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(57) Abstract: The invention relates to a novel method for the cryopreservation of biological material, vitrifying the samples with
the presence of cryoprotector. The method is based on the use of thermoplastic polymer microcapillaries of reduced dimensions,
which are heat sealed (figure 1 and 2) and introduced into liquid nitrogen in order to produce correct vitrification and prevent cross
contamination.

(57) Resumen: La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de criopreservacién de material bioldgico, que consigue
la vitrificacidén de las muestras con presencia de crioprotector. El procedimiento se basa en el uso de microcapilares de polimeros
termoplasticos de reducidas dimensiones y termosellados (figura 1 y 2), introducidos en nitrogeno liquido para conseguir la correcta
vitrificacién y evitar la contaminacion cruzada.
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Titulo
Procedimiento de vitrificaciéon de material biolégico mediante microcapilares de polimeros
termoplasticos cerrados introducidos en fluidos criogénicos

Objeto de la invencion

La patente de invencion objeto de la presente memoria se refiere a un nuevo
procedimiento de criopreservacion de material biolégico, que consigue la vitrificacion de
las muestras con presencia de crioprotector. El procedimiento se basa en el uso de un
microcapilar de polimeros termoplasticos de reducidas dimensiones y termosellado (figura
1y 2), llamado Safespeed, introducido en nitrogeno liquido para conseguir la correcta
vitrificacién y evitar la contaminacion cruzada. La patente se enmarca dentro del sector de
la biotecnologia, y dentro de éste en el area de la criopreservacion celular, es decir,
conservacion de células a temperaturas criogénicas durante largos periodos de tiempo
manteniendo intacta su funcionalidad. Este proceso tiene especial relevancia en la
conservacion de ovocitos, embriones, células madre, y todo tipo de organismo o material
biolégico que pueda ser introducido en el capilar. La patente de invencién objeto de la

presente memoria es una continuacién del desarrollo de la técnica del propio autor [15].

Estado de la técnica

Las principales técnicas empleadas para conseguir la conservacion celular se basan en la
utilizacién de bajas temperaturas para ralentizar y detener las reacciones biogquimicas
responsables del envejecimiento y deterioro de la célula. Dentro de estas técnicas, las
mas ampliamente utilizadas son las llamadas de enfriamiento lento y las de vitrificacion,
con un gran namero de variantes en ambos casos.

El enfriamiento lento es hasta ahora el procedimiento mas usado. Se basa en el control de
la tasa de enfriamiento con el objetivo de crear un delicado equilibrio entre los distintos
factores que causan dafio celular, entre los que se encuentran la formacién de hielo,
fracturas y una excesiva deshidratacion de la célula.

La vitrificaciéon es un proceso mediante el cual un liquido se solidifica en una fase no
cristalina (fase vitrea) con un rapido descenso de la temperatura y un aumento en la
viscosidad. La vitrificacién elimina completamente la formacién de cristales de hielo, los
cuales suponen el mayor obstaculo para la criopreservacion de células vivas [1] . Esta
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técnica ha mejorado en gran medida los resultados obtenidos por el enfriamiento lento,

aunqgue todavia es insuficiente para la criopreservacién de determinados tipos celulares,
como es el caso de los ovocitos [2], 0 de las células madre [3], en donde la sensibilidad
celular exige una mejora de los métodos utilizados en la actualidad.

Con el objetivo de incrementar la viscosidad de la muestra y evitar la formacién de hielo
se utilizan los llamados agentes vitrificantes, también llamados crioprotectores, por su
relacion con la proteccion celular. Con algunos de ellos, como el dimetilsulféxido o el
etilenglicol se han conseguido buenos resultados [5,6]. Diferentes contenedores han sido
aplicados para introducir células en nitroégeno liquido, entre las que encontramos rejillas
de cobre utilizadas en microscopia electrénica [7], capilares OPS [8,11], (Open Pulled
Straws, capilares de PVC convencionales estirados para tener un menor diametro interior)
o los llamados cryoloops [9,12], lazos de nylon en los que se suspende una pelicula de
solucién conteniendo las células.

CryoTip [14], o Cryopette son sistemas cerrados termosellables que han sido también
ampliamente utilizados en reproduccién asistida. Al ser termosellables, la muestra queda
aislada en el interior sin contacto alguno con el exterior, minimizando asi el riesgo de
contaminacién durante el proceso de vitrificacion, almacenamiento en tanque de
nitrégeno, y recalentamiento postetior. Sin embargo, la tasa de supervivencia celular

conseguida con la presente invenciéon es muy superior a la obtenida con estos sistemas.

Tambien en los ultimos afios, han aparecido otros contenedores abiertos como CryoTop
[13], o Cryoleaf con buenos resultados en supervivencia ovocitaria pero con la
problematica de no asegurar un potencial caso de contaminacién cruzada.
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Descripcion del contenido de las figuras
Figura 1. Geometria del microcapilar, pajuela principal y capuchén exterior en posicion de
uso abierta. Ambos extremos del microcapilar y pajuela principal son termosellables.
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El microcapilar de policarbonato (1), termosellado y conteniendo la muestra biolégica en el

extremo inferior, tiene un recubrimiento (2), que le transfiere rigidez, proteccién y facilidad
en su uso. El capuchén o cobertura (3), se fija a la pajuela principal a través de un cierre

mecanico interior del recubrimiento

Figura 2. Geometria del microcapilar, pajuela principal y capuchén exterior en posicioén
cerrada de almacenamiento.

El capuchén o cobertura (3), evita que el capilar roce con las paredes y base del sistema
de almacenamiento, protegiendo la muestra.

Descripcion de la invencion

El dispositivo contenedor objeto de la presente invenciéon (Safespeed) consiste en una
pajuela de policarbonato, optimizada como sistema cerrado para los procedimientos de
criopreservaciéon. Se compone de un capilar ultra fino (microcapilar) montado sobre una
pajuela y una funda protectora.

El dispositivo contenedor objeto de la presente invencion (Safespeed) evita la nucleacion
y el crecimiento del hielo en el proceso de vitrificacion de las muestras celulares,
obteniendo tasas de supervivencia celular cercanas al 100% vy posibilitando el
termosellado y aislamiento de la muestra, para evitar la contaminacioén cruzada de las
muestras durante la vitrificacién, almacenamiento y recalentamiento,

El nuevo tipo de contenedor celular (Safespeed), en el que se introduce la muestra
biolégica que se quiere criopreservar, junto con la concentracibn necesaria de
crioprotector y suero, esta fabricado por un conjunto de polimeros termoplasticos

ensamblados (como por ejemplo policarbonato).

Con el objetivo de incrementar la facilidad en el manejo del microcapilar termoplastico,
éste puede ser introducido dentro de otra pajuela de mayor diametro y rigidez, mévil pero
no desmontable, que actuara a su vez de proteccion para el microcapilar. Esta pajuela de
proteccion podra descubrir (posicién de uso) o recubrir (posicién de almacenamiento) el
microcapilar a través de un mecanismo de cierre mecanico. La posicion de uso permite
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optimizar el proceso de vitrificacién, y la posicién de almacenamiento minimiza o elimina

tanto el riesgo de rotura del capilar como el riesgo de perdida de la muestra celular.

El contenedor consta de las siguientes partes:

- Un capilar de plastico (menor de 250 micras de didmetro) en el que se depositan la(s)
muestra(s) biolégica(s).

- Una pajuela principal conectada al microcapilar que aporta rigidez y permite que la
muestra fluya hasta el capilar mediante la succién por la parte trasera.

- Una pajuela exterior que aporta rigidez y permite manipulacion.

- Un tramo de pajuela plana que permite anotar los datos identificativos de cada paciente
(nombre, cédigo, etc...).

- Un tramo final trasero de pared delgada que permite la conexién a un sistema de
aspiracién estandar y también el cierre mediante calor (termoselladora).

- Un protector de plastico que desliza sobre la pajuela exterior y que permite dejar al
descubierto el capilar para el momento de la succién de la muestra biolégica y la
introduccién en nitrégeno liquido, y que a su vez permite otra segunda posicién de
almacenamiento una vez la muestra se encuentra vitrificada, en el que recubre el capilar

para que evitar que éste colisione con otros objetos y se dafie la muestra del interior.

Modo de realizacion de la invencion
PROCEDIMIENTO DE VITRIFICACION

Preparar la(s) célula(s) en el medio de enfriamiento de vitrificacién recomendado (agentes
crioprotectores).

Fijar el extremo ancho de Safespeed a un dispositivo de aspiracién (por ejemplo, una
jeringa Hamilton, una pipeta automatica, un stripper, una pipeta de boca o cualquier otro
sistema de aspiracién y manipulacién de ovocitos), bien directamente o bien con un
conector-acoplador adecuado.

Cuando las muestras estan listas para cargar en el Safespeed, deslizar la funda plastica
protectora a lo largo de la pajuela hasta exponer el microcapilar. Con ayuda del
microscopio o la lupa binocular, cargar suavemente las muestras en el Safespeed y
ubicarlas entre la 22 y 32 marcas del microcapilar por aspiracién, controlando la absorcion
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de las muestras y medio. Estas 22 y 32 marcas del microcapilar han sido calculadas al

efecto de manera que la velocidad de enfriamiento y recalentamiento en dicha area esa la
optima. Este detalle es critico. Confirmar que la/s muestra/s esta situada/s entre la
frontera de la marca de 22 y 32. Precaucion: El fallo en la confirmacion de la ubicacién de
la muestra, podria dafiar la muestra.

Sellar térmicamente el microcapilar por debajo de la marca 1. A continuacién la parte
trasera del dispositivo se sella también con el mismo termosellador por la marca de
soldadura de tubo, de manera que la muestra se encuentra aislada completamente dentro
del contenedor.

Extremadamente rapido, sumergir verticalmente de cara abajo el lado del capilar sellado
de Safespeed primero, en un depdésito de nitrégeno liquido o cualquier fluido liquido o
gaseoso gue permita una alta velocidad de enfriamiento. Deslizar la funda protectora de
plastico cuidadosamente a lo largo de la pajuela hacia abajo para proteger el microcapilar
(figura 3). Asegurarse de que durante este movimiento el capilar queda completamente
cubierto por el nitrégeno liquido. Para el transporte, guardar la el dispositivo Safespeed en
un caliz, canister o cryocane (tubo de ensayo metalico o de plastico, que podra adaptarse
a los estandares utilizados en las clinicas u de otro tipo) y llevar al tanque de nitrégeno

liquido donde sera finalmente almacenado.

PROCEDIMIENTO DE RECALENTAMIENTO
Preparar el medio de calentamiento preferido de recalentamiento (agente eliminador de
crioprotector).

Preparar un depoésito de agua (por lo menos 15 cm de profundidad) a 37 grados lo mas
cerca posible (maximo 15 cm) de la cryocane (céliz o canister).

Deslizar cuidadosamente la funda protectora de plastico a lo largo y hacia arriba de la
pajuela asegurando que en todo momento el capilar esta completamente sumergido en el

nitrégeno liquido, quedando el microcapilar al descubierto.
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Extremadamente rapido (menos de 1 segundo), sumergir verticalmente cara abajo el

capilar sellado de Safespeed, en el recipiente de agua, agitando a mano durante dos
segundos para una mejor transferencia de calor.

Inmediatamente después, sacar Safespeed del agua y secar subvente su exterior (con
papel absorbente, por ejemplo). Colocar el Safespeed en una plataforma de corte,
posteriormente cortar el Safespeed justo por encima del termosellado en el extremo mas
ancho.

Conecte el dispositivos de succion (convenientemente acoplado) al extremo ancho de
Safespeed. Coloque el Safespeed en una plataforma de corte y posteriormente corte el
Safespeed justo debajo de la 12 marca en el extremo final del microcapilar. Descargar
cuidadosamente y expulsar la muestra dentro del medio de calentamiento por vitrificacion
recomendado.

La longitud total del dispositivo completo sera de unos 80-140 mm, lo que se adapta a los
estandares de almacenamiento, ajustandose a las practicas al uso en reproduccién
asistida, permitiendo una cémoda manipulacién y minimizacién del espacio que ocupan
en los stocks.

Ejemplo 1. Procedimiento de conservacién celular de ovocitos

Este ejemplo muestra la aplicacién practica del método para la criopreservaciéon de
ovocitos de ratona.

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

Los ovocitos fueron liberados del cumulo por accién de la hialuronidasa (SIGMA Ref.
H4272-30 mg). Tras esto, los ovocitos se lavaron en medio M2 para eliminar los restos de
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hialuronidasa. Los ovocitos en metafase Il previamente denudados se transfirieron

entonces a una solucién de equilibrio, y después a la solucién de vitrificacion.

Los ovocitos se introdujeron en el microcapilar, que fue termosellado, con la muestra
biolégica en el extremo inferior. El microcapilar se introdujo en el recipiente de nitrégeno
liquido de forma manual, en la posicién de uso, como muestra la figura 1.

Una vez la muestra con el capilar alcanz6 temperaturas criogénicas, el microcapilar fue
puesto en posicion de almacenamiento recubierto por el capuchén, y fue transportado en

un canister de plastico hasta un tanque de nitrégeno liquido, donde permanecié 24 horas.

En el proceso de recalentamiento, el microcapilar fue introducido en un bafio de agua a

37.5 °C, de forma manual, (de nuevo en posicion de uso, sin capuchén).

Después de unos minutos, se estudi6 la viabilidad de los ovocitos, mediante una gama
amplia de valoraciones morfologicas y la técnicas de tincién para ver compromiso de la
membrana (trypan blue).

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

Descrita la naturaleza de la Invencion, y la manera de llevarla a la practica, se hace
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son susceptibles de modificaciones
de detalle, en tanto no alteren su principio fundamental, siendo lo que constituye la
esencia de la referida Invencion, reservandose los Peticionarios el derecho a obtener los
correspondientes certificados de adicion por las mejoras o perfeccionamientos que en lo
sucesivo pudiera aconsejar la practica, reivindicandose a titulo privativo las siguientes
particularidades sobre las cuales ha de recaer la concesion del privilegio de la Patente de

invencion que se solicita.
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Reivindicaciones

1. Procedimiento de criopreservacion de material biolégico mediante vitrificacion,
caracterizado por el uso de microcapilares poliméricos termoplasticos como contenedores
del material biolégico, introducidos en fluidos criogénicos para conseguir la vitrificacion de
la muestra biolégica.

2. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicacion 1, caracterizado por
la utilizacién de microcapilares poliméricos termoplasticos fabricados con policarbonato, o

con cualquier otro material de similares caracteristicas.

3. Procedimiento de criopreservacion celular seguin la reivindicacién 1, caracterizado por
la utilizacion de microcapilares poliméricos termoplasticos termosellables, para evitar la
contaminacion cruzada de la muestra y que éste quede completamente aislada del
exterior.

4. Procedimiento de criopreservacion celular seglin la reivindicacion 1, caracterizado
porque la muestra celular se introduce previamente bafiada en agentes crioprotectores y
suero en el interior del microcapilar, a distintas concentraciones dependiendo del tipo

celular a criopreservar.

5. Procedimiento de criopreservacion celular seglin la reivindicacién 1, en el que el
microcapilar polimérico termoplastico esta ensamblado sobre un conjunto de pajuelas que
le proporcionan rigidez y facilidad en el uso, no desmontables

6. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicacion 1 y 5, en el que una
de las pajuelas actua de protector del capilar en su posicion de almacenamiento, movil
pero no desmontable.

7. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicaciéon 1y 5, en el que una
de las pajuelas es plana para facilitar la escritura e identificacion de los datos del paciente.
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8. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicacion 1, en el que el
microcapilar es introducido en fluidos criogénicos con la parte inferior del microcapilar
conteniendo la muestra biolégica sin el protector del capilar exterior, para optimizar el
proceso de enfriamiento.

9. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicacién 1, caracterizado
por la utilizacién de un bafio de recalentamiento para el proceso de recalentamiento,
en el que el microcapilar polimérico termoplastico termosellado, es introducido con la
parte inferior conteniendo la muestra biolégica, sin el protector del capilar exterior, para
optimizar el proceso de recalentamiento.

10. Procedimiento de criopreservacion celular segun la reivindicacién 1, caracterizado
por la utilizacién de agua a 37° o de un fluido similar para el bafio de recalentamiento.
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