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Como ya se ha referido anteriormente existen principalmente dos grupos de técnicas
utilizadas tradicionalmente en la criopreservacidn de material bioldgico: el enfriamiento lento o
slow freezing y la vitrificacion.

1. INTRODUCCION

Las técnicas tradicionales en ambos sistemas presentan dificultades. En el caso del
enfriamiento lento se evita la formacion de hielo intracelular pero a costa de la formacion de la
formacion del extracelular lo que origina una deshidratacion de la célula que trae como
consecuencia la deformacidon de la estructura celular. Como solucién a esta dificultad se
introducen sustancias crioprotectoras que presentan el enorme inconveniente de ser toxicos
para muchos tipos de células.

El segundo grupo de técnicas, fundamentadas en la consecucion dela vitrificacion, se basan
precisamente en someter a la célula a velocidades elevadas de forma que no se genere hielo ni
intracelular ni extracelular. Esta técnica, si bien ha proporcionado muy buenos resultados,
adolece de una importante dificultad dado que al vitrificar sale gran cantidad de agua a través
de la membrana provocando por un lado un aumento toxico de sales en la célula y una rdpida
salida de agua lo que supone una deformacién en la estructura de la misma. Para evitar estos
efectos, al igual que en los términos anteriores se requiere del uso de crioprotectores que
reduzcan este flujo de agua, con la evidente problematica anterior: su toxicidad.

Para lograr vitrificacién con una reducida cantidad de crioprotector de tal forma que no sea
toxico para las muestras bioldgicas se requieren velocidades de enfriamiento muy rapidas, del
orden de decenas de miles de grado por minuto que no se alcanza con el método tradicional de
inmersidn directa en nitrégeno liquido (varios miles de grados por segundo).

Teniendo en cuenta el perfil gaussiano del laser, reducimos el problema a calcular los
coeficientes A, tales que en el instante inicial, permitan que se cumpla

2. METODO PROPUESTO DE VITRIFICACION ULTRARRAPIDA

Con el presente proyecto, tal y como se ha desarrollado matematicamente en los modelos
anteriores se pretende plantear una técnica de vitrificacion con la que se pretende alcanzar
velocidades de enfriamiento del orden del millén de grados por segundo.

El método de vitrificacion ultra-rapida que se propone consta basicamente de dos etapas.
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= En la primera etapa del proceso la radiacion procedente de una fuente laser de
potencia regulable, se focaliza sobre la muestra bioldgica (utilizando para ello uno de
los canales de un microscopio) con objeto de mantener permanentemente la
temperatura de la misma en unos margenes tolerables (372C), cuando todo el medio
situado en el exterior es enfriado hasta los -1502C, haciendo uso de una mezcla de
nitréogeno gaseoso a diferentes temperaturas cuya proporcion es controlada actuando
electronicamente sobre sendas valvulas. Esta muestra bioldgica se puede instalar en un
recipiente adecuado para ello. Se barajé en un estadio temprano el uso de un
recipiente tipo cryostage dotado de ventanas transparentes a la radiacion empleada y
de una serie de conductos de entrada y salida por donde discurriria fluido refrigerante
que permite generar el entorno frio que se pretende crear para la muestra; no
obstante finalmente se optd para una primera configuracién el uso de capilares de
policarbonato anteriormente descritos y que presentan unas adecuadas propiedades
de transferencia del calor.

Lograr que la muestra bioldgica se mantenga a una temperatura constante de 372C
requiere de la implementacién de un lazo cerrado de realimentacién de tal forma que a
partir de medidas de la temperatura de la muestra se actle sobre la potencia de
emision del laser aumentandola o disminuyéndola de acuerdo a una determinada ley
de control. Con objeto de mantener el entorno de la muestra a una temperatura de -
1502C en el permanente e implementar un perfil descendente lineal durante las fases
iniciales del proceso también se requiere de la determinacion de la temperatura de
dicho entorno.

= En una segunda etapa del procedimiento de vitrificacién considerado la fuente de
radiacion laser se desconecta subitamente, accionado por una sefial de control (en los
modelos matematicos anteriormente presentados este hecho se ha considerado en t =
0), de tal forma que la muestra queda totalmente expuesta a las temperaturas
extremas del entorno de la misma de tal forma que como se recoge en los modelos
matematicos anteriores y se constata en los experimentos realizados se alcanzan
velocidades de enfriamiento del orden de 10° eC/s, lograndose por tanto una adecuada
vitrificacion. Con objeto de minimizar los efectos de la deshidratacion y alteracion de la
estructura celular ocasionados por los fendmenos crioscépico y osmético se deben
incorporar pequefias cantidades de crioprotector aunque sin alcanzar niveles toxicos.

El método de dos etapas antes descrito requiere no obstante para su aplicacion de la
resolucion de dos importantes problemas: medir in situ la temperatura de la muestra sin que se
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produzcan alteraciones en la célula a cusa del propio proceso de medida y calentar la muestra,
en su mayor parte agua, haciendo uso de luz laser a la que es practicamente transparente.

3. MEDICION DE LA TEMPERATURA

El sistema de control del laser que calienta la muestra manteniéndola a 372C auln cuando el
entorno en que se encuentra inmerso se halla a -150°C requiere para su correcto
funcionamiento de la determinacion constante de datos acerca de la temperatura de la
muestra con objeto de precisar de acuerdo a una determinada ley de control si hay que actuar
sobre el [dser aumentando o disminuyendo su potencia.

Evidentemente la técnica de estimacién de la temperatura que se implemente debe
minimizar los efectos sobre la propia muestra durante el proceso de medida. A este respecto se
han contemplado tres posibles técnicas de medicion de temperatura:

- Utilizacién de Rodamina B
- Empleo de termopares
- Espectroscopia Raman

De las técnicas propuestas se han implementado experimentalmente las dos primeras,
qguedando la tercera opcién como una propuesta novedosa que conduciria a la implementacidn
del termdémetro Raman, herramienta que podria proporcionar informacion muy relevante
acerca de la calorimetria de la célula.

3.1.UTILIZACION DE RODAMINA B

La Rodamina B es un compuesto quimico empleado como colorante y que pertenece al
grupo de las rodaminas. Se utiliza habitualmente como colorante de seguimiento en un liquido
para rastrear la tasa y direccion de su flujo y transporte. La rodamina posee fluorescencia y
puede detectarse facilmente a un coste bajo mediante unos instrumentos conocidos como
fluorémetros. Se utilizan especialmente en aplicaciones de biotecnologia tales como
microscopia de fluorescencia, citometria de flujo, espectroscopia de correlacion de
fluorescencia, etc.

La Rodamina B presenta ademas una propiedad especialmente interesante de cara a su
utilizacion como sensor de temperatura dad o que la intensidad de la fluorescencia que emite
es sensible a la temperatura.
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Figura 35. Féormula quimica de la rodamina B

Empleando un segundo laser a 514.5 nm se lleva a cabo la excitacion de la fluorescencia de
la rodamina emitiendo a 590 nm con una intensidad tanto mayor cuanto mas fria (menor
temperatura) se encuentra la muestra.

Este sistema de adquisicidon de la temperatura se ha utilizado en el proyecto realizado en Ia
Harvard Medical School and Massachussets (Center for Engineering in Medicine, Boston, USA)
por D. Ramon Risco y otros investigadores alcanzando un precision superior al 12 C de
temperatura.

El sistema que se implementd en aquella ocasion consistia en utilizar un fotodetector que
se encargaba de medir la intensidad de la fluorescencia. La sefial obtenida es digitalizada y
procesada por un software de control, estableciendo a partir de ella una medida de la
temperatura de la muestra, lo que permite en funcién de un determinado esquema de control
actuar sobre el dispositivo laser de forma que se mantenga constante la temperatura.

Este sistema de medicién de temperatura presenta, no obstante, como principal problema
el propio proceso de formacién de hielo extracelular, una vez se apaga el laser dado que la
zona que no contiene hielo concentrara todo el soluto, entre el que se encuentra la rodamina
empleada para medir la temperatura. Dado que se produce un incremento de la concentracion
de la rodamina se producird un aumento en la intensidad de la fluorescencia de la muestra de
tal forma que no es posible diferenciar entre la que porcentaje de la intensidad de la
fluorescencia es debida a la disminucion de la temperatura y cual la ocasionada al aumento de
la concentracion de la rodamina; a causa de esto se pierde la referencia de intensidad y por
tanto su validez, a partir de ese instante, como sensor de temperatura.
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Figura 36. Agua pura con Rodamina (0.025g/l) a la que se ha aplicado el protocolo de enfriamiento ultrarrapido. Se

muestra una imagen ampliada a 400X de la zona superior izquierda del lugar tratado. En ella se puede observar la

presencia de hielo en la zona no tratada y una estructura opaca que bien pudiera ser agua vitrificada o cristales de
hielo de tamafio muy inferior al presente en la otra regién

3.2.EMPLEO DE TERMOPARES

El método mds sencillo y econdmico para determinar la temperatura de una muestra es en
principio el uso de termopares como dispositivos sensores.

Un termopar en definitiva consiste en el aprovechamiento del efecto Seebeck al realizar la
conexién entre dos metales de caracteristicas diferentes; se produce una caida de tensién que
es funcién de la diferencia de temperatura entre el extremo comun en que se unen ambos
metales (conocido como punto caliente) y el otro extremo conocido como punto frio. La
diferencia de tension que aparece entre ambos metales cambia directamente con la
temperatura, es decir, al aumentar la temperatura de la muestra aumenta también el voltaje
en una forma proporcional. Dependiendo del tipo de metales que se empleen en la
construccion del termopar pueden medirse diferentes intervalos de temperatura, en particular
cuando se utilizan cobre y constatan (aleacién de cobre y niquel), se pueden medir
temperaturas entre -1902C y 3002C.

En la tabla siguiente se muestra una clasificacion de los principales tipos de termopares que
se pueden emplear en la practica:
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Tipo Alcance T2 (2C) Material y aleacion (+) vs. (-)
Metal - Base
E -270 a 1000 Niquel — Cromo vs. Cobre - Niquel
J -210a 1200 Hierro vs. Cobre - Niquel
T -270a 400 Cobre vs. Cobre — Niquel
K -270a 1372 Niquel — Cromo vs. Niquel — Aluminio
M -270a 1300 Niquel — Cromo - Silicio vs. Niquel — Silicio - Magnesio
Tabla 5. Clasificacion de los diferentes tipos de termopares constituidos por metal -Base.
Tipo Alcance T2 (2C) Material y aleacion (+) vs. (-)
Metal - Noble
R -50a1768 Platino — 13% rodio vs. platino
S -50a1768 Platino — 10% rodio vs. platino
B 0a 1820 Platino —30% rodio vs. Platino — 6% rodio

Tabla 6. Clasificacidn de los diferentes tipos de termopares constituidos por metal —Noble.

Por el rango de temperaturas en la que pretendemos trabajar (-150 a 379C) y por su
economia el tipo de termopar mds apropiado para emplear en este sistema es el tipo T, es decir
el uso de cobre en uno de sus terminales y constatan en el otro.

En la implementacién practica del sistema de vitrificacidon ultrarrdpida, aparte del uso
fallido de la rodamina, se han empleado con éxito termopares de tamafno adecuado (acorde
con el tamano de los capilares de policarbonato empleados; concretamente en el sistema se
han utilizado dos termopares:

= Uno de los termopares se instalara lo mas préoximo posible a la muestra con objeto de
sensar la temperatura a la que se encuentra la misma. La diferencia de tension surgida
entre los terminales del sensor son captados por una tarjeta de adquisicion de datos a
través de la cual se obtienen en el sistema de control datos en tiempo real de Ila
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temperatura de la célula generando la sefial de control oportuna de actuaciéon sobre el
dispositivo laser, permitiendo en todo momento seguir la referencia de 372C.

= Un segundo termopar se colocard en contacto con el medio criogénico con objeto de
tener monitorizado en todo momento, pero especialmente en el arranque del sistema,
la temperatura del entorno. Con objeto de permitir que desde el primer instante la
temperatura de la muestra se encuentre dentro de parametros donde las células
puedan sobrevivir se aplica una sefal de referencia a seguir por la temperatura
descendente hasta alcanzar los -1502C para después mantener constante este valor. La
actuacion sobre el fluido criogénico se realiza actuando sobre sendas electrovalvulas
gue mezclan nitrégeno gaseoso caliente con nitrégeno gaseoso enfriado al pasar a
través de un serpentin por nitrégeno liquido, en una proporcién tal que se logre
alcanzar la temperatura de referencia.

Las caracteristicas mas destacadas de estos sensores de temperatura son principalmente:

- Resultan econdmicos, frente a otras alternativas.

- Intercambiables.

- Disponen de conectores estandar.

- Capaces de medir un amplio rango de temperaturas.

- Pueden fabricarse termopares suficientemente pequefios como para medir
temperaturas de muestras celulares.

- Presentan no obstante unas limitaciones en la exactitud; no obstante, para el caso que
nos ocupa en el que se pretenden medir velocidades de enfriamiento del orden de
10°%C/s, pueden resultar irrelevantes.

Si bien esta técnica se ha utilizado en la implementacién de la configuracion del sistema d
vitrificacidn, se presenta a continuacidon una técnica novedosa que permitira determinar con
exactitud la temperatura aprovechando el analisis espectral de la radiacién electromagnética
dispersada (scattering) por la muestra al ser sometida a la accion de una fuente monocromatica
(Iaser): efecto Raman.

3.3.ESPECTROSCOPIA RAMAN

Como técnica alternativa a las anteriormente mencionadas para la determinacién de la
temperatura de la muestra a criopreservar (sin interaccionar de ninguna forma sobre la
muestra de forma que no se alteren el comportamiento de las células por el solo hecho de
realizar la medida), se plantea el uso de las caracteristicas propias del espectro Raman del
agua.
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El analisis mediante espectroscopia Raman se basa en hacer incidir un haz de luz

ESPECTRO RAMAN

monocromatica de frecuencia v, sobre una muestra cuyas caracteristicas moleculares se
desean determinar, y examinar la luz dispersada por dicha muestra. La mayor parte de la luz
dispersada presenta la misma frecuencia que la luz incidente pero una porcién muy pequefia
presenta un cambio de frecuencia como resultado de la interaccion de la luz con la materia. La
luz que mantiene la misma frecuencia v, que la luz incidente se conoce como dispersion
Rayleigh y no aporta informacién alguna sobre la composicion de la muestra analizada. La luz
dispersada que por su parte presenta frecuencias distintas a la de la radiacién incidente, es la
que proporciona informacién sobre la composicion molecular de la muestra y es la que se
conoce como dispersién Raman. Las nuevas frecuencias +v,- y —V,- son las frecuencias Raman,
caracteristicas de la naturaleza quimica y el estado fisico de la muestra e independientes de la
radiacion incidente.

incident light scattered light

sample

/---Raman-scattered light ( new wavelength)

Figura 37. Emisidn de luz dispersa (scattered light) tras incidir luz incidente (incident light) sobre la muestra. Algunas
de las componentes de luz dispersada constituiran el espectro Raman, presentando componentes de frecuencia
diferentes a las de la radiacion incidente.

Fuente: Immunome Research 2010

Las variaciones de frecuencia observadas en el fenédmeno de dispersion Raman, son
equivalentes a variaciones de energia. Los iones y atomos enlazados quimicamente para formar
moléculas y redes cristalinas estan sometidos a constantes movimientos vibracionales y
rotacionales; estas oscilaciones se realizan a frecuencias bien determinadas en funcion de la
masa de las particulas que intervienen y del comportamiento dindmico de los enlaces
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existentes. A cada uno de los movimientos vibracionales y rotacionales de la molécula le
correspondera un valor determinado de la energia molecular.

Cuando los fotones del haz de luz incidente, con energia hv, (donde h es la constante de
Planck) es mucho mayor que la diferencia de energia entre dos niveles vibracionales (o
rotacionales) de la molécula, chocan con ella de tal forma que la mayor parte la atraviesan pero
una pequefia fraccion es dispersada (del orden de un foton por cada 10" incidentes)
pudiéndose interpretar de la siguiente forma: el fotdn incidente lleva a la molécula
transitoriamente a un nivel de energia vibracional (o rotacional) superior no permitido, el cual
abandona rdpidamente para pasar a uno de los niveles de energia permitidos emitiendo un
fotdn; la frecuencia a la cual resulta liberado este fotdon dependera del salto energético
realizado por la molécula, pudiendo distinguirse dos casos:

= Sj el resultado de la interacciéon fotén-molécula es un fotén dispersado a la misma
frecuencia que el fotdn incidente, se dice que el choque es eldstico ya que no el fotdn
ni la molécula sufren variaciones en su estado energético; la molécula vuelve al mismo
nivel de energia que tenia antes del choque y el fotén dispersado tiene la misma
frecuencia vy que el incidente, dando asi lugar a la dispersién Rayleigh.

= Siel resultado de la interaccion foton-molécula es un fotdn dispersado a una frecuencia
diferente de la incidente, se dice que el choque es inelastico (existe transferencia de
energia entre la molécula y el fotdn); en este caso pueden darse dos fenédmenos:

0 Siel fotdn dispersado tiene una frecuencia menor a la del incidente, se produce
una transferencia de energia del fotdn a la molécula que, después de saltar al
estado de energia no permitido, vuelve a uno permitido mayor al que tenia
inicialmente; el fotén es dispersado con frecuencia vy — v, y se produce la
conocida como dispersién Raman Stokes.

0 Si el fotdon tiene una frecuencia superior a la del incidente se produce una
transferencia de energia de la molécula al fotdn; esto implica que la molécula,
inicialmente antes del choque no se encontraba en su estado vibracional
fundamental sino en uno de mayor energia y después del choque pasa a este
estado. El fotdn es dispersado con frecuencia vy + v, y se produce la conocida
como dispersién Raman anti-Stokes.
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Figura 38. Clasificacidon de los diferentes tipos de termopares constituidos por metal -Base.

Cada material tendrd un conjunto de valores v,. caracteristicos de su estructura poliatdmica
y de la naturaleza de los enlaces quimicos que la forman.

El espectro Raman recoge estos fendmenos representando la intensidad dptica dispersada
en funcién del nimero de onda normalizado v al que se produce.

APLICACION DEL ESPECTRO RAMAN COMO SENSOR DE TEMPERATURA

La técnica de la espectroscopia Raman esta bien definida como un método para medir
concentraciones en gases o liquidos con el fin de investigar la estructura molecular de
sustancias puras y medir temperaturas en llamas o en flujos de gases a alta temperatura.

Hay dos efectos diferentes que se pueden emplear para medir temperaturas de cuerpos
empleando la técnica de la espectroscopia Raman.

= El primer efecto se basa en la ratio entre las moléculas de gas que estan en un estado
vibracional excitado y las moléculas de dicho gas que por el contrario se encuentran en
un estado de reposo. Esta relacién depende de la temperatura a la que se encuentra el
gas de acuerdo con la ley de Boltzman. El efecto requiere que las temperaturas del gas
se encuentren por encima de los 1000 K, dado que en otro caso el numero de
moléculas en un estado excitado no sera significativo. La aplicacion mas habitual de la
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espectroscopia Raman es en este sentido el medir la temperatura en una llama. En este
caso la temperatura de las llamas se puede calcular como una relacion entre los picos
stokes y antistokes de un cierto componente como el nitrégeno por ejemplo o a través
de la forma de la linea vibracional del nitrogeno por ejemplo (Schrader, 1995).

= Un efecto completamente diferente permite medir la temperatura del agua liquida
mediante el uso de la espectroscopia Raman. La forma del espectro Raman del agua
liguida es bastante diferente de la forma de dicho espectro en el caso del agua en
estado de vapor debido a que los enlaces de hidrégenos afectan a la vibracion de los
enlaces OH. El nimero de enlaces de hidrégeno depende de la temperatura y la forma
del espectro Raman del agua liquida cambia por lo tanto también con la temperatura.

Walrafen describid la influencia de los enlaces de hidrdogeno en la linea vibracional cercana
a los 3652 cm™ ya en 1976. El ya sugirié una dependencia de la temperatura de la forma del
pico Raman en la regién entre 3000 y 3800 cm™. Walfaren y Fujita e lkawa (1989), mas tarde,
utilizaron este efecto para determinar la estructura molecular del agua liquida y determinar la
energia de enlace de los enlaces de hidrégeno mediante el uso de espectroscopia Raman y
espectroscopia infrarroja.

Leonard y alumnos (1979) llevaron a cabo un primer intento de usar este efecto para la
medicion de la temperatura del agua en los inicios de la década de los 70. Desarrollé el
esqueleto de un sistema LIDAR para medir la temperatura del gua del océano sobre grandes
areas del mismo. Midié las temperaturas a 100 metros por debajo del nivel de la superficie del
agua. Dentro de una profundidad de 3 metros consiguié un promedio de 1 K. Schwaiger
(1992) empled por su parte el mismo efecto para medir temperaturas de gotas de agua.

J. Karl, M. Ottman y D. Mein en sus trabajos aplicaron la espectroscopia Raman para medir
la distribucidn de temperatura del agua a lo largo de un haz laser.

ESPECTRO RAMAN DEL AGUA LIQUIDA

La dispersion Raman es un proceso ineldstico de dispersién de la luz. Una molécula puede
dispersar luz de cualquier longitud de onda bien elasticamente (sin desplazamiento de longitud
de onda) o ineldsticamente, en cuyo caso la luz dispersada es desplazada a una longitud de
onda diferente. El primer caso se denomina como dispersion Rayleigh y el segundo es conocido
como dispersién Raman. Las dispersiones ineldsticas de la luz incidente implican que una cierta
cantidad de energia queda en la molécula. La pérdida de energia de los cuantos de luz
dispersada corresponde con la energia de una cierta vibracién de la molécula ocasionada por el
proceso de dispersion.
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Agquellas vibraciones de la molécula como por ejemplo las vibraciones de estiramiento o
rotacionales, son propias y caracteristicas de la molécula. Esto permite utilizar la
espectroscopia Raman en analisis quimico cuantitativo o investigar la estructura de la molécula.

El desplazamiento Raman de una cierta molécula depende de la energia de la vibracién de
una molécula, de su estructura, de la distancia atémica y de los correspondientes pesos

atomicos.

NS Y2 & :k-\‘f_ Vy

(a) (b) (c)

Figura 39. Modos vibracionales de las moléculas de agua. (a) vibracidn de curvatura (b) vibracidn por estrechamiento
asimétrica (c) vibracion por estrechamiento simétrico

Este efecto reduce la energia de vibracion asociada a los estrechamientos de los enlaces de
los O-H y reduce el desplazamiento Raman. El pico del agua liquida es mucho mas amplio que
el pico del vapor a causa de que el dngulo entre los enlaces OH y el enlace de hidrégeno puede
ser muy diferente. La influencia de los enlaces de hidrégeno en la vibracion de estrechamiento
de los enlaces O-H depende del dngulo entre el enlace de hidrégeno y los enlaces OH.

Raman spectra vapour phase (row 166)
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Figura 40. Espectro Raman de una muestra de vapor de agua
Fuente: M. Goldbrunner, J. Karl, D. Hein
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Raman spectra vapour phase (row 166)
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Figura 41. Espectro Raman de una muestra de agua liquida
Fuente: M. Goldbrunner, J. Karl, D. Hein

La forma de los picos agua liquida cambia con la temperatura como se muestra en la figura
42.

Warafen explico este efecto con una reaccién de equilibrio dependiente de la temperatura
entre los hidrégenos enlazados y los hidrégenos no enlazados de los osciladores OH en
estrechamiento y expansidn en agua liquida. El nimero de enlaces de hidrégeno establecidos
decrece a medida que se produce un aumento de la temperatura.

Este efecto puede ser utilizado para medir temperaturas del agua con un error de +22K
utilizando un algoritmo descrito en Karl and Weiss, en 1997.

La figura siguiente muestra la forma del espectro Raman medido para el agua liquida a
temperaturas entre 30 y 100 2C. Después de la extraccion de la linea base se observa que los
picos de la curva del espectro del agua normalizados se cruzan todos en el mismo punto (punto
isosbéstico) tal y como es documentado por Walfaren.

La estructura molecular real del agua liquida es bastante complicada pero en términos
sencillos se puede decir que el pico del agua consta realmente de dos picos con maximos en
577,6 nm y 589,4 nm que representan los hidrogenos enlazados de los enlaces OH y los
hidrégenos no enlazados de los enlaces OH no enlazados.
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Figura 42. Espectro Raman del agua para temperaturas entre 30 y 1002C
Fuente: M. Goldbrunner, J. Karl, D. Hein

La forma de las diferencias en el espectro entre los dos picos relevantes (577,6 y 589,4 nm)
resultan utiles para obtener la relacion entre los picos de intensidad de los hidrégenos
enlazados y los hidrégenos no enlazados de las moléculas.

Asumiendo un equilibrio dependiente de la temperatura entre los osciladores por
estrechamiento de los hidrégenos enlazados y de los hidrégenos no enlazados, este equilibrio
puede ser interpretado ademas como un equilibrio entre hidrégenos enlazados (polimero) y los
hidrégenos no enlazados (mondmeros) de las moléculas de agua.

La relacion de concentracion de los enlaces establecidos representa la constante de
equilibrio de este equilibrio. Esta constante de equilibrio se puede expresar a través de la
entalpia de los enlaces de hidrégeno AH y la entropia (Atkins, 1986)

)— AH0+RAS°
~ RT

(i) = (=
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Asumiendo que los hidrégenos enlazados y lo no enlazados de los enlaces O-H del agua
causan picos en el espectro Raman con una seccién cruzada diferencial Sy y Sp la ecuacion
anterior se puede escribir como:

Sulp\  AH®
! ( ): —_ +RAS®
"s,n,) - RT T

O bien, estableciendo la relacién entre la ratio de las intensidades y la temperatura:

Ip 1
ln(E) = C1T+Cz
Aplicando aproximacion lineal por el método de los minimos cuadrados a los valores
experimentales midiendo las intensidades para diferentes temperaturas se determina el valor
de los coeficientes c; y c,. Utilizando el principio de Vant Hoffs para calcular la entalpia de los
enlaces de hidrégeno AH® obtenemos para c; un valor de 10.47 10° KJ/kmol que resulta ser una
buena aproximacién a las entalpias publicadas.

Si la relacidon entre las intensidades de los picos del espectro I—P se determina a partir de los
M

datos medidos, la temperatura del agua puede ser calculada a través de:

_— 1 _ 1259,66 K
In (II—;) —c In (II—;) —-3.92

Asi pues si empleando algun procedimiento de evaluacién de la temperatura
determinamos el valor de los niveles de sendos picos, en nuestro sistema de control serd facil
calcular el valor de la temperatura estimada para emplearlo como medio para actuar sobre el
laser y conseguir que siga la sefial de referencia.

PROCEDIMIENTOS PARA EVALUAR LA TEMPERATURA MEDIANTE ESPECTRO RAMAN

Hay dos métodos principales para obtener la relacidon de intensidad entre los picos del
espectro Raman. El primer método requiere del uso de un monocromador o un espectrografo
tal y como se ha mencionado anteriormente y utiliza toda la informacién espectral para la
evaluacion de la temperatura. El espectrégrafo o monocromador proporciona un espectro

Raman completo permitiendo calcular la relacién I—P con bastante precision, y por tanto estimar
M

la temperatura.
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La principal ventaja de este método es que cualquier sefial Rayleigh, Mie o fluorescencia
puede ser separada y eliminada facilmente.

La extraccion de la linea base se puede hacer automdticamente utilizando un
procedimiento de ajuste lineal que separe las sefiales del espectro. El procedimiento de
procesamiento de imagen presentado por Karl y Weiss en 1997 proporcionan temperaturas
con un error de menos de * 22K dentro del rango de temperaturas de 209Cy.

El segundo método para obtener las temperaturas del agua utiliza filtros de interferencia
tipo paso banda estrecha. La idea es utilizar dos filtros paso de banda estrecha que transmitan
principalmente las sefiales Raman de los hidrégenos enlazados y los no enlazados de los
enlaces O-H.

El haz laser puede ser expandido mediante a una lamina de luz. Una cdmara CCD muestrea
la luz dispersada con o sin un espectrégrafo. Las dos imagenes de la lamina de agua tomadas
con diferentes filtros de interferencia son necesarias para evaluar la distribucién de Ia
temperatura del agua.

Utilizando dos filtros de interferencia con una longitud de onda central en la longitud de
onda Raman de los hidrdgenos enlazados y los no enlazados se hace posible obtener la relacion
entre intensidades a partir de dos mediciones separadas con sendos filtros. Utilizando la linea
azul de un laser de argén ion a 488 nm se requiere el uso de dos filtros paso de banda cercana
a 577 nmy 589 nm.

Es evidente que la relacion de las intensidades transmitidas a través de filtros depende de
la temperatura del agua. La integracion de los espectros proporciona la intensidad total
transmitida a través de los filtros.

Este método, denominado, de dos colores tiene que tratar con tres importantes
problemas:

= Los filtros de interferencia paso banda de banda estrecha son habitualmente filtros del
tipo Fabry-Perot que operan con el mismo principio que los interferémetros Fabry-
Perot. La longitud de onda central real del filtro depende del dangulo de incidencia. Es
obvio que este efecto causara errores severos y sélo es valido para calcular valores de
temperatura del agua a partir de la relacidn de intensidades si el angulo de incidencia
es muy pequenio.
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El segundo problema del método de los dos colores es causado por la fluorescencia.
Altas tasas de fluorescencia incrementan las intensidades de los picos de 578 nm y 590
nm y por tanto distorsionan la relacion entre las intensidades de los picos.

Con agua pura la mayor parte de la sefal de fluorescencia se origina de la superficie del
agua. La reflexion y la dispersion de la luz laser sobre la superficie sdlida del agua
generan fluorescencia adicional con lo que mejora la tasa de fluorescencia total.

Para cualquier aplicacién de la técnica de los dos colores el tercer efecto serd el mas
importante. Cualquier disolvente o particula causan fluorescencias adicionales que
podrian ser incluso mas intensas que la sefial Rayleigh. La suciedad de la ventana del
laser y espejos mejorara la fluorescencia también.

La mejor forma para eliminar el error causado por la fluorescencia es medirla utilizando
un espectrografo.

CALENTAMIENTO DE LA MUESTRA MEDIANTE LASER

Uno de los problemas a resolver en el sistema de vitrificacion por laser que se esta

proponiendo es precisamente el nucleo del sistema: écdmo conseguir que la muestra, en su

mayor parte agua, se caliente por accién del laser?

En la figura siguiente se muestra la absorcidn del agua para diferentes longitudes de onda
de una radiacion electromagnética con objeto de decidir que mecanismo podemos emplear

para lograr un adecuado calentamiento de la muestra empleando radiacién laser.
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Figura 43. Curva de absorcion de radiacion electromagnética del agua
Evidentemente la solucién mas econdmica es emplear radiacion laser que opere en el
rango del visible, es decir la region del espectro electromagnético que el ojo humano es capaz
de percibir, siendo el rango tipico en el que responderia un ojo humano el que se extiende
entre 400 y 700 nm. Con objeto de comprobar si es posible utilizar directamente una fuente
l[dser en esta banda como medio de calentamiento se muestra a continuacién la curva de
absorcién para el agua en el espectro visible:

Espectro visible por el ojo humano (Luz)
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Figura 44. Descomposicion del espectro visible.
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Figura 45. Absorcidn de la radiacion electromagnética por parte del agua en espectro visible.

Como puede comprobarse en las curvas anteriores el agua es practicamente transparente a
la radiacién electromagnética en el rango del visible, por lo que para su uso directo se
requeriria de un laser muy potente de tal forma que la mayor parte de su radiacion se estaria
desperdiciando. No es por tanto una solucidn técnicamente eficiente. Se plantean por lo tanto
las siguientes alternativas.

= Utilizacién de laser infrarrojo: a la luz de la forma de la curva de absorcién de radiacion
electromagnética por parte del agua en el espectro de luz visible se comprueba que es
poco eficiente emplear este tipo de laser para calentar la muestra; no obstante la curva de
absorcion electromagnética, en el espectro infrarrojo (situadas inmediatamente a
continuacién de la luz roja extendiéndose entre longitudes de oda de 780 nm a 1mm)
presenta sendos maximos interesantes a 1455 nm y 1930.5 nm respectivamente tal y
como se muestra a continuacion:

Como puede observarse, el maximo relativo de la curva se alcanza a la longitud de onda de
1930.5 nm donde la absorcidn es minima; no obstante debido a lo elevado de la pendiente
en el entorno de dicha longitud de onda se tiene un pico muy estrecho, de tal forma que
es dificil y muy costoso desde el punto de vista del control mantener esta frecuencia
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Figura 46. Absorcidn de la radiacion electromagnética por parte del agua en espectro infrarrojo.

Es por ello que se opta como posible solucion para calentar la muestra el uso de
dispositivo laser a frecuencia infrarroja de 1455 nm.

Utilizacion de laser en el espectro visible: evidentemente si bien el uso de un laser de
radiacion infrarroja es una solucién plausible el uso de dispositivos laser que operan en el
espectro visible resulta una opcién notablemente mas simple y econdmica. Si bien su uso
directo sobre la muestra no es factible debido a lo reducido del coeficiente de absorcién
de agua en esta banda es posible lograrlo principalmente de dos formas:

0 Utilizaremos un dispositivo |aser que emita en el espectro de la luz visible. Por
ejemplo se ha utilizado para los diferentes experimentos un laser de luz verde.
Con objeto de aumentar la absorcién de la radiacion electromagnética de la
muestra utilizaremos un colorante no téxico y que no altere el comportamiento de
las células a criopreservar; si utilizamos un laser verde lo ideal serd utilizar un
colorante rojo que permita absorber gran parte de dicha radiacion y lograr un
calentamiento de la muestra mucho mds rapido y eficiente. Este sistema es
compatible con cualquiera de las técnicas de determinacion de la temperatura:
uso de rodamina (puede emplearse esta misma rodamina como colorante y
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seleccionar un laser de luz visible que emita en una frecuencia adecuada en el
espectro visible), empleo de termopar y espectroscopia Raman.

0 Si optamos por emplear como sensor de temperatura para el sistema de
vitrificacion mediante radiacion laser un elemento termopar, que no es mas que
un elemento metalico (punto caliente) al que se conectan dos metales de
propiedades distintas y que generan una diferencia de tension relacionada con la
temperatura, es posible utilizar este mismo elemento para lograr calentar la
muestra; apuntaremos el laser de luz verde (utilizado durante las experiencias)
directamente sobre el termopar, logrando un doble objetivo: por un lado al
calentarse el termopar, por conduccidon se transferird el calor a la muestra
circundante, y por otro permitird conocer en cada instante la temperatura a la que
se encuentra la muestra tanto durante la fase de accion del laser como cuando
este se apaga y tiene lugar el proceso de vitrificacion. Este sistema es el que se ha
utilizado en el set-up montado con objeto de logar la vitrificacion; se utiliza para
calentar la muestra un laser verde y como medio indirecto para lograr el
calentamiento de la muestra, el propio termopar que se utiliza para sensar la
temperatura y decidir, en virtud de una determinada ley de control, la acciéon a
ejercer sobre el propio laser.

5. ESQUEMA DE SISTEMA DE VITRIFICACION REALIZADO

Una vez planteadas las opciones para resolver los principales problemas a que debe
enfrentarse la técnica de vitrificacion ultrarrapida de muestras bioldgicas (modeladas como
agua pura desde el punto de vista matematico) mediante el uso de luz laser pasamos a
describir el sistema (set-up) montado inicialmente:

- Con objeto de lograr un medio externo de muy baja temperatura (-1502C) se utilizdé un
recipiente de nitrégeno gaseoso a cuya salida se le acopla una unién tipo T d forma que
se generan dos caminos para el gas: uno de ellos directo y otro se hace pasar mediante
un serpentin a través de un recipiente conteniendo nitrégeno liquido de forma que por
conduccidn se consigue que el nitrégeno gaseoso alcance temperaturas muy reducidas.

La clave de este sistema para conseguir de forma controlada un medio de baja
temperatura se encuentra en mezclar el nitrégeno gaseosos que discurre por estos dos
caminos y que se encuentran a diferentes temperaturas. Para ello en el extremo final
de estos trayectos se acoplan sendas electrovdlvulas cuya apertura y cierre controlado
por ordenador permitird realizar la mezcla de la forma mas adecuada posible. Las
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salidas de sendas electrovalvulas se interconectan entre si mediante otra union tipo T,
alcanzando asi la mezcla el capilar de policarbonato en el que se situara la muestra.

Con objeto de sensar en todo momento la temperatura del entorno frio se utilizard un
dispositivo termopar en contacto con el nitrégeno gaseoso y conecta a una tarjeta de
adquisicion de datos. La diferencia de tensién que se genera con las diferentes
temperaturas permitira al sistema de control no solo conocer dicha temperatura sino
actuar sobre las electrovalvulas (también conectadas a la tarjeta de adquisicion de
datos) para mantener un perfil de temperaturas adecuada; este perfil en los instantes
iniciales del funcionamiento del sistema sera una linea recta decreciente hasta alcanzar
la temperatura deseada de -1502C.

La muestra bioldgica a criopreservar se instala en un capilar de policarbonato (presenta
una adecuada transferencia de calor) y serd sometida exteriormente a la accion por
conduccidn del nitrégeno gaseoso. La transferencia se realizard por conduccién y no
por conveccidn ya que si bien esta Ultima es mucho mas eficiente, resulta mas dificil de
controlar.

El elemento fundamental de la técnica de vitrificacion ultrarrapida propuesta es sin
duda el elemento laser. Se utiliza, por su mayor economia y facilidad de control un
laser de luz visible de color verde. Este laser se apuntara directamente a un segundo
termopar instalado en el interior del capilar en contacto con la muestra a criopreservar
de forma que sera este sensor quien directamente reciba la accién del laser y por
conduccion se la traslade al resto de la muestra; de esta forma evitamos la necesidad
de utilizar ningun tipo de colorante y logramos calentar la muestra de forma muy
eficiente.

El guiado de la luz laser desde el dispositivo hasta la muestra se realizard empleando
uno de los canales de un microscopio permitiendo gracias a su objetivo focalizar la
radiacidn sobre las células.

El termopar utilizado indirectamente para calentar la muestra se encuentra conectado
a una tarjeta de adquisicion de datos que permitird al sistema de control conocer en
todo momento la temperatura de la muestra de tal forma que de acuerdo a una
determinada ley de control se pueda actuar sobre el laser y lograr que se siga una
determinada referencia (temperatura de 372C).
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6. CONCLUSIONES

El objeto principal de este proyecto ha sido desarrollar tanto desde el punto de vista
matematico como de su implementacién practica, un sistema que permita la vitrificaciéon de
pequefias muestras celulares con una velocidad suficientemente elevada como para evitar la
formacion de hielo intracelular y extracelular sin necesidad de emplear cantidades relevantes
de sustancias crioprotectoras que pudieran resultar toxicas.

El sistema que se ha propuesta se basa en el uso de radiacién laser para calentar la muestra
en combinacion con la accién de nitrégeno gaseoso sobre un capilar de policarbonato que
proporciona un entorno con una temperatura muy baja (entorno a -1509C) de tal forma que
anulando en un momento determinado el efecto del ldser la muestra quede sometida a un
fendmeno de conduccidn que transporte el calor hacia zonas mas frias, con una velocidad de
enfriamiento  notablemente elevada. Se ha comprobado tanto tedrica como
experimentalmente que pueden alcanzarse tasas de enfriamiento en torno a 10° 2C/s, en
funcion del tamafio de la muestra.

El interés por desarrollar este sistema radicaba, en su origen en explorar un posible camino
gue permitiese la criopreservacion de dvulos humanos, algo que hasta hace pocos afios era
tarea harto imposible. Si bien esta técnica que aqui se propone resulta viable, el devenir del
tiempo ha permitido el desarrollo de técnicas basadas en el uso de combinaciones apropiadas
de sustancias crioprotectoras, que sin ser toxicas para dichas células (especialmente sensibles a
la presencia de tales sustancias), evitan la formacién de hielo durante el proceso de inmersion
directa en nitrégeno liquido, de tal forma que se logra el objetivo deseado con rapidez y de
modo econdmico, sin necesidad de someter a las células a radiacion electromagnética. Es por
tanto que esta técnica aqui propuesta no sera viable comercialmente, aunque pudiera tener
aplicacién en algin campo.

El sistema implementado utiliza, tal y como se ha comentado anteriormente, termopares
para llevar a cabo las mediciones de temperatura y a partir de ellas decidir la accién a realizar
sobre el dispositivo ldser. Como posible mejora a dicho sistema se propone sustituir tales
sensores por un espectrégrafo Raman, que permita medir los picos caracteristicos del espectro
(con ayuda de una cdmara CCD) y de esta forma estimar la temperatura. Esta técnica propuesta
permitird implementar el sistema de vitrificacién sin necesidad de utilizar termopares, de una
forma fiable pero también permitira, sin alterar la muestra durante el proceso de medida
obtener una calorimetria de la célula que puede proporcionar mucha informacién acerca de los
procesos que tienen lugar en la misma.
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Figura 47. Imagen de un évulo humano. Lograr su criopreservacion fue un reto durante varios afios. El presente
trabajo explora uno d los posibles caminos para lograrlo aunque no la mas implementable actualmente, gracias al
desarrollo de técnicas mas sencillas basadas en la utilizacion de adecuadas combinaciones de crioprotectores.

En los apéndices Il y lll se adjunta la memoria de propuesta de proyecto de investigacion
que se elaboré con objeto de solicitar fondos para el desarrollo del sistema aqui mencionado.
En dicha memoria se recogen las experiencias realizadas en este sentido, los modelos
matematicos de comportamiento de la célula, (tanto bidimensionales como tridimensionales)
asi como las ventajas que supone el aprovechamiento de la forma del espectro Raman del agua
para la obtencidn de la temperatura de la muestra. La investigacién que se proponia asi como
los resultados y modelos matematicos aportados fue considerada por la direccion del Instituto
de Salud Carlos lll suficientemente interesante y prometedora como para que fueran
concedidos los fondos correspondientes, en el ambito de la investigacion biomédica.
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