervioso.

Con los datos obtenidos de los experimentos, se hizo un analisis de datos al contraste,
comparando variables de cada raton y plasmando las relaciones en graficas. Se incluye al final de este
proyecto un anexo de relaciones entre las variables que pueden resultar de interés. Dada la relevancia
de algunas de ellas, se incluyen en el presente capitulo algunas de ellas.

3.1 Resultados generales

Se construyo una tabla con un total de 13 entradas o valores para cada uno de los 32
experimentos individuales. Estas entradas recogen datos del raton, datos del Experimento 1y datos de
los Experimentos 2 y 3. Por imposibilidad de presentarlos todos juntos se divide en 3 sub-tablas con

los datos separados por categoria.
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En la siguiente tabla se muestran los datos de interés de todos los ratones de los experimentos.
Se muestra la fecha del experimento y el codigo, la cepa, edad, sexo y peso.

Tabla 20. Tabla completa de resultados (1/3)

Identificativo Datos delraton
Fecha ;:;2;;2::0 Cepa Edad (meses) Sexo Peso (g)
25/04 1 C57 10 F 31.56
02/05 2 C57 10 F 31.84
14/05 3 FVB 1.25 F 26.20
15/05 4 FVB 1.25 F 25.80
17/05 5 FVB 1.25 F 26.04
20/05 6 TSICJE 11 M 40.70
21/05 7 TS1CJE 11 M 41.81
21/05 8 TSICJE 11 M 4421
04/06 9 FVB 7 M 32.56
05/06 10 FVB 7 M 31.00
07/06 11 FVB 7 M 30.41
12/06 12 FVB 7.25 M 28.07
13/06 13 FVB 7.25 M 38.00
14/06 14 FVB 7.25 M 31.17
17/06 15 CD-1 8 M 41.44
02/07 16 C57-C3H 11 M 31.50
03/07 17 C57-C3H 11 M 29.46
05/07 18 C57-C3H 11 M 36.64
05/07 19 CD-1 8.5 M 40.35
14/07 20 FVB 2 M 25.70
17/07 21 CD-1 10 M 48.64
17/07 22 CD-1 10 M 48.64
17/07 23 CD-1 10 M 41.30
19/07 24 FVB 2 M 19.50
21/07 25 BEIGE 2.25 F 19.17
23/07 26 BEIGE 2.25 F 20.86
24/07 27 BEIGE 2.25 F 20.08
30/07 28 BEIGE 2.5 F 19.22
05/08 29 CD-1 11 M 54.28
06/08 30 BEIGE 3 M 20.23
06/08 31 CD-1 11 M 44.22
06/08 32 BEIGE 3 F 18.66
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Los datos de la cirugia y el experimento de Langendorff se presentan en la tabla siguiente. Se
incluye una breve descripcion de algunos experimentos resaltados en negrita al final de las tres tabhs.

Tabla 21. Tabla completa de resultados (2/3)

Identificativo Datos del Langendorff
Fecha Nﬁmfaro de D(?sis CaPulaci(’)n Perfusion Latido
experimento  Heparina (UI) (tiempo)

25/04 1 0 60 Si No
02/05 2 0 60 Si No
14/05 3 0 60 No No
15/05 4 0 50 No No
17/05 5 0 45 Si No
20/05 6 0 30 Si No
21/05 7 0 7’30 Si No
21/05 8 0 11’07 Si Si
04/06 9 4 840 Si Si
05/06 10 4 13’59 Si Si
07/06 11 4 10° Si No
12/06 12 4 18 Si No
13/06 13 4 7 Si No
14/06 14 4 13’57 Si No
17/06 15 10 8 Si Si
02/07 16 12 5157 Si Si
03/07 17 12 1’55 Si Si
05/07 18 12 5’45 Si Si
05/07 19 12 430 Si No
14/07 20 8 - - -
17/07 21 12 2’30 Si Si
17/07 22 12 - - -
17/07 23 20 6’ Si Si
19/07 24 12 3’55 Si Si
21/07 25 9 - - -
23/07 26 9 - - -
24/07 27 18 - - -
30/07 28 18 - - -
05/08 29 15 2’50 Si Si
06/08 30 15 - - -
06/08 31 15 410 Si Si
06/08 32 12 - - -
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Y finalmente, los datos de vitrificacion de equilibrio para cada experimento. No se incluye el
DMSO retenido, pues esto se encuentra en el apartado de resultados obtenidos de CT.

Tabla 22. Tabla completa de resultados (3/3)

Identificativo Datos de vitrificacion de equilibrio

Fecha Nﬁmfero de Organo  Vitrificacion ~ Cristalizacion ~Almacenamiento
expermento

25/04 1 - - - -
02/05 2 - - - -
14/05 3 - - - -
15/05 4 - - - -
17/05 5 - - - -
20/05 6 - - - -
21/05 7 - - - -
21/05 8 - - - -
04/06 9 - - - -
05/06 10 - - - -
07/06 11 - - - -
12/06 12 - - - -
13/06 13 Corazdn Si Si —27°C
14/06 14 - - - -
17/06 15 Corazdn Si Si —27°C
02/07 16 Corazon Si No —27°C
03/07 17 Corazdn Si No —27°C
05/07 18 - - - -
05/07 19 - - - -
14/07 20 T. Nerv. Si No —196°C
17/07 21 Corazdn No - —196°C
17/07 22 T. Nerv. No - —196°C
17/07 23 Corazon Si No —27°C
19/07 24 Corazon Si No —196°C
21/07 25 - - - -
23/07 26 - - - -
24/07 27 T. Nerv. Si Si —196°C
30/07 28 T. Nerv. Si No —196°C
05/08 29 Corazon Si No —196°C
06/08 30 T. Nerv. Si No —196°C
06/08 31 Corazon Si No —196°C
06/08 32 T. Nerv. Si No —196°C
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Anotaciones sobre los experimentos (siguiendo el codigo identificativo de cada experimento):

O

O O O O O

Experimentos 1 —7: Toma de contactos y practica inicial con la cirugia y el proceso de
canulacion. Esta fase dur6 aproximadamente un mes, en el cual se compaginaban experimentos
practicos con sesiones teoricas y aprendizaje propio de las técnicas.

Experimento 8: Habiendo reducido eltiempo de canulacion,y conmejoras en la praxis quirtrgica,
se obtiene el primer latido en el laboratorio. Latidos auriculares débiles durante 20 segundos.
Experimento 9: Latidos débiles durante 20 segundos, pero continuados. Durante la congelacion,
la bomba de Tyrode’s dejo de funcionar, invalidando la perfusion.

Experimento 10: Latidos auriculares continuados durante 35 segundos. Posible coagulo en las
coronarias.

Experimento 11: Latidos auriculares leves. Canulacion poco exitosa (perforacion del septo
ventricular)

Experimento 12: Errores sobre protocolo. Canulacion infructuosa.

Experimento 13: Problemas con la perfusion Langendorff. Se adopta definitivamente la bomba
Harvard para futuros experimentos. Problemas con la perfusion de DMSO. Cristalizacion por
ausencia de ACP.

Experimento 14: Errores sobre protocolo. Corazon excesivamente graso, dificil canulacion.
Experimento 15: Espasmos ventriculares con latido auricular sostenido. La canulacion se hizo por
uno de los vasos ramificados del arco.

Experimento 16: Latidos completos durante mas de 10 minutos, tanto en suspension como dentro
del recipiente de perfusion Langendorft.

Experimento 17: Latidos vigorosos de corazon completo, mas poderosos que en el experimento
anterior. Se fueron mitigando poco a poco dado que el aparato calefactor no estaba funcionando.
Al solucionar este error, el corazon volvio a latir a buen ritmo.

Experimento 18: Latidos de corazon completo durante 5 minutos, tras los cuales el corazon se
desprende de la aguja. Es vuelto a canular, aunque se descarta su supervivencia.

Experimento 19: Problemas con el agarre de la aorta a la canula. No se aprecian latidos dado el
fallo de canulacion. Se cambia a un hilo de sutura mas grueso.

Experimento 20: Primera prueba con tejido nervioso central. Avance lento y con ligeros
contratiempos, pero en general provechoso.

Experimento 21: Control (no perfundido) el corazon. No exanguinado.

Experimento 22: Control (no perfundido) el 6rgano nervioso central. No exanguinado.
Experimento 23: Latidos muy enérgicos. Dos minutos completos a alta frecuencia y con gran
poder. Vitrificacion de equilibrio inmediata tras la exanguinacion por latido.

Experimento 24: Latido enérgico. Se practica electrocardiografia exitosa sobre la muestra.
Experimento de vitrificacion de equilibrio con éxito.

Experimento 25: Prueba no exitosa con tejido nervioso central.

Experimento 26: Prueba no exitosa con tejido nervioso central.

Experimento 27: Cristalizacion del tejido al término de la vitrificacion de equilibrio.
Experimento 28: Vitrificacion de equilibrio en ausencia de cristales, pero mal exanguinado.
Experimento 29: Canulaciénen 30°’, pero se desprendio de la canula. Se volvio a canular. Latidos
muy enérgicos y prolongados. Sin cristalizacion al término del experimento de congelacion.
Experimento 30: Sin detalles importantes.

Experimento 31: Latidos enérgicos y prolongados. Sin detalles sobre congelacion.

Experimento 32: Exanguinacion completa del cuerpo. Sin cristalizacion al término de la
congelacion.
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3.2 Sobre el Experimento 1: perfusion aislada Langendorff

3.2.1 Sobre la cirugia

La cirugia — desde la administracion de la heparina (previo célculo de dosis) hasta la
canulacion — era un paso necesario para una realizacion exitosa de todos los experimentos. Al no
disponer ninguno de los integrantes del equipo de la experiencia en esta materia, fue crucial seguir los
consejos de profesionales experimentados en ello, junto con un proceso de autoaprendizaje y practica
en paralelo.

La necesidad de heparinizar a los ratones antes de la cirugia se hacia patente conforme se
avanzaba en el experimento de perfusion Langedorff. Esta dosis fue calculada por una estimacion
relativa al cuerpo humano, y se fue administrando en creciente cantidad hasta alcanzar una doss que
mostrara cambios visibles en la coagulacion de la sangre y el drenado de las arterias coronarias.

La canulacion, tanto la técnica como el material necesitado para ella, se fue perfeccionando
con cada experimento. Se puede apreciar en la siguiente figura la curva que muestra este progreso. Se
han trazado, por valor ilustrativo, dos umbrales. Uno representa el umbral tras el cual no se puede
esperar supervivencia del corazon ex-vivo. Este umbral habitualmente es mas bajo, no superando los
3 minutos, pero la canulacion sobre hielo implica un metabolismo mas lento y por tanto una mayor
horquilla para la canulacion.
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69. Evolucion del tiempo de canulacion.

La canulacion rapida implica un ratio menor de células muertas por isquemia, lo que afecta
positivamente a la calidad de los latidos y la integridad funcional del musculo. Se mejora también la
capacidad de drenado de sangre del corazon, facilitando la perfusion con ACP posteriormente.
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3.2.2 Sobre los latidos

No se obtuvieron latidos (ni siquiera parciales o auriculares) hasta el octavo ensayo del
experimento de Langendorff. Se aprecia como la presencia de este latido esta directamente vinculhda
a la calidad de la canulacion (una canulacion no aortica excita el ventriculo derecho o las auriculas,
perforacion del septo ventricular genera arritmias, la perforacion del pericardio afecta ligeramente a b
potencia de los latidos, etc) pero también por la presencia de heparina, y en qué dosis. Tanto es asi,
que se puede observar una tendencia ligeramente ascendente en esta relacion:
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70. Calidad del latido frente a dosis de heparina.

La calidad del latido es una valoracion subjetiva de lo observado en el laboratorio. Se califica
conun 0 la ausencia de latidos, 1 si el latido es exclusivamente auricular, 2 silos latidos son de corazon
completo, pero no al maximo ritmo observado en comparacion, por ejemplo, con los corazones
latiendo in-vivo durante la cirugia toracica,y 3 es un latido continuado, de corazon completo, y con
vigor.

El tiempo de canulacion, como se ha comentado, también tiene un efecto directo sobre la
calidad de los latidos. De los 23 experimentos en los que se realizd perfusion retrogada aislada, se
apreciaban latidos en 12. Salvo errores sobre protocolo o incidencias posteriores, los latidos se solian
producir con los tiempos de canulacion mas breves, mejorando su calidad en razon directa con b
brevedad de esta técnica. Esto se puede apreciar en la siguiente Figura.

Como es de esperar, no se observan latidos con tiempos de canulacion superiores a los 15
minutos. Con una canulacion de 5 minutos o menos, se pueden obtener latidos de diferente vigor y
frecuencia en funcion de la bonanza de la canulacion y acople al sistema Langendorff.
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Relacion Tiempo de canulacion - latido
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71. Evolucion de la calidd del latido segun el tiempo de canulacion.

Otro aspecto interesante es la obtencion de la biosefial cardiaca con el sistema de
electrocardiografia. Esto se describe en detalle a continuacion. Con el corazén suspendido bajo la
aguja de perfusion y sumergido en Tyrode’s, latiendo, se hubieron de colocar los electrodos de forma
que establezcan contacto con auricula y ventriculo de forma simultanea, sin estorbar al corazon ni sus
latidos, y tratando de no perforar la pared muscular pues posteriormente se haria slow freezing del
tejido.

Haciendo uso del mismo instrumental que para los experimentos de perfusion aislada y con
los programas de analisis desarrollados en Python, Arduino y Matlab, y con el montaje que sigue:

%

72. Diagrama de toma de datos para ECG ex vivo.
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Al haberse comprobado que la calidad de los electrodos del fabricante no distaba mucho de
unos electrodos improvisados con cables de punta de acero, se procedi6 con los tltimos al ser mas
sencillo de nstrumentar el corazon con ellos. Fueron colocados tres electrodos, uno en la auricul
izquierda, otro en el ventriculo izquierdo y otro en la auricula derecha.

Se tom6 una secuencia de 20 segundos de ECG, de la cual se pudo extraerun intervalo de 6
segundos donde la actividad cardiaca es mas clara y hay ausencia de ruido — artefactos que alteren b
biosefial. Aun siendo esto asi, se apreciaba una componente de baja frecuencia propia de los aparatos
para el experimento de Langendorff. Se disefié un filtro y se trabajo con la sefial hasta que pudieron
obtenerse los siguientes resultados:
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73. Filtro de paso alta para obtener la sefial sin la componente de baja frecuencia.

Tabla 23. Datos del ratén en el experimento.

Especie Identificativo Sexo Peso (g) Edad (meses)

mus musculus FVB Macho 19.50 2

Tabla 24. Datos de electrocardiografia.

Frecuencia cardiaca (ppm)  IntervaloRR (s)  Magnitud pico R (mV)
252.1008 + 12 0.24 0.04

Y las gréaficas obtenidas, las siguientes:

100



ECG de FVB ex vivo
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74. Electrocardiografia ex-vivo de mus musculus en perfusion Langendorff.

Con estos datos, se puede trazar una comparativa con los valores de electrocardiografia de
ratones in-vivo de los que se dispone. La perfusion Langendorff que se esta realizando ofrece una
calidad de latido ex-vivo equivalente a la que se obtendria in-vivo con una dosis de anestesia. Esta
dosis se puede estimar conociendo la frecuencia cardiaca de los sujetos ya analizados, y la proporcion
en microlitros por gramo de anestesia para un raton.

Efecto de la anestesia y latidos en Langendorff
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75. Recta TBE (2%) - latidos para mus musculus.
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Como cabia esperar, las parejas de puntos (dosis de anestesia / peso del animal, frecuencia
cardiaca) caen en una recta con pendiente negativa (a mayor dosis, menor frecuencia cardiaca). Se
afade la medicion aislada para sopesar a qué dosis de anestesia equivaldria nuestro experimento ex-

vivo. Esto es importante para conocer como es metabolismo en estos niveles reducidos y cual serd el
comportamiento que cabe esperar de los tejidos en €l.

3.3 Sobre los Experimentos 2 y 3: equilibrium vitrification
3.3.1 Seguimiento de las curvas

Se comprueba pese a las dificultades un seguimiento de las curvas propuestas por Fahy,
contraidas, demostrando que los aparatos disefiados para los experimentos cumplen su funcioén con un
error aceptable dentro de la escala de trabajo. Se muestran a continuacion dos figuras, referentes a los
dos experimentos de vitrificacion de equilibrio. En negro se encuentra el perfil propuesto por Fahy y
adaptado a nuestro intervalo experimentalde 1 hora. A color, las diversas mediciones correspondientes
a la validacion de los experimentos.
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76. Curvas temperatura - concentracion para el Experiento 2: corazon.

Se aprecia como en el canal 2 (dentro del criovial) se tarda un poco mas en alcanzar h
temperatura objetivo. Las pendientes de las rampas de temperatura son menos pronunciadas dada b
dificultad con la que el BioCool seguia estas rampas, teniendo en cuenta la cantidad de fallas con ks
que se lidi6. Aun asi, se observa un tiempo total bastante bueno y un seguimiento satisactorio (ks
curvas verde y azul de temperatura muestran la temperatura en la camara del BioCool).
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77. Curvas temperatura — concentracion para el Experimento 3: tejido nervioso central.

El salto de temperatura en el canal 2 (el termopar que lee la temperatura craneal) se observo
en todos los ensayos de este experimento. Se postula una teoria referente a la temperatura del craneo
con la cavidad bucal llena de etanoly la temperatura del DMSO, mas calida. Alromperse la barrera
hematoencefalica dada la presion del DMSO siendo perfundido, el DMSO fluye desde el craneo en
direccion al aparato respiratorio, entrando en contacto asi con el termopar. Este detecta el nuevo fluido
a una temperatura mas elevada, por lo que registra un escalon que con el tiempo va suavizandose. Esto
implicaria una baja absorcion de DMSO en el tejido nervioso central, asi como la necesidad de
perfundir con crioprotector a menor temperatura, ya sea con métodos de refrigeracion del deposito o
del propio perfusato dentro del tubo de perfusion, a la entrada de la aguja.

También se observa que la temperatura del canal 2 es ligeramente superior a la de los otros
canales en las rampas de bajada. Esto se debe a que la materia en contacto con la punta del termopar
actua como aislante térmico del exterior, tardando un poco mas en alcanzar la temperatura del resto
de la camara. Elinterior del craneo no es un entorno isotérmico, como si lo es el resto de la camara,
asique elnuevo fluido frio que llega tarda un tiempo en enfriar la cavidad bucal y craneal, a diferencia
de lo que pasa con el etanol dentro de la camara y en constante movimiento.

Se acepta la curva de perfusion de corazon, y se proponen nuevas mejoras para la curva de
perfusion de tejido nervioso. Se habran de explorar nuevos métodos de enfriamiento craneal y del
perfusato sin que esto afecte a sus propiedades fisicas (el DMSO cristaliza por congelacion a 19°C si
estd en una pureza elevada (superior al 99%). Esto impide enfriar el deposito de DMSO puro, por lo
que se abordaran otras soluciones para la problematica de la temperatura del ACP
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3.2.1 Resultados tomografia computarizada

El método preferido de andlisis de absorcion de DMSO es la tomografha
computarizada. El personal del Centro Nacional de Aceleradores analizo las muestras almacenadas, o
bien en el congelador a —27°C, 0 bien en N; () a —196°C, en su CT animal in-vivo. Esto se hizo en
dos sesiones de tomografia y dos sesiones de analisis, comportando los dias 31/07, 01/08 y 07/08.

En total se tenian 12 muestras biologicas, 7 corazones y 4 cerebros en la primera sesion, y 4
muestras biologicas en la segunda: 2 y 2. La lista de codigos de las muestras es la siguiente:

Tabla 25. Distribucion de muestras para andlisis.

Corazon Tejido nervioso central
Sesion iy Fecha Almacenamiento Vial Fecha Almacenamiento

1 2 13/06 —27°C 2 14/07 —196°C

3 17/06 —27°C 3 17/07 Control —196°C

4 02/07 —27°C 4 24/07 —196°C

5 03/07 —27°C 5 30/07 —196°C

6 17/07 Control —196°C

7 17/07 —27°C

8 19/07 —196°C
2 4 05/08 —196°C 6 06/08 —196°C

5 06/08 —196°C 7 06/08 —196°C

Se trasladaron las muestras en una caja termoaislante con hielo las que estaban almacenadas en
congelador, y en la cantara de nitrogeno liquido las almacenadas en N, ;). Una vez en el CNA, se
descongelaron todas las muestras en un bafio de agua caliente y se procedi6 a colocarlas en dos racks
de espuma en un orden especifico. Los racks de espuma son ideales para colocar eppendorfs o
crioviales en el TAC porque en su mayoria es aire, y por tanto no interfiere en el contraste de
densidades del TAC. Los huecos de colocacion de los viales se hicieron en el laboratorio perforando
con un soldador.

78. Rack para crioviales (imagen con recipientes vacios de ejemplo)

104



3.2.1.1 Unidades HU

Las unidades que se utilizan en el TAC (Tomografia Axial Computerizada) son las
Ilamadas Unidades Hounsfield (HU) para describirlos diferentesniveles de radiodensidad de los
tejidos humanos.

La escala de Unidades Hounsfield es el resultado de la transformacidn de la escala de
coeficientes deatenuacioén lineal de rayos X en unanueva escalaen la cual el valor de atenuacién
delaguadestiladaen CondicionesNormales de Presiény Temperatura (CNPT) se definecomo 0
unidades de Hounsfield (HU), mientras que la radiodensidad del aire en Condiciones Normales
de Presiény Temperatura (CNPT) se definecomo -1000 HU, extendiéndose mas alla de las 1000
HU asignadas al nivel de absorcién del hueso compacto.

El coeficiente de atenuacién de los rayos X expresado en Unidades Hounsfield paralos
diferentestejidos vivosu otros materiales sometidos a un examen tomografico de rayos X viene
dado porla siguiente formula:

HU = 1000 - Mt ~ Hagua
Hagua

Donde g4y €s el coeficientede atenuacion lineal delaguadestiladay ., el coefidente
de atenuaciénlinead del tejido o material de interés. Adicionalmente, se pueden usar unidades
RAW (‘crudas’). (Albiol Tortosa, 2019)

79. NanoSPECT/CT para muestras bioldgicas de experimentacion animal.

Los racks se separaron por concepto. E1Rack 1 contiene los viales con diluciones de DMSO
en PBS en concentracion ascendente, junto con la muestra de agua mili Q necesaria como fondo de
escala en cada medida. Este Rack 1 sirvio como calibracion de los valores de DMSO, a modo de
establecer una comparativa con los valores que se obtendrian de los tejidos. Los Racks 2, 3 y 4
contienen las muestras tisulares organizadas (Rack 2: corazonesdia 31, Rack 3:tejido nervioso central
dia 31, Rack 4: mixto de tejidos, dia 7). La disposicion fue la siguiente.
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82. Rack tejido nervioso central dia 31.
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83. Rack 4: mixto de tejidos, dia 7.

3.2.1.2 CALIBRACIONDELCT

Se hizo un TAC delRack 1 con el fin de obtener los valores RAW y HU de las disoluciones
de DMSO a diferentes concentraciones. Esto sirve para establecer una recta, cuya ecuacion dictard
concentracion de DMSO de los tejidos que se analicen posteriormente basado en los valores RAW y
HU obtenidos en el TAC. Al haber habido dos sesiones de andlisis, existen mas de una recta de
calibracion. En la practica, existen rectas de calibracion tanto en HU como en RAW, mostrando la
relacion de ambos valores con el DMSO. Se apreciara que las rectas de calibracion de los dias 31/07
y 07/08 sondiferentes; esto es comprensible dentro delrango de variabilidad de resultados de la propia
maquina.

Con una resolucion de 200 micras, se pudieron obtener las siguientes imagenes de los
crioviales. Se aprecia el dominio delrojo en altas concentraciones, indicando la presencia de DMSO.

84. Muestras recalentadas y organizadas por racks.
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85. Imdgenes calibracion. Arriba: dia 31/07. Abajo: dia 07/08.
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Tabla 26. Valores HU y RAW para rack de calibracion (Sesion 1)

DMSO concentration ~RAW density SDraw HU density % DMSO
PBS 1,218568 0,036728 65,61682 0

H20 1,143533 0,040348 0 0

DMSO 20% 1,606948 0,063962 405,2485 24.9703
DMSO 40% 1,872771 0,104132 637,7061 43.4521
DMS0 60% 2,131525 0,11784 863,9821 61.4423
DMSO 80% 2,443992 0,163853 1137,229 83.1671
DMSO 100% 2,603202 0,173903 1276,456 94.2364

Tabla 27. Valores HU y RAW para rack de calibracion (Sesion 2)

DMSO concentration  RAW density SDraw HUdensity % DMSO
PBS 1,17307 0,036728 0 0

H20 1,180366 0,040348 0 0

DMSO0 20% 1,488634 0,063962 261.1631 23.7909
DMSO0 40% 1,655527 0,104132 402.5540 39.0719
DMS0 60% 1.923083 0,11784 629.2260 63.5698
DMSO 80% 2,131571 0,163853 805.8560 82.6593
DMSO 100% 2,270117 0,173903 923.2314 95.3448

De la primera sesion, se obtienen las rectas de calibracion:

HU density (H20) +/- SD (Sesion 1)
1500

1000

y=1257.8"%+91.211

HU density

500

D 1o 1 1
0.2 0 02 0.4 0.6 0.8 1 12

DMSO content, x [0...1]

86. Calibracion HU con fondo de escalaen H20 mili Q, dia 31/07
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87. Calibracién HU con fondo de escala en PBS, dia 31/07

RAW density +/- SD (Sesion 1)

¥ =14383"%x+1.2478
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DMSO content, x [0...1]

88. Calibracion RAW con fondo de escalaen H20 mili Q, dia 31/07

Dado que HU requiere una conversion que afiade error a las medidas, se usara la calibracion

RAW para calcular el valor DMSO con menor margen de error. Es recomendable usar como fondo
de escala el PBS, aunque en caso de que los valores RAW del PBS y el H20 sean cercanos se

recomienda usar el H20.
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De la segunda sesion se obtienen las calibraciones:

HU density (H20) +/- SD (Sesién 2)
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89. Calibracion HU con fondo de escala en H20 mili Q, dia 07/08

RAW density +/- SD (Sesion 2)
257

[
T

y == 1.0922"x+1 2288

RAW density

=
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90. Calibracion RAW con fondo de escalaen H20 mili Q, dia 07/08.

Se observa que las calibraciones dan un resultado de las diluciones en porcentaje de DMSO

con un error no superior al 6% en DMSO.
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3.21.3 Imagenesde los analisis

De los corazones, se obtuvieron los siguientes valores graficos (posteriormente se hara un
calculo del DMSO). Se ofrecen las imagenes directas del TAC de ambas sesiones junto con un
histograma de valores RAW

Rack 2,31/07: corazones

91. Secuencia completa Rack 2: corazones 31/07.

La secuencia muestra los valores RAW como valores de color. Para calcular la cantidad de
DMSO en eltejido, era necesario delimitar un VOI, o volume of interest, que nos permita calcular
media del valor RAW de dicho volumen y asi obtener el promedio de DMSO en eltejido completo.
Es importante notar que este valor es una meda, por lo que el VOI ha de ser preciso, y ademas los
valores puntuales de DMSO por region se apreciardn en exclusiva en la imagen como diferentes
coloraciones. Siguiendo una equivalencia con la calibracion, el valor en RAW de 1.16 se corresponde
con el H20 mili Q (verde en la escala) y un 100% de DMSO es del orden de 2.4 en RAW (rojoen b
escala).

Siguiendo el orden establecido en el Rack, de derecha a izquierda se observan: H20 mili Q,
corazdn dia 13/06 perfundido sin ACP, s6lo exanguinado, corazon dia 17/06 perfundido sin ACP, sébo
lavado, corazon dia 02/07 perfundido con ACP, corazon 03/07 perfundido con ACP, corazén 17/07
perfundido con ACP, corazon 17/07 controlno perfundido ni exanguinado y corazon 19/07 perfundido
con ACP.

Los corazones perfundidos sin ACP y s6lo exanguinados apenas se distinguen del resto del
medio, al ser homogéneamente perfundido con PBS y estar sumergido en ese medio. Los corazones
perfundidos con ACP muestran variabilidad de retencion, siendo el del dia 17/07 el que presenta un
valor mas alto RAW tanto dentro como fuera (se rellend el eppendorf con DMSO al 70% al terminar
el experimento). Los corazones almacenados en nitrogeno liquido son mas faciles de valorar. El
control como cabe esperar no posee ACP. El del dia 19/07 presenta un alto contenido de DMSO
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retenido en los tejidos. Es también este corazon el que latid con vigor y continuidad y del que se
dispone un ECG.

93. Detalle de los corazones en medio DMSO+PBS.

En esta figura se aprecia una mayor concentracion de DMSO en el exterior que en el interior.
Se midi6 la cantidad de DMSO dentro del criovial al término de la perfusion, y se estim6 el DMSO
retenido en el tejido en funcion de lo que deberia ser. Se aprecian regiones dentro del corazon con
tonalidad mas oscura, donde el DMSO habia comenzado a penetrar, pero el tiempo fue insuficiente.
Esto fue una fuente de error que llevo a afiadir DMSO a demasiada concentracion en el exterior.
También es importante destacar que estos corazones se analizaron después de un recalentaminento,
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por lo que parte del DMSO fue exudado por el tejido al medio exterior, como se puede observar en el
corazon izquierdo de la figura de corazones almacenados a —196°C.

Rack 3,31/07: tejido nervioso central.

94. Secuencia completa Rack 3: 31/07.

La perfusion de tejido nervioso central presenta una problematica que ya se coment6 en lo
referente a la barrera hematoencefalica y la capacidad penetrante del crioprotector. La permeabilidad
del DMSO, pese a ser alta y mas alta que la del glicerol, usado en experimentos anteriores de
criopreservacion de este drgano, podia no ser suficiente para el tejido en cuestion.

Se observa este fenomeno en el bajo porcentaje de DMSO retenido en el tejido. La muestra
del dia 14/07 es la que presenta un mayor porcentaje global de DMSO retenido (segunda por la
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derecha), mientras que las muestras 4y 5 por la derecha presentan un porcentaje mucho menor. Se
observa también que en la cuarta muestra hay una region en la zona superior del cortex, aquella donde
entra en contacto con la arteria basilar, es la que presenta un mayor porcentaje de DMSO retenido,
apareciendo este en muy alta concentracion en dicha zona.

95. Detalle de tejido nervioso central: control (izq.) y dia 24/06 (dch.).

El control no se encuentra correctamente exanguinado, pues se realizo la cirugia craneal justo
tras elsacrificio delanimal, sin dar lugar alpinchado ventricular y a la perfusion con solucion Tyrode’s
para lavar la sangre. Fue inmediatamente almacenado, y la sangre se congel6 en los capilares. Tras el
recalentamiento, la sangre fluy6 hacia fuera de los vasos y se retuvo dentro del criovial, Es por ello
por lo que aparece como una masaamorfaen elfondo de éste. Elorgano de la derecha aparece volteado
en la imagen, correspondiendo la zona cortical con el borde derecho e inferior del 6rgano. Se aprecia
un segmento de menor concentracion de DMSO en lo que segun la orientacion corresponderia al
talamo.
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Rack 4, 07/08: mixto tejido nervioso central y corazon

96. Secuencia completa Rack 4: mixto de tejidos.

De derecha a izquierda: vial con PBS, vial con H20 mili Q, vial con DMSO al40% en PBS,
corazon 05/08 perfundido con ACP, corazon 06/08 perfundido con ACP, tejido nervioso 06/08 (1)
perfundido con ACP y tejido nervioso 06/08 (2) perfundido con ACP. De nuevo se aprecian tonos
mas rojizos en las muestras de corazon que en tejido nervioso central. En el caso de los corazones el
recalentamiento supone en una exudacion de parte del DMSO retenido en los tejidos.

A continuacion, se muestran los histogramas de valores RAW volumétricos segun la
delimitacién del VOI. Se aprecia que las muestras mas homogéneas presentan una curva en forma de
campana de Gauss, mientras que aquellas con picos de DMSO o zonas con ausencia de éste presentan
un sesgo estadistico considerable.

116



Histogramas ordenados: calibraciones 31/07 y 07/08, corazones Rack 2, tejido nervioso
central Rack 3 y mixto de tejidos Rack 4. Se ofrece la media de los valores RAW junto con el
histograma.

PBS 31/07, centradoen 1.22 H20 mili Q 31/07, centradoen 1.14
DMSO 20% 31/07, centrado en 1.60 DMSO 40% 31/07, centrado en 1.81, sesgo
DMSO 60% 31/07, centrado en 2.05, sesgo DMSO 80% 31/07, centrado en 2.36, sesgo

DMSO 99.7% 31/07, centrado en 2.62 H20 mili Q 07/08, centradaen 1.18

PBS 07/08, centradoen 1.17 DMSO 20% 07/08, centrado en 1.48

VANIANS

117



DMSO 40% 07/08, centrado en 1.65 DMSO 60% 07/08, centrado en 1.92
DMSO 80% 07/08, centrado en 2.12 DMSO 100% 07/08, centrado en 2.30

Rack 2: corazones

Corazon 14/06, pico en 1.21 Corazon 17/06, pico en 1.20
Corazon 02/07, pico en 1.60 Corazon 03/07, pico en 1.40

VANEPIN

Corazon 17/07 (1), centrado en 1.88, sesgo Corazon 17/07 (2), centrado en 1.42, sesgo
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Corazon 19/07, centrado en 2.36, sesgo

Rack 3: tejido nervioso central

T. Nerv. 14/07, centrado en 1.73 T. Nerv 17/07, centrado en 1.44

T. Nerv. 24/07, centrado en 1.50 T. Nerv. 30/07, centrado en 1.53

Rack 4: mixto de tejidos

Corazon 05/08, centrado en (desconocido) Corazon 06/08, centrado en

T. Nerv. 06/08 (1), centrado en 1.48 T. Nerv. 06/08 (2), centrado en 1.60, sesgo
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Se obtuvieron los siguientes valores de DMSO con las calibraciones, analizando los datos RAW:

Tabla 28. Cantidad de DMSO retenido. (100% supone una molaridad de 12, 0% de 0)

Corazon Tejido nervioso central
Sesion  yVial  Fecha % DMSO Vial  Fecha % DMSO

1 2 13/06 0 2 14/07 28.235+5.3123
3 17/06 0 3 17/07 2.866 + 0.1833
4 02/07 17.554 £ 2.9133 4 24/07 11.023 + 1.3401
5 03/07 8.006 + 1.0003 5 30/07 10.659+ 1.3033
6 17/07 43.511+ 6.2355 -
7 17/07 5.036 £ 0.4255 -
8 19/07 70.599 +12.5232 -

2 4 05/08 85.862 +14.9128 6 06/08 19.104 + 5.8812
5 06/08 54.212 +9.1847 7 06/08 41.008 + 6.1622

Con estos datos de DMSO se puede establecer una relacion con otras variables del
experimento, para notar los aspectos mas influyentes de cada ensayo con la cantidad de DMSO
retenido.

Retencion de DMSO - contraste de 6rganos

100 | @ Corazon
#  Tejido nervioso central
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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97. Retencion de DMSO en ambos 6rganos.
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Lo primero que se observa es que la capacidad de absorcion y retencion de DMSO en tejido
nervioso central es bastante menor que en corazon. La media de DMSO retenido en los experimentos
de corazon que sifueron perfundidos con ACP (viales 4 — 8 de la sesion 1,y viales 4 y 5 de la sesion
2) es de 40.68% del total puro, mientras que en tejido nervioso central (todos los viales) cac a 18.82%
del total puro. Los mejores picos de retencion se observan en corazones.

Retencion de DMSO segiin tiempo de canulacidon
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98. Retencion de DMSO segun tiempo de canulacion en corazones.

Para corazones, se puede observar como afecta el tiempo de canulacion a la retencion de
DMSO. Los valores mas altos de DMSO se encuentran en tiempos de canulacion bajos,
aproximandose el porcentaje a cero conforme el tiempo de canulacién aumenta. Esto se debe a b
muerte tisular por isquemia, en funcion de cuanto tiempo esta el corazon ausente de oxigeno. A mayor
tiempo de canulacion, mayor numero de células que muereny peor se hace la perfusion. La curva
tampoco presenta su maximo en el menor tiempo de canulacion. Esto se puede deber a que
canulaciones muy rapidas podrian implicar errores que afecten a donde se perfunde con crioprotector
por las arterias coronarias.

En tejido nervioso central, es importante una buena exanguinacion del cuerpo completo del
animal. La adicion de heparina ayuda a evitar coagulos de sangre en los capilares, pero no impide que
a la larga y durante el experimento a bajas temperaturas esos coagulos aparezcan y entorpezcan b
llegada del DMSO a las zonas de interés. Los ensayos 1y 6 de tejido nervioso central sisupusieron
una exanguinacion total garantizada del cuerpo del raton, pues en la cirugia craneal no se apreciaban
trazas hematicas en el tejido proximo a las cervicales y la nuca. En los ensayos 2 — 5 de este
experimento si se observaron algunos restos de sangre en proceso de cristalizacion, indicando una
mala heparinizacion y exanguinacion.
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3.3.2 Inspeccion tisular

Como detalle adicional, se ofrecen imagenes de microscopia dptica de una porcion tisular
expulsada por uno de los corazones tras la perfusion. Al no haber cristalizado esta muestra, se hizo
una inspeccion con microscopio de aumento entre x4 y x100, previo aumento x16 en el optico.

99. x4 (arriba izq.), x10 (arriba dch.), x40 (abajo izq.), x100 (abajo dch.)

La observacion, con eltejido aun frio, no arrojaba indicios de cristales a ninguna de las escahs
observadas. Se comprobd que el tejido estaba inmerso en una gota del perfusato a la misma
concentracion que el resto del perfusato en el vial.
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4 CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

La componente fisiologica y bioldgica de este proyecto es de gran peso, requiriéndose unos
conocimientos en la materia que por motivos obvios no son impartidos en la Escuela Técnica Superior
de Ingenieria. Se requiri6 del estudio y el consejo para comprender los aspectos menos propios de
ingenieria. En la practica, la adquisicion de destreza en la parte quirirgica de los experimentos se
tradujo en la complecion satisfactoria de varios ensayos. Se comentaran algunos aspectos sobre esto.

La correcta identificacion anatomica, por simple que pudiera parecer, es muy importante para
la fase de cirugia. El escaso tiempo de supervivencia del que se dispone no da margen a dudas, y la
identificacion de los organos del animal, sus partes y el trato con los tejidos ha de ser rapido y
automatico. Una correcta identificacion conlleva mayor indice de éxito en la canulacion, sin duda la
fase mas critica del Experimento 1: perfusién Langendorff. El tiempo de canulacion se redujo
notablemente hasta valores por debajo de los 3 minutos en frio, reduciendo la posibilidad de isquemaa.

La heparina es una sustancia que facilita enormemente tanto la fase de cirugia como la fase
de criopreservacion, al evitar la coagulacion de sangre y eliminar posibles trombos que pudieran
aparecer desde el sacrificio hasta la perfusion con crioprotector. Codgulos en el circuito coronario
significa que no se podra hacer una difusion satisfactoria del ACP, especialmente en tejido nervioso
central, ademas de dificultar enormemente el latido del corazon.

En lo referente a los sistemas, los equipos hidraulicos presentaron fugas en la parte que
entraba en contacto con el DMSO dada su accion de ataque a tubos y juntas. Esto se pudo solucionar
con la sustitucion del material por uno mas resistente a este ataque.

El disefio del circuito, asi como la caracterizacion de las bombas y los parametros fluidicos
del circuito (presion, caudal, velocidad del fluido en dos puntos) fue una tarea tan necesaria como
interesante. La necesidad de trabajar dentro de un rango de presiones y caudales (la presion arterial y
el flujo coronario en el caso del corazon) como condiciones de contorno fue determinante a la hora de
escoger la bomba y los puntos de operacion. Asi, se pudo perfundir en el Experimento 1 con éxito
(perfusion a 100 mmHg, caudal de 2.1 mL/min), lo que llevaria a un mayor indice de éxito en el
Experimento 2: equilibrium vitrification de corazon.

Los sistemas térmicos son para los experimentos 2 y 3 la otra parte crucial de los ensayos. Al
requerirse de unos valores de concentracion (proporcionados por el programa de Alvaro Pérez) y de
temperatura especificos en cada instante del tiempo, el control y monitorizacion de esta variable fue
algo fundamental. No sin dificultades, se consigui6 que el BioCool realizara un seguimiento de
temperatura a rampas y mesetas con un error en una horquilla del 10% en tiempo. La reduccion de
este error tiene fuerte dependencia de la bondad del estado del equipo. Se hicieron las reparaciones y
arreglos pertinentes para conseguir un funcionamiento aceptable.

Elsistema electronico para electrocardiografia es un apoyo interesante para estimar la bondad
del Experimento 1. Con datos precisos de la frecuencia cardiaca, combinados con la observacion, se
puede valorar el estado del corazon antes de producirse la criopreservacion. Un corazon mas activo
aprovecha la perfusion Langendorff, queda completamente exanguinado y sus células son
“alimentadas” por medio del perfusato Tyrodes hasta el inicio de la criopreservacion.
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Respecto a la retencion de DMSO, la eleccion de este ACP facilita que se pueda hacer por
tomografia computarizada. Se comprobo que la retencion de DMSO es mas favorable en corazones
con alta actividad durante la perfusion Langendorff'y con un tiempo de canulacion bajo, siendo el
mayor indice de retencion de DMSO de un 80% en pureza con un error del 15%. Para el caso de tejido
nervioso central, la barrera hematoencefalica fue la mayor traba para el experimento. Se comprueba
que el DMSO es capaz de penetrar algunas zonas del cortex superior pero no es difundido mas alla.

Una vez concluidos los experimentos se proponen una serie de mejora para facilitar tanto su
reproduccion como mejorar el indice de éxito, asi como explorar nuevas vias de analisis.

En primer lugar, en lo referente al sistema de perfusion de Alvaro Pérez, se propone pasar b
logica del sistema a un equipo con un SO mas potente que Windows XP (Ortiz Serrano, 2019).
LabVIEW esunprograma potente y la DAQ board usadatiene grandes capacidades de muestreo, pero
el propio equipo resultd dar numerosos problemas (reinicios inesperados en pleno ensayo, pérdida de
datos, dificultad para abrir documentos).

En segundo lugar se propone una forma alternativa de alimentar las bombas peristalticas.
Estas bombas pueden trabajara 10 V' y presentan unas rpm interesantes en este voltaje. Con el voltaj,
se puede aumentar el caudal perfundido, que en corazén puede ser de hasta2 mL/min. En la practica
se trabajaba a 0.40 ml/min. En lugar de alimentar las bombas directamente con las salidas analogicas
de la tarjeta de adquisicion, se propone un circuito con transistor tipo MOS y resistencia de pull-down
en Source (para el tipo N) o en Drain (para el tipo P). Este transistor estaria seria activado en puerta
por la salida de la tarjeta de adquisicion, actuando asi como un interruptor para la corriente que va
desde Vdc (10V) y pasando por el MOS hasta tierra. El motor puede ver una diferencia de potencil
entre Vdc y el transistor, permitiéndole trabajar a tensiones mayores sin estar restringido a los 5V de
la tarjeta de adquisicion.

En tercer lugar, para eliminar la zona muerta de las bombas peristalticas, se propone que la
solucioén de PBS contenta una pequena concentracion de DMSO, suficiente para que en elrango de
tension de 0 a 0.36V (zona muerta) se esté administrando algo de DMSO y no haya una ausencia de
éste por un tiempo prolongado (en la practica, 13”) y evitar un escaléon de concentracion posterior.

Como trabajo futuro propuesto para continuar con este proyecto, se valora la capacidad de
hacer un andlisis de supervivencia mediante los valores de Na/K de las células. La medicion de Sodio
y Potasioenelcitosol da una medida de siesta célula esta viva y trabaja a contragradiente con elmedio
extracelular, o sipor el contrario esta muerta (Albiol, 2019). Esta técnica requiere de unos reactivos y
un entorno de trabajo que abririan las puertas a trabajar en el IBIS. Asimismo, una vez que la
concentracion de DMSO retenida alcanza unos valores constantes entorno al 70% en pureza, se
postula realizar el rewarming o recalentamiento del érgano y probar su supervivencia (por el método
anterior) y por electrocardiografia en el caso del corazon.

Es necesario hacer un estudio mas exhaustivo del tejido nervioso central, a la busqueda de un
ACP con caracteristicas mas favorables para penetrar en el tejido (sustancia liposoluble y no
hidrosoluble y con menor peso molecular). Hasta ese momento, no se espera obtener valores
superiores al 30% en pureza para DMSO, lo que resulta en la muerte de la mayor parte de los tejidos.
Para el analisis de viabilidad no invasivo (considerando Na/K como lo mas invasivo pues requiere del
cortado de rodajas del tejido para su analisis) se propone la construccidn de un circuito de
electroencefalografia.
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ANEXO A: ARTICULO DE G. M. FAHY
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the excepion of the elevaped
perfusion pressore during M2Z
perfusion, are typical of proto-
ool we hawe desrribed forseveral
years M The venous comcen-
tratiom just hefore coolimg the
kidmey to below T, was 95.4%
of the artemal concentration,
and the ahsolute arteriovenous
concentration  difference was
330340 mM. Under the con-
ditions of this perfusion, this

heremtal lirall

vemous concentraticn predices®

vessels, ! heart vabees, * corneas® and similar sinactuses™ that can
all be coolsd amd rewarmed rather rapidly so & oo avoid devi-
rification, are the only maorosoopic simactures that have been
reported o recoreer 2t least in part afier vitrficarion.

Resmarch om vitrificrion of ompans that require immediae
vasoular anasiomosis wpon transplanmiion has been carmed out
primarily on the rabbit kideey %% The rabbit kideey pro-
vides a weeful illustration of the peneral problems of preserving
borh natumd and laboramrey-penermied opan replacemenis. In
thiz anticle, we describe the gpedal problems of vitrfying the kid-
ney and propress made ooward their shstion, induding the first
case of life support after vitrifiction and rewarming.

Resuls

Sarvival of the first larpe solid organ afier vitriiction and
transplantation: a case history. [n lae 2002 and sady 3003, sev-
eral rabbit kidneys wene perfussd with the W22 vitrification solu-
tion,® vitrified and transplant=d® back o their ohginal donors
[axoprafis) with immediate contralateral nephesctomy either to
evaluaie survival or to evaluate short-term blood reflow anly for
the frst several minmes in vive. Mo rabbit marvived when per-
fused with M22 &t 4080 mmHp, but one of two survived after
perfizmion with M22 @ 80 mmHg for 25 min, and the second
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an inner medullary tisase con-
centration that is 92.1% of the
arterial comcentration, which is suficient to permit vitrificarion
on cooling athouph insufficent to peeclude devitrifiotion.®

Figure IR shows the thermal history of the kidney during
ooaling and warming and indicates thai all pans of the trans-
planied kidney wese below T, for about & min, the thermal
nadir being abour -130°C fior the cortex, muter medulla and inner
medulla {(approrimarey 7-B5C below the estimaed T, of the
inner medialla®). The warming mie of the inner medulla from Tﬂ
to 5050 was ahout 153 min, amd dedimed w0 @0/ min from
-60°C i ehe prediceed immer medullary melting poine (T, ) of
<t P Durnimp the removal of M2, the kidney perfused noe-
mally, and durimg transplamiation, the nrine was ot hioody and
the kidmey appearance was rasonable and ssemed to be necover-
ing at dosure.

The animal berame anemic on the fimet postoperative day and
apain om day 10 (Fig, 2A). This symptom was not previously ssen
after coofing o 45 Foranaiely, the anemia sponcansously
resolved afier being succesdully treated, suppesting recovery of
adequate renal production of erythropoistin. Aoste bypericalemiz
developed on days I amd 3 bur was swopessfally controlled.
Theseafier, K7 levels dowly mse umtil reaching 2 stable valoe by
abomt day 32. Serum creatimine peaked ar 14.6 mpidl (Fip. 2B)
on day 4 and them =l to a nadir of 3.3 mpidl on day 24 inde-
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Physical and biological aspects of renal vitrification
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Cryopreservation woukd potestially weiry fach faclicace the inventory oaired and distribucion of hboraery- prodiced
argisd and tisues Ahfsoegh sinple freeming mechods ane efiectie Tor masy sienple Oidees, boartificdl orgiss and com-
i TSl CONITUCTS May b unaccepabdy shened by ce Tormathom aed dissoluthen, Vitrificrthom, in which de lgeids in o
living ayspeim are codweried inhs the glissy Sate ol hovw Demperiiure, provises o potental dtermatie to freezing that can
in principle avwoid ice formation altogecher. The pretent report prosides a briel overvies of the problem of renal siorifica-
tio. ¥We regore hire the demiled case hispory of & rabbit Mdney thar survieed sioifcacion and subsegeent cranaplanca-
o, & cads that demonsorates both the Pomedamental Teasibilicy of comnplex sysvem siorificacken ard che obateckes chat musc
il ke cwvercone, of which che chisl one in the cade of the Kdney i adequune disoridaion of orpoproleciand 0O O renal
mrediille. Medullary egpeliratom cin be sonitored by monitorisg wrineg cohceirdtiond of orpeprolectant, and urine fow
rate correlates with virrification solstion viscosicy and the speed of equilibration. By taking teese factors inhe poooent
and by uaing Bigher perfusion predderes us per the cise of e kidoey that sursived sitrification, it is beoaming poasitde 1o
dedign prowocok for edqulibrating kidneys thal protect sgainst Buth dewitrification and excidive Crpoprolecianl oIty

Introduction

The long-term banking of human copans or their enpinessed
substituies’ for subsequent transplantation is a bonp-souwgh™
and impontane** poal. Given that the full demand for vial
and mon-vital organ replacemems may be over ane million per
vear in the Usited Staves alone, supply chain marapement e
may become more and mose ritical ax the maccess of laboratory
construct creatics increases.” Costemplating the possible davel-
opment of emergency ogan replacements with peneric allog rafis
withowt the availability of cepan hickanking iz a bit like trying
to envision aitempting o distribuce human blood with 2 24-howr
shelf life limitation.

Biobankimg of orpan and tissue replacemenas has nov beem
widely disoused perhaps in pant becuse the technology for
doing this withowr damage o the praft is pot in hand. Althouph
freexing can achieve limited sucoess for some organs, ™" free.
img of the heant, liver or kidmey has not been accomplished with
mhssquent life support funcion followisg cooling to tempera-
turss low enowgh for kanp-term preservation, despite wark oa this
prublem datimg back to the 1950s.% Kidneys and hearts have
been the mosr widely studied orpans, ban meither has been repro-
ducibly recovered after feeezing o temperarures kower than about
HOAC, 2 pridently dise at least im pant o mechanical damage
from ice itself ™™ althouph in the o= of kidneys ai least, spo-
radic survival has sometimes been caimed after freeezing 1o about
-0 i -BOPC P

Sometime ago, one of us {GMF), after witmessing transplasted
dog kidmeys tuming desp blue and passing urime that resembled

Fravcanty pots sl mrline weerw st

whiale bloocd after feeezing 1o caly -30°C with 3 M plycemnl
[unpublished observations using the same methodolosy™ used
for rabbit kidney freezing), propossd 2 way of oooling ogams o
cryngemic temperaiuces withowt inourring the comequences of
ice formation™* This is possible because high concent mtions
of cryoprotective agemts redioce the likefihood amnd the spead of
ice crystal formation, and sufficently high concemtratioms can
prevent ice formation completely, evem ar the bow cooling and
warming rates that are applicable o orpan-siesd objecs.H%
Cooling an ice-fese biolopical symem to 2 low enough tempera-
ture eventually resubs im 2 trnsition from a mobile fluid sae ©
2 moleulardy amested plaemy sate (this cransition being mefemed
i 2= virificaion, or the glass transition). A plass is esentially 2
liquid that camnot flow over most time scles of interest o the
ahserver,™ and a vitrifisd biological system can theoretically be
mneed for virtually any desired lemgth of time due to the entreme
showing of all diffusion-driven chanpe beow the plass transition
temperature’” (T,). “Virification solurions™ are sohions of
rynpentantive apems that are sufficiently concentraed 1o enable
vitrification or winal virrification of a livieg spstem &t the coaol-
ing rates emyployed for that purpose.

Major advances in vitrificatios technology bave recently been
reported “* and it is now possible w virfy entire oopans,® but
o do 5o with fisll recovery of vizbility after tramsplantation is
still difficialt dise im larpe part o devitrification. Devitrification i
ice formation during rewarming, and it arises because ioe nsds,
which form initially only & tempemtures wo low for appreda-
ble crystal provwih, ¥4 encounter temperatures during warming
that maximize ice growth ™ To dae, small ovaries,”** blood

. e
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pendent of diuresis and hydration. [t then dowly rose 2gain untl
reaching an apparently stable value of 6.0-6.4 by day 38.

Clinically, the animal repained normal drinking behavior, a
noemal fecal output score, and 3 noemal urine volume output
scoee by about 1-2 weeks postoperatively, bux food coasump-
tion and to 2 lesser extent water consumption and urine output
declined on balance after day 24. The rabbit lost abowx 18% of its
body weight by the Gfth postoperative day and theseafter main-
tainad this weipht while also maimaining noemal postuse and
behavior other than some shuppishness.

After ensuring that the amimal appeared capable of living
indefinitely using the varifiad kidney as the sole aal sapport,
it was euthanized for histological follow-up ca day 48. lce for-
mation duning warming was not expecied in the cortex bar was
expected to be equivalent to 1-2% of the wotal inper medullary
mass,” so the fate of the renal medulla was of special interest. To
our surprise, examination of an entire renal cross section showed
that medullary damape was essemtially confined to one side of
the kidney, the medullary portion of the peripelvic columns oa
the opposite side displaying remarkably good survival (Fig. 3).
This raises fasanating but still unresolved mechanistic questions
zbout the origin of the cbserved damage, bat indicates that under
the experimental conditions achieved, the delivery of M22 to the
medulla was sufficient to allow survival of considerable medual-
lary mass, inspiring hope that redatively small improvements in
medidlary cryoprotectam delivery might enable full survival of
the renal medulla.

Despite lack of expecied freezing in the renal cortex, consider-
able corical injury was observed as well. This damage manped
from reasomably mild Joss of superficial corticzl tubules (Fig. 4,
1op) 10 predominant Joss of tubules in the cortex coe-
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Figure 2. (A) Charges & blood lewelz of bamoglobn and posxtem
sfier tramplantation of 3 previcusly vitrfied rabbit kidsey and inter-
wantions 8o correct bok was correceed by
ntravencus ghuccas (20 mi of SX dexsrose in 0.45% NaCl) and innubn
0.4 mid of | Udred, IV). Anemis waa corrwctad with 20 sl of whole rabbie
Slood [~ 6-8 miiyg) cn each ccarrmon. Blood levels were measered
Sefore comrective Interventions given on She same duy. [Fb], hemo-
globn coacantration n gk [¥°], potazzum conantraton in megl
(B} Postoperstive creatiune level: 3od durstic tupport history. Lower
trivngles indicats furosemide admintstration (generally 5-10 =g, W or
IM); spper triengles Ddicrin hpdration (penarally 100-200 ml, comimeg
of equad wolumes of 0.9% NaCl and 0.45% NaCl phus S¥ ghucose, ssbes-

tics with perssience of glomerudi (Fig. 4, midde) to
loss ar atrophy of both superficial tubules and asodq-
ated plomeruli {Fig, 4, bottom). We speculate that
this injury is the result of previously undiscoverad
stress-strain phenomena in the outer conex caused
by the esmablishment of large thermal pradients in
relatively stiff and brittle tisase mear the glass transi-
tion temperatuzre. Lowenng cooling or warming rates
to avoid this form of injury is feasible in principle
bux will sequire still better distribution of M22 into
the renal medulla because medullary devitrifica-
tion will ocherwise be exacerbated by lower cooling
and wanming rates, as verified by direa observation
(unpublished resalts).

The problem of renal medallary water replace-
ment. These results identify the renal medulla as 2
tissue that seems 1o be poised at the dividing line

between the success and the fzilure of vitrification.

Figure 3. (A) Cross-section of the vartied rewarmed
hidney (PAS stairirg) showing surviving (5) and non-
surviving (NS) medalbry areas; whee box desgnates
the ragicn depicted i (B), and biack box derefiex the
leaation of {C). Non-aurvivieg areas are confined o one
e of the kidney. Scale bare: i (AL 3 movs im (B 3nd C),
102 microns.
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Figure 4. The pectrum of remal cortial nuponae to
vitrfication and rewsrming. Top: arsa showng sradomib
rant survival of both tubcles and gomerul. Scale bars oll
represent 100 microns. Middle traritional zome betwean
predomimantly surviving superfichl remal corsex and
non-serviving corsex, showing loxs of tubules But servival
of gomerul. Botson: non-suryivieg superfical cortex,
showing bat of both ssboles and gomerul, with balloon-
Ing of Bowsman's caprube. FAS stain

The survival of the medullz presumably depends oa the
relationship between medullary cryoprotectant deliv-
ery and medullary e formation, and deeper insight
into this relatiosship will be fundamental for umdes-
aanding the mquirements for suaccessful vitrification
and mecovery of the kidney and, by extension, for the
recovery of vitrifed orpanized tissues in general.
The anatomy of the remal vasculature is ocpanized
0 25 to constrain medullary blood flow to 2 small frac-
tica of wotal reaal blood Sow,” an amanpement that
allows the kidmey to concentrate urime but makes the
task of delivering cryoprotectam to the medulla 2 dif-
fcult one. Anatomically, the medullary croulation
s provided by the vasa recta, which originate either
directly from widely-spaced poénts alosg the arcuae
arteries or indirectly from efferent arterioles of jux-
tamedullary plomeruli, which comprise about 9% of
the wtal sumber of glomeruls™ in either case, the
anginming blood vessels subdivide imo many paraliel
vascular channeds, each of whidch carnies 2 small frac-
tioa: of the flow that enters the originating vessel.
These anatomiczl limitations are 2 given, but med-
ullary defivery of ayoprotectant can be influenced
by factors such as perfusaie viscosity, cryoprotectant
delivery protocol, and the permeabiity and diffusiv-
ity of the cryoprotectanes in the vitrification solution.
In addition, the vascular system is not the only rowe
of ddivery for cryoprotecants. The medulla consists
also of tubules and collecting duas that can coavey
permeable cryvoprotecrants along their lenpths, dif-
fusing as they pa. At the temperatures of our experi-
ments® (-22°C to 3°C, and particularly --22°C or
-3°C for delivery of the highes concentrations of
cryoprotectants), and in the presence of more than &
molar cryopeotectant (<-48% v/v water), no appreda-
ble remal metabolism can be expeaed, and therefore
mabular defivery of ayoprotecams to the medulla &
presumably entirely passive and driven only by filira-
tion at the glomerulus followed by loczl diffusion (no
secretion, mo active reabsorption, just diffusion) until
delivery into the pelvis. Givea that medullary blood
flow amounts to caly about % of total renal blood
flow under ordinary conditions,” a filtration fraction
in the vianity of just 10%, which we have observed
for rabbit kidneys,” would be sufficent to deliver
encuph ultrafiltrate to the medudla o match the towal
volume flowing through the medullary blood vessels.
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The best vitrification solution known for the kidney oo daie is
M 322 ¥ whe crivical cooling e (the cooding rate ahove which
ice formation i= pot obserwed) = 0L1%C min, and whose critical
warming rae (the warming rate abowe which boe formation is not
ohserved) is 0L4°Cimin" As determined from the mooling and
warming curves of Fizure 1B, the mbbit kidney can, conserva-
tively, be ooled and warmed by conduction ar ahowt B5C/min
or mare, which implies that 100% equilibration of the medulla
with M27T is not eequirsd. ey questions are, what is the level of
eqquilibration that is requined, what is eeguired 1o achieve i, and
how @n we know when we bave achieved it* Thess questions are
taken up in the next scrion

Measuring and achievinmg adeqoate  equilbration
Comparisons betwesn cryoprotectant concentrations in the ori-
nary smace and in the venous efffuem rewealed thar the “wrins”
(perfusare whrafilerate) tends o lap far behind the venous effluent
in omcemtration (Fig. 5. This i ksgical since the unne fiow raie
is 2 fraction of the arverial flow mie, 2nd sinoes the venous effluent
disproportionaiely samples the owerperfimed renal comex, which
accounis for -90% of il renal perfusate Sow, and thersfore
umider-cepresents poody-equilibrated areas. In addivion, the orine
makes thres passes throuph the renal medulla {descending: and
azoending limbs of the loop of Henle followed by passape through
the colleating ducts) and therefoee is in imtimate cemotic 'diffu-
sive communication with the remal meduolla befoes it i onllected.
For these reasons, the urine i expecied 1o eefient medillary risse
concemrations of cryoprotectant better than is the vemous =fluem
concemration, and experimenial reszlis desoribed below bear om
this expertarinn.

Fipure § providss a bass for illosrating many features of
medullary cryoprotectant introduction. The fipure shows the
effects of perfusion temperature and the polymer content of b 22
on arterizd flow and wrise comcentration equilibration with the
arierial perfusate. As in Figore 1A, perfimion with the VP
tramsitional solaion® (B4 M ol concemtration, the second
cancentration plateam of Fip, LA} bepins ar -3%C and in the stan-
dard protocol® comtimes during continucas perfusion-cooling o
123 oo allow M22 perfusion oo bepin at -22%C, but we = in
Fipare & that when this is done (M22-22), the wrine oncetra-
tion laps so far behind the anenia concentration that at the end
of M22 perfimion, urine concentration is just reaching the con-
centration of VMP, or oaly about 909 of the full concentration
of M21. Perfusion of W P and M22 only at higher tempemiures
(-3} redisces visoosity and preatly improwes both arerial Sow
and equilibration, as expected, allowing abom 95% equilibea-
tion o be artained (M22-3). Kemovies ol polymers from M 22
at -340 [MZ2MF) further redoces viscosity, improves flow, and
improves equilibration, as expected. Howewer, an anomaly is
imtrodisced when M2IMP is supplemented with just one of the
polymens of M1, namely, the commercial Superconl X-10007™
ioe blocker™ (X-100{). Perfusing this solution (M2INP 4+ IX,
comaiming 2% wiv X-1000, or rwice the wmal concentration of
X-100H) im AA21.%) slows the arenial perfuson moe yet ultimaiely
alows 2 degree of equilibratios similar w thar achieved after
MNP perfusion. Themefore, unnary space equilibmtion is not
proportional o the arverial Sow rae.
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in rabbit kidrepe parfosed with M13 a2 -22C
ﬂ'l!l-ﬂl:ri-rﬂ M1 -¥) plotind axa fumection of srternd fow e
fwhich dmclira 2z highar concentrations sre resched ard vocety in-

. FMIZNP -3 reders b FRET e ol parfessd a2 -3°C;
MIZMF + XX -3 rabars = MIIMP conisdrerg 26 X 1000 o bodar; par-
fumed wi -3, Valome in parentharar indicose the numbar of parfaicn:
of asch typa. Exch daix posre represants unne squiibration measorsd
3% S-min mtereah, baprning 32 %3 parfinion time cers bo tha right and
mrding ai W3 parfeaion time = 15 mim b tha befi. The horioontal lines s
“rdmark™ concenirytons snd refer io the conosnirstions of YHF {3
Fhteau, which falls o2 3 shorifall of 535 mP) and 95X of full-rirength
of the polmars of M1, & soanitly e xame for M12, MR and
MIZMF = XX). Error barz dasgrose 21 SEH. For diccumion, aes texs.
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Figuira T. Lef: unne sccumubsion during parfesion weth HI2, MI2RF
—_ + 20 X 1000 (P + T, wnad ME2NF wi-3C; right: reciprool vmocal-
i of tham thres vitrfosion scluion (2P Tha iotal sccomubsed

T W3 (HE = 45 P MNP+ 1K = 3T oF; MRIMP = 277 o). Tha
urirm wcduma for HIL i 25 min war not consirbently recorded and i
ired ezt by axirapchrtion. Dasa poni represent masea 21 SEM.

Eguilibration was, however, mirrored by differences in the
urine Sow rates in these proups, and the later were in turn clossly
acoounied for by the viscosities of the 822 vanant solurions [Feg.
] 7). Thus, it seems that wrinary equilibration is maore dosely ooe-
related with wrine Sow rae than with arverial fow e
. Fipare § answers the question of “how much equilibration i
enouph” and brimps ot 2 numbser of other importamst points. The
left panss describe the devitrification vemnperamares, percent ice
formed at the paint of devitrniation, and percent of ice melisd at

the tizaw meking point, for urine samples collected ar the end of

the perfusion, and the ripht panss report the same informeation
fior inmer medullary rissue samples (all dara oaimed by differen.

tial scnnimg calorimetry].
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Figmirs B. Tamparaiure, seiars ard warming rais dependercs of s formaion in
uriren (k] and foses mphes frghs) chizrad Fom kideays subgcied 1o the four
protooh of Fyuns & and refsbonahip betvwesan the smoun of s formed during devi-
rificaton and tha amouni of ioe thai thewsd upon compleis resarming, Urine waa not
colsciad from the FI1kdney perfused ai -21°C. Uppar: devirifiaticn tampars-
tuery, bowenr: st parcartyge of 1ampls masx dhat maks upon continusd warmang. Esch
wrant wua chearesd for any specman in the ML -3'C proug. Ermor bars omigied for
clursiy. Groups are represanisd ax indicaged in tha insst. For decuspon, e iext.
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The fars thing oo note is that perfosion of W22 at
-IPAC caees gbour 7% of inmer medullary mass o
arystallize as ice during rewarming, and this renalt
is lintle affected by the warming rare. This amount
of ice is subhsantially preater than was peedioied for
owr surviving vitrified kidney, presumably because
in the experiments of Fipmre 8 we perfused ar 40
mm Hp mither than & B0 mmHg, which is known to
make a siprificant difference® In complete conmrast,
perfimion of M2T ot -39 (mar) renslix in no cissue
ice formation @t any warming rave. Therefore, the
required degree of wAnary space equilibrarion lies
bestweeen S0%: and 95%, and is probably dose io the
later limit.

Secomd, perfusing MIZMNP @ -3 reshs in less
ice formation than perfiming MI2 at -22°C even
though M2INP iz a more dilse and incrinsically
lem mahle snlistion; this is undoebiedly because the
higher esquilibration lewd of MZIMF delivers more
net ayoprobecant despiie its lower ootal concentra-
tion. Finally, addimg 2% X1000 to M2IINP pready
suppreses tissue oz orystal formation, which dem.
onstrates the abillity of X100 o nssfully penstraie
imin and protect inmer mediudlary tisue.

Comparing tissue resulis o wrine results shows
that rissue generally devitrifiss @ a bower tempera-
ture than does wrine from the same kidney, and that
the amount of ice formed im cissue is accondimgly
higher than it iz in urine from the mme kidney, indi-
cating that rissue concentrations lap behind arine
concentrations. |merestingly, for both wrine and tis-
sue, in most cses the perceniape of sample mass chat
melis upom thawimg is the same as the percentape
that freeres during devitrificarion, meaming that vit-
rification i pemerally complete on oooling: with the
repimen used for rissue analysis.
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Visaal assessment of ice formation. Akhouph tisue biopsies
allow quamnative results to be obtained as presented in Figare
8, we have been interested in developimp methods for vismali-
ing ice formation across entire renal cross-sections in onder to be
abie o judpe the two and three-dimensiomal extent of ke forma-
tion. Althoupgh these methods ane still in devslopment, we pres-
emt an example of the type of information that can be obtained
in Fipare 9. In this example, the warming rate was about 1°C/
min, and therefore moee ice is expectad than with the more rapid
warming used in Fagare 8. Nevertheless, the maximum exten of
ice formation, judped by whitening of the tissue during rewarm.
ing, did not include the corex in this example, and the ice that
formed appeared to be uniformly distributed.

Usimg this method and differential scanning calosimetry will
evenrually allow us to determine the extent o which medullary
ice formation can be toleraed by the kidney. We have been able
to show thar medullary damage cn be assessed in the acme pos-
operative period by removing kidneys 30 min after transplanta-
tion, flushiog them o mmove bood, and examining the extent
of medullary blood trapping by inspection of remal cross-sactions
(umpublished observations). Althowgh preliminary, sudh observa-
tions have identified coaditions that allow blood trapping to be
avoided, and as our methods improve, we should be able to e
such metheds to determine how much medullary e formation,
if any, is accepeable, and to sedea perfusion methods for evalua-

tion by permanent transplantation.
Materials and Methods

Procedare for obtaining sarvival after rabbi kidney vitrifi-
cation. A 12.7 pram rabbm kidmey was perfused with M22,29.3
M varification solution with wery low aitical cocling and warm.
ing rates,'“* in am 1. MS camier solution under computes control™
using 2 vaniation of cur standard protocol” on December 10,
2002 (Feg. 1A). Perfusion began with Renasol-14 comtaining 2%
wiv B. Braun hydroxyethyl starch (HES) and no cryopeutectant
and coatinued, after 2 pause at 5 M cryopeutectant to allow the
aneniovenous (AV) concentration gradient to level, to VMP¥ in
LM5 comaining no HES. To disiribute M22 moee thoecoughly
than ws:al while minimizing damape from perfusion pressares
over 40 mmHg, perfision pressure was raised to 80 mmHg caly
during the 25-min period of exposure 10 M22 itself. The kidney
was reenoved from the perfision apparatus at the end of M212
perfusion and cocled in mpidly-moving mitropen vapor® (Fag.
IB) The intra-renal thermal histocy was determined by inser-
ing 2 theee-point needie thermocouple (beads at 2, 7 and 12 mm
depths: PhysiTemp, Huron, PA) into an sdestically-treated but
noa-transplanted kidney.

Rewarming was acoomplished by dowly raising the environ-
mental temperamare w0 abow -115°C in order w bring the coeti-
cal temperature to just above T, at which paint the kidney was
recurned o the perfsion machine and further warmed by pour-
ing M22 a2t -22°C over the remal surface for 8 min. Rewarming
was completed by perfusing the kidney with VMP & 3°C, after
which cryoprotectant washout was completed as usaal® (Fip. 1A),
transitioning from VMP in LMS5 to Renasol-14 & 2% HES, and

Orpancgeness
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Figure 9. Vinal sppaarance of ice 0 an exemphey rabbie kidney crose-
wection during rewarming. The kidney was perfeoed with M22 2t -22°C,
ot in bk, immersed in M22, vitréfied in & CryoStar freeser 2t -135°C,
2nd wventunlly rewarmed at about ["Clmin while berg photographed
from trme 50 time. Rewarming wat sccomplahed by trandier of dhe kid-
nays to an inndated box sheough which bgud mitrogen vapor was crou-
bted slowly 2o 22 % allow steady warming of the concyined stmosphers
from juat below Tg to wall sbove the remal multing potnts. Times (130
and | 40) represere times in hours and minutes since the onast of dow
warming, and temp refer to ambant atmophenc tempenturs
near the kidowy but not wibun the kidney Eaell The upper panel shows
the kidney st the point of maxenum o croes-sectioral srex, and the
lowwr panel sthows the kidney sfter complets ioe melung. Both panels
thow the 1ite of an e meduliary Slopry takmn for dfferantial soun-
ring calormetry.

the kidney was transplamtsd according to our published method™
with immediate comtralaseral mephrectomy.

Perfusion of kidneys with M22 and alternative vitrification
solutions at 40 mmHg. All perfusions wese carnied owt under
computer controd in the pemeral manner represented in Fipase
1A. Howewes, because B. Braun discontinued the manufactuning
of HES and because the wse of all alternative foems of HES was
assocated with higher post-transplamation pesk creatinine levels
(unpublished results), we replaced HES with 2% wiv decaglyc-
erol (dG) im the crrier solution at the beginning of the perfu-
sian. We akso used TransSend-4 at the beginning and end of each
experiment, but retained [MS5 as the carrier for VMP, M22, and
their variants. Remaining protood details other than the perfu-
sion peessure were 25 reported in Figure 1A and elsewhese.

End point measerements. Determination of tisue freezing
points (devitriScation temperatures), percent ice formation and
percent ice medted were all carned owt by differential scanning
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calorimetry. The cooling and warming protoool for inner meduol-
lary samples was o opod o -1300°C & 103G min and so rewarm
ar M), 30 or 40°C{min when the endpoint was devitrificarion.
Heats of devitrification and of mekting were obiained by imegm-
img peak areas and were convented from umits of joules/gam into
percent ice foemation by dividing by 3.34° The temperatures of
devirification wene taken to be the cemperanures ar the iops of
the observed peaks.

Cryoprotecrant concentrations were determined from refrac-
tive index readings om the basis of approprime clibmation oarves.
Bagelime dara were freshly derived for each experiment dur
img priming of the perfuskion system. All refractiee indices were
reconded contimsously at -0°C using ice-immersed in-line pro-
oess pefractometers [AFAB Enterprises, Furis, FL, Model FR-11T)
at the bepinning (priming) and experimental phases of sach per-
fusion except thar wrine refractiee index was determined wxinp a
bendh-top Bellingham Sanley REM 330 refraciometer at mom
temperature and converted o oRCEntration wNp 3 SEpIEE
room temperanare cafibration obtzined wsinp the @me refrac-
tometer. Yiscosities were measursd wsing . Gilmoar fallinp-hall
viscometer (Cole Parmer) ar room semperaiure.

Conclusions

Clearly, the problem of eliminating or suffidently limiting ice
formation throephout the kidney without inducing umaccep:-
able tomicity is 2 complex and many-faceted one. 5o far, the most

promising sing e approach seemsio be the one described in Fipore
1, which resulied in murvival after transplamtaiion. However, the
many lesons that have been beamed since that experiment will
undoubesdly result in methods for protecting the kidney that are
more effective than those weed in Fipare 1, and tha will allow
better and moee consistent survival to be obiained after wirifica-
tion amd rewarming, Certainly, the availability of new method-
olopies to evahmie remal tieose resistance o ice formation will
be helpful, and the e of microwsve ewarming to reduce the
likelikood of damaps from devitrification cowld also be hiphly
bemeficial for our effons oo solve the very complex problem of
fully successful renal vitrificarion.

Bemuse of fts unique vasoularzation, the kidnesy may be the
most challenping oepan of them all to vitrfy and rewamm secoess-
fully. If =0, contimued progress with the kidney should be encour-
aping for the fisure vitrifiction and recovery of other complex
livimg systems, inchuding: laboratory-peoduced orpam and rissue
replacements, whose accessibility o oryoproteciant may be sip-
nificamly preater tham that of the remal medulla.
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i thank Ms. Perfie Tam for expert surgical assistamor. Supported
by 21* Century Medicine, Inc., All procedures involving amimal
use were done acoording in USDA standards amd with TACLIC
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ANEXO B: TRABAJO CON ANIMALES

f para tas Clenclas dei Animal de Laboratorio

IPIOS ETICOS EN INVESTIGACION Y DOCENCIA CON MODELOS ANIMALES

onot "__'“dumummmmmmmmwm
0. La evaluacion de la necesidad de su uso debe realzarse a través de un Comita

Nas que tomen parte en los experimentos (disefo, manipulaciones, cuidados) deben
%mumwmawmmmm

mm&mwwMIm;m]wbnymnmapmﬂados.mumcbscm
diciones amblentales estandarizadas y controladas. Iqualmente debe estar garantizada la
mammmmmmmmwmwmm
que las necesidades experimentales lo parmitan.

qnmuyoedeben realizarse con un grado de refinamiento que evite el dolor, sufrimiento ©
de los animales. Se deben establecar eritarios de punto final y pautas de anestesi y

Mmmmum«mamm

_ Para & eutanasia, cuando sea necesaria, s debe aplicar un método ética y clentificament?
M"MUMdMyGMmmm

WM“ REAL DECRETO 223/1988, do“doﬂomo.sobnmmclondc
"“““"“memménymmsmmm

wowos: (EYETE lCl.Ae PP——
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ANEXO C: INFORMACION SOBRE RATONES

En la fase experimental se trabajo con gran diversidad de especimenes. Dado que es un
estudio metodologico, favorecemos la variabilidad entre muestras. En total los experimentos tuvieron
lugar con hasta 5 cepas diferentes de Mus Musculus, de individuos con edades comprendidas entre
los 3 y los 12 meses, y con un peso superior a 20 gramos e inferior a 48. Describiremos brevemente
estas cepas:

FVB — corazon y tejido nervioso

m

La FVB (FVB/NJ) es una cepa multiproposito muy extendida en la
experimentacion en laboratorio (era sin duda la méas comin en el
animalario del hospital Virgen Macarena) y son un buen referente para
modelos y experimentacion de actividad cardiaca (Gibb, y otros, 2016).
No obstante, al menos en los individuos tratados en el laboratorio, la
canulacion adrtica solia llevar mas tiempo dado el reducido didmetro
vascular en comparacion con otras cepas con las que se trabajo.

CD-1 - corazon

Similar en coloracion a los FVB/NIJ, los ratones CD-1 son
considerablemente mas grandes que los antes mencionados. Esto se traducia
en un peso superior y un mayor volumen cardiaco, y por consecuencia un
didmetro adrtico superior como se comprobd en la cirugia. No obstante, era
frecuente encontrar el corazon rodeado de tejido adiposo que dificultaba la
distincion de los vasos sanguineos de la zona de trabajo. Los especimenes que
tuvimos en el laboratorio se mostraban mas activos que elresto de las cepas,
traduciéndose esto en un manejo mas dificultoso a la hora de administrar
heparina y en el sacrificio. Son ratones de proposito general, similares a los
FVB con la salvedad del tamafio.

C57-C3H —corazén

C57C3H es una cepa hibrida de las dos que componen su
nombre. Estos ratones sobresalieron en la cirugia por el gran volumen de
- su corazon siendo adultos, pero mas notablemente por la ausenci de
: i tejido adiposo en gran cantidad alrededor de los vasos sanguineos del
J - corazdn, lo que posibilitaba una vision clara de la aorta y canulacion en
tiempos muy inferiores a los intentos con otras cepas. Estos ratones
producen una descendencia de gran tamafio, igualando a los CD-1 en
peso a edades similares bajo el mismo régimen alimentario. Las mejores
* reproducciones del experimento de Langendorff para perfusion
retrograda se consiguieron con ratones pertenecientes a esta cepa.
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TS1CJE — corazon

Una cepa modelo para el estudio del sindrome de Down, presenta anormalidades en el
comportamiento y capacidad de aprender (Sago, y otros, 1998) pero sin cardiopatias conocidas. Los
ejemplares con los que se trabajo fueron hibridados de la cepa C57-C3H, y presentaban un gran
tamafio y peso, y un corazon voluminoso lo que facilitaba la localizacion de la aorta y la canulacion
para el experimento de Langendorft. Su eleccion se debe tinicamente a su gran tamatio.

C57 — corazon

(C57BL/6) Primera cepa que se uso para los experimentos. Nos proporcion6 una vision clra
de la aorta y sirvid como modelo para la canulacion de ese momento en adelante. Es una cepa que
compite con la CD-1 en laboratorio dada su versatilidad y similitud a nivel fisiondmico (pesos
similares a edades similares). Las crias nacidas por relaciones endogdmicas son casiidénticas entre
ellas y sus progenitores, por lo que esta cepa crea un grupo estable para experimentacion reiterada y
ofrece muestras con baja variabilidad interindividual. (Welser, s.f.).

BEIGE - tejido nervioso

Son los ratones de menor tamafio de todas las cepas que hemos
tenido, lo que nos invitd a practicar con ellos el experimento de
criopreservacion de tejido nervioso al no requerirse la canulacion de una
aorta mas pequenay dificultosa. La edad de los ejemplares seubicabaentre
los 2 y los 4 meses. El corazon se encontraba totalmente despejado, con
ventriculos bien expuestos y diferenciados y ausentes de tejido adiposo en
los alrededores, facilitando la perforacion ventricular y la perfusion.
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ANEXO E: PREPARACION DE REACTIVOS

Tabla 29. Reactivos para preparar Tyrode's HEPES.

NaCl KCl Mgcl, CaCl, 2H,0 Buffer HEPES  Glucosa
gL 5844 0.403 0.203 0.265 2.383 4.504
No. 15 10 41 (anhydrous) 7 27 4

Tabla 30. Reactivos para preparar PBS.

NaCl KCl Na,HPO, KH,PO,
g/L 8.0 0.2 1.444 0.24
No. 15 10 14 26

101. Reactivos para preparar PBS.
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Instrucciones para hacerla solucion

Hay que pesar esos gramos de cada reactivo y disolverlo todo en agua pura, pero hay que
seguir una serie de pasos por orden.

Hay que disolver cada sal individualmente en agua, una por una, y es mejor si son afiadidas
en el orden en el que se han puesto.

Materiales:

Matraz aforadode 1 L 0 500 mL
Espatila

Vaso de precipitados mediano (2)
Agitador magnético y mosca
Bascula de precision

Agua Type |

AN NN N NN

1. En la balanza analitica, tarar el vaso
de precipitados y luego afiadir,con la
espatula, el reactivo hasta tener los
gramos necesarios.

2. Trasvasar todo al otro vaso de
precipitados, simplemente volcando,
y en ese segundo vaso de
precipitados afiadir agua (unos 50
mL) y colocar en el agitador hasta
que se disuelva; es decir, que el agua
sea totalmente transparente.

3. Mientras se disuelve, pesar el
siguiente reactivo de la misma
manera en el vaso, sucio (porque quedaran trazas), pero tarando el vaso siempre antes de una
nueva pesada.

4. Cuando se te haya disuelto el reactivo, traspasar al matraz aforado.

5. Repetir con todos los reactivos, y al final, enrasar con agua pura hasta la marca del cuello del
matraz; la parte mas baja del liquido es la que tiene que estar tocando la linea por encima. Eso
es un volumen perfectamente exacto.

6. Cuando se esté llegando al cuello, hacerlo con un cuentagotas o pipeta Pasteur para no
pasarnos, porque entonces hay que repetirlo todo.

102. Preparacion de Tyrodes HEPES.

Consideraciones

- Tarar el vaso de precipitados siempre antes de una nueva pesada (porque cada vez tendra mas
residuos de los reactivos que han ido pasando por ahi)
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- Cuando no haya que pesar masy se tenga que acabar de llenar el matraz, hacerlo limpiando ambos
vasos de precipitados (es decir, echar el agua pura en ambos vasos, remueves un poco y trasvasar el
contenido al matraz; normalmente se limpian tres veces cada uno)

- Cada vez que se cambie de reactivo, limpiar la espatula con un papel para no contaminar el reactvo
siguiente.

- Al finalizar, poner un tapon al matraz aforado y homogeneizar la solucion volcandolo tres veces boca
abajo.

- Cuando esté lista, pasarlo a un bote de 1L,y a la nevera.

Ajuste de pH para Tyrodes

La solucion preparada tiene un pH demasiado bajo para nuestra aplicacion. Con un pH
cercano a 4.8 en el fondo del vaso de precipitado y superior a 5.15 en la superficie, necesitamos
homogeneizar la solucion y ajustarlo a 7.4. Para ello, vertemos el contenido en un bote y volteamos
tres veces, y medimos el pH en el centro del recipiente.

Afiadimos con una pipeta NaOH hasta ajustar el pH, agitando con un agitador magnético 'y
mosca para evitar gradientes de pH.

Se debera ajustar el pH en cada uso de la solucion, pues tiende a acidificarse con el tiempo y
requerimos 7.4 de pH constante.

) 104. Tyrode’s HEPES 500mL preparado.
103. Ajuste de pH.
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ANEXO F: INCIDENCIAS CON EL DMSO

Elataque deIDMSO a los circuitos hidraulicos fue una problematica durante todo el proyecto.
Al estar hechos de plastico, los tubos de conexionado, en particular las llaves de tres vias y el
conexionado Luer eran especialmente sensibles a esta accion en un tiempo prolongado. La duracion
de los experimentos de perfusion, desde la precarga inicial hasta el término del ensayo, no era superior
a las 2 horas. No obstante, si el circuito no era vaciado y lavado al completo una vez terminar, los
restos de DMSO debilitaban las uniones. En los periodos més intensos de experimentacion se hubo de
cambiar las llaves de tres vias y otro tipo de conexionado con una frecuencia elevada, a veces mas de
una vez por dia. Los tubos que se veian expuestos al DMSO perdian rigidez y la pared interior con el
tiempo se iba desprendiendo, lo cual es muy perjudicial para el experimento. Esto afectaba tanto a b
parte biologica del experimento (microparticulas de plastico desprendidas presentes en el perfusato)
como a la parte mas mecanica, cambiando la estructura del tubo, su continuidad, su grosor y afectando
todo esto a las bombas peristalticas.

104. Ataque del DMSO a los tubos y conexiones (1/2).
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105. Ataque del DMSO a los tubos y conexiones (1/2).

La solucion aportada a esta problematica fue la cobertura de fugas y empalmes con resina
Epoxiy consilicona. La silicona y el polietileno son resistentes a la accion de ataque del DMSO, por
lo que se reemplazaron los tramos del circuito hidraulico de DMSO con este material.

En lo referente a la temperatura del DMSO, el hecho de que su punto de fusion se encuentre
a 19°C cuando la pureza es alta dificulta la posibilidad de mantener frio el perfusato antes de entrar al
corazon, pues sise quisiera enfriar los depositos por separado elde DMSO cristalizaria, y sise quisiera
enfriar el tubo de perfusion a la salida de la unién T se necesitaria un tramo relativamente largo para
poder tener una transmision de calor a lo largo de este tubo que permita perder entre 20°C y 30°C
antes de salir de la aguja. Esto se traduce en un retardo en la llegada del fluido al 6rgano desde que
sale de la union T,y el desfase de un par de minutos es algo que se deberia evitar.
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ANEXO G: CALCULO DE DOSIS DE
HEPARINA

El célculo de la dosis se hizo acorde a la cantidad necesaria para heparinizar un cuerpo

humano, el volumen de sangre en este asi como el volumen de sangre de un raton. Segun aparece en
(Kaese, 2012), se tiene:

Table 1 | Comparison of mouse and human (cardiac) physiology.

Human References Mouse References
GENERAL
Body mass (kg) 58-85 i o 0( 0.015-0.043 SI eta
Ol Nouair t 1 ) )00; Jai
r f eta | )0 !
10 0 r t Mulle 1
012 2009: Br
1 )10 ]
Lifespan (year) 70-80 1d 2-2.5 Spe
Basal metabolic rate (kJ/d) 6279 ne 15.6 Spea
Basal metabolic rate (02 0.9 d )02 0.8-3 De )
consumption L/(kg'h)
HEART
Heart weight (g) 261-366 e la Ir ( int 0.12-0.17  Muller eta
¢ 20! ) 200¢ 1t
Heart weight/body weight 0.004-0.006 d¢ ind 20( I 0.004-0.005 M eta
ratio (kg/kg) ot (0] il 10 20(
HEMODYNAMIC
Stroke volume (mL) 50-100 d 00: 0.015-0.05 J na
) )08 ) 110
Cardiac output (L/min) 4-8 d 00 0.005-0.03 J n and
) N er ¢ ( 2(
] 00
Blood pressure (mean 88-100 Mancia et al., 198 3 73-125 Ka al., 19
arterial pressure, mmHg) ) Ja 01 )a Smits, 200
yA
Blood volume (L) 5-6 d ) 0.002-0.03 geta

CARDIAC EP

106. (Kaese, 2012)

Y partiendo de la dosis en una jeringuilla con heparina (0.5 mL) para suministrar a una
persona (5-6 L de sangre), se puede calcular la dosis necesaria para un raton:

0.5mL de heparina — 5 L de sangre;
0.1 mL de heparina para 1L de sangre

Se dispone de 0.2 mL para una primera reserva de heparina. Se realizaran los calculos con
esta cantidad. Dado que, segin la Figura 1, un raton tiene unos 2 mL de sangre (usamos la cepa FVB,
machos de 7 meses, con un peso de 30 gramos aproximadamente. Frente a los TSICJE que seran
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manejados en laboratorio, de mas de 40 gramos, suponiéndose que el volumen de sangre para FVB es
el valor inferior de la horquilla).

0.1mL de heparina — 1L de sangre
X — 2mLdesangre
0.1 X 1073 Lpep X 2X 1073 Lygngre

x= = 2x1077 L,
1 Lsangre P

Esta es la dosis para un solo raton. Esta cantidad, no obstante, no es realista a la hora de ser
suministrada; no se dispone del equipamiento para suministrar una dosis asien volumen. Por ello, se
propuso diluirla en agua pura hasta conseguir una dosis inyectable total (agua + heparina) de 0.1 mL,
facil de visualizar y administrar con una jeringuilla de insulina.

Teniendo en cuenta que tenemos 0.2 mL de heparina en total, la cantidad de agua pura para
todas las dosis disponibles en ese volumen de heparina sera:

1dosis

Nimero de dosis= 0.2 X 1073 Ly, disponibles X ——————= 1000 dosis
2X 1077 Lpep

Se necesitara:

0.1 mL dosis inyectable — 2 X 1077 Ly¢, = 0.998 mL de agua pura

1000 x 0.998 mL = 99.8 mL de agua pura
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ANEXO H: ANEXO DE CODIGOS

Cddigo de Arduino: ECG _read.ino 0.0

#define LOminus 12
#define LOplus 13
#define ECG A0
float t = 0.0;

void setup () {
Serial .begin (9600) ;
pinMode (LOminus, INPUT) ;
pinMode (LOplus, INPUT);

void loop() {

if ((digitalRead (LOminus) == 1) || (digitalRead (LOplus) == 1))
Serial .println (1024/2);
else
//Serial .println ("#"+String (t)+"#"+analogRead (ECG)+"#") ;
Serial.println(analogRead(ECG)); // borrar cuando funcione
delay (1) ;

t = millis();

Cddigo de Python: ECG_guardar.py F

import serial, time
from io import open

arduino _com = serial.Serial ('COM15', 9600)
time.sleep (1)

count = 0;

while count < 5000:

lecturas = arduino_com.readline()# readline sent by Arduino
print (str (lecturas)+'\r\n'")

fichero_ texto=open ("ECG nombre.txt","a")

datosLista = str(lecturas) .split ('#")

datoslLista = datoslistal[l:len(datosLista)-1]

for dato in datosLista:
fichero texto.write (dato+'\t")
fichero texto.write('\n')
cont+=1
print (str(cont)+'\r\n")

fichero texto.close()

arduino_com.close ()
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Codigo de Matlab: ECGAnalysis.m

%% ====== Limpieza de workspace y consola

clc; clear all; close all;
% Carga de datos

datos = load('ECG Enrique.txt');

t = datos(l:end, 1) /1000;

ECG = datos(l:end,2); $ en este archivo ECG vienen en uV
ECG = ECG./1000;

threshold = 0.6;

duracion = t(end); %seconds

%% Anadlisis frecuencial

n = length (ECG) ;

Fs = n / duracion;

T = 1/Fs;

ECG_fft = fftshift (fft (ECG));
f = (-n/2:n/2-1) *(Fs/n) ;

Potencia = abs (ECG_fft).” (2/n);
% Finding R maxima
[pks, idx] = findpeaks (ECG) ;

for i=1:1:1length (pks)
if pks (i) > threshold

loc (i) = idx (i) ;
end
end
nzLoc = find(loc);
pks loc = t(loc(nzLoc));

R loc = ECG(loc(nzLoc)) ;
% Mean magnitude of R peak

ECG media = mean (ECG)

R media = mean (R _loc)

R media magnitud = R media - ECG media

% Finding Heart Rate -- this will be done taking the points in time
for i=2:1:length (pks_loc)

intervalo(i-1) = pks loc(i)-pks loc(i-1); % subtract the time
between R peaks
end

intervalo RR = mean (intervalo) % seconds / beat
pulsPorSeg = 1 / intervalo RR;

% The approximated and real HR (RR interval)
PPM calc = pulsPorSeg * 60 % in one minute
PPM aprox = length (pks loc) * 60 / duracion % based on number of peaks

through the recording
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% Graficas

figure;

hold onj;

subplot(2,2,1:2);plot(t,ECG);grid;axis ([0 10 0 0.95]); hold on;

xlabel ('Tiempo (s)');ylabel ('Seflal cardiaca (mV) ') ;title ('ECG sujeto 2
- con pad');

plot (pks loc,R loc, 'ro');
legend ("ECG', 'Valores de R'");

subplot (2,2,3);plot (t,ECG) ;grid; axis([2 3.8 0 0.95]);

xlabel ('Tiempo (s)');ylabel ('Seflal cardiaca (mV) ') ;title ('ECG intervalo
RR'");
legend (['Frecuencia Cardiaca ' num2str (PPM calc) ' PPM']);

subplot (2,2,4) ;plot (£, abs (ECG_fft)) ;grid;
xlabel ('Frecuencia (Hz) ') ;ylabel('ECG FFT');title ('ECG FFT on 0');

* Algunas variaciones en ECGexvivo.m para el tratamiento de la sefial y filtrado.
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ANEXO |: DISENO DEL SOPORTE 3D

En el experimento de vitrificacion de cerebro, se ha de sumergir la cabeza de animal en el
depdsito del BioCool para seguir la curva de enfriamiento. Esto ha de hacerse mientras que el
ventriculo izquierdo es perfundido con una aguja, la cual no se debe mover de su sitio mientras
transcurre la perfusion (aproximadamente 1 hora). Para fijar la aguja en su lugar, sostener el corcho
que sujeta al animal y poder manipularlo con sencillez, se disefid un soporte en programa de CAD
(Google Sketchup Pro 2016).

Las primeras version resulto tener el mango demasiado corto y las aletas que sujetaban el
corcho eran excesivamente débiles. La version 2 corrigio la debilidad al incluir transformar los dientes
de perfil rectangular a uno en T, y se alargd el mango para poder sumergir el soporte a mayor
profundidad. La version 3 mejora los dientes de agarre al corcho con un perfil en cruz, y se agranda el
orificio por el que pasara el tubo de perfusion.

99 66mm

108. Versiones 1, 2 y mejora en version 3 del soporte.
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Las pruebas de encaje y holguras se hicieron dentro del propio entorno de disefio, con las
medidas del depdsito y un modelo de corcho de sujecion del animal para comprobar los espacios. Se
ofrecen las imagenes a continuacion. Se muestra la v1, pues las v2 y v3 solo crecen en la direccion Z.

109. Montaje genérico de prueba para el experimento.

Se dejo un espacio de 3 cm para que el eje del agitador pudiera entrar sin colisionar con el soporte.
Asi podriamos mantener el agitador funcionando, a la vez que tenemos el soporte totalmente
sumergido y siendo retenido en el lugar con la parte de abajo del cabezal del agitador.
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La impresion del soporte se realizd con una impresora 3D propia, la Ender 3 de Creality. Para los
parametros de impresion se ofrece la siguiente tabla:

Tabla 31. Pardmetros de impresion para el soporte.

Pardmetros de impresion Valor

Material PLA
Temperatura de fusor (°C) 210

Temperatura de cama caliente (°C) 55

Diametro de fusor (mm) 0.4

Velocidad de fusor (mm/s) 60

Altura de capa (mm) 0.2

Numero de perimetros 3

Relleno Rectilineo al 10%

La disposicion y orientacion para la impresion (cortado en capas y visualizado en Slic3r) es la
siguiente:

110. Impresidn del soporte en Ender 3.

Se soldo y acoplé el agarre en cocodrilo para la aguja, la cualestaba conectadaa un tubo enrollado
alrededor del asa del soporte. Asi se podra mantener sujeta a aguja. Se comprobd en la fase
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experimental que conviene colocar un reposo para la cabeza del animal, con el fin de impedir
movimientos de adelante hacia atrés (los demas estaban restringidos por el soporte). El montaje quedo
Ccomo se muestra:

111. Resultado del soporte y prueba.

Durante la construccion, se comprobé que el conector LUER macho-macho del perfusor estaba
defectuoso y tenia fugas. Se reemplazd con un nuevo conector fabricado en el laboratorio. Se colocd
un aro de metal que rodearia el torax delraton, en primer lugar para proteger el corazon y la aguj de
posibles colisiones, y en segundo lugar para ofrecerun agarre al termopar que se introduciria por la
boca del animal hasta tocar la base del hueso esfenoides, punto mas cercano hasta el cerebro desde I
boca.
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ANEXO J: ANALISIS ADICIONAL DE DATOS

Con los datos obtenidos de los ratones, se pueden trazar comparaciones entre las variables de
cada animal, observando qué influencia, si la hubiere, tienen unas sobre las otras. Se ofrecen a
continuacion las figuras:

Relacion peso - Tiempo de canulacion
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Peso en gramos

112. Relacion entre el peso del animal y el tiempo de canulacion.

La figura se encuentra separando cepas por colores para hacer un estudio mas detallado. Los
ratones FVB presentaban una reduccion en el tiempo de canulacion en funcion de su tamatfio, pues al
aumentar su peso y su volumen aumentaba también el grosor de los vasos sanguineos y facilitaba esto
la canulacion de la aorta. Los ratones CD1 también presentan una tendencia decreciente con el peso,
aunque por lo general su tiempo de canulacion fue bajo dado el gran tamafio y grosor de los vasos en
esta cepa. TS1CJE mostraba gran variabilidad dada la alta presencia de contenido graso alrededor del
corazon. C57-C3H por lo generales similar a CD1. C57 (negro) presenta los mayores tiempos de
canulacion al ser los primeros ensayos del experimento. Esto es algo interesante también, pues con b
practica se pudo perfeccionar la técnica atn con grosores arteriales pequefios y 6rganos rodeados de
tejido adiposo.

Las figuras siguientes muestran datos de las cepas en funcion de su peso y su edad, o bien el
peso del animal segin su sexo. Se recogieron estos datos para, en futuros ensayos, poder tener un
criterio para la eleccion de una cepa, edad y sexo especificos de los animales que se deseen para
conformar nuestra n experimental con las mismas caracteristicas. La variabilidad de parametros es
buena en una aproximacion a la elaboracion de una metodologia, pero a la hora de realizar
experimentos rigurosos se requiere de repetibilidad.
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Fesoen gramos

alcanzar. Por lo general, Cd1 y FVB son las cepas favoritas para los experimentos.

Fesoen gramos

Relacion peso - edad
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113. Relacidn edad - peso separado por cepas.

Edad en meses

12

Las cepas CD1, TSICJE, C57C3H y C57 fueron las que mayor peso presentaron en edad
adulta. Al no disponer de ratones BEIGE y FVB de estas edades, se desconoce el peso que podrian

Relaciéon peso - sexo

®  Hembra
& Macho

15

=

0.5
Sexo [1: Male, 0: Female]

114. Relacion peso - sexo del animal.
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