Caracteristicas de
funcionamiento del MINC+°
Benchtop Incubator




Introduccién

El "incubador para el cultivo de embriones es, sin duda, la pieza méas importante del equipo de un laboratorio."!
Los incubadores para el cultivo de embriones deben proporcionar un entorno interno constante para estabilizar
las variables del cultivo como el pH y la temperatura. Ademas, un incubador ideal devolvera rapidamente las
condiciones internas a los valores de equilibrio después de producirse una alteracién, como la apertura de la
puerta para retirar una placa de cultivo. Es fundamental tener en cuenta estos factores a la hora de decidir qué
incubador concreto se utilizaré para el cultivo de embriones humanos.

Hace més de 20 afos, Cook Medical presenté el primer incubador de sobremesa para el cultivo de embriones,

el MINC® (mini-incubador). En su momento, sus caracteristicas de disefo fueron revolucionarias e incluian una
pequefa cdmara interior, calentamiento directo de la placa y humidificacién activa mediante gas forzado a

través de un matraz de humidificacién. Estas caracteristicas de disefio permitieron que el sistema alcanzara los
parametros ideales descritos anteriormente. Desde entonces, el MINC se ha convertido en el referente con el que
se miden otros incubadores de sobremesa.

Desde 2022, se ofrece a los laboratorios de cultivo de embriones un incubador mejorado que conserva todos
los beneficios del MINC original y que incluye muchas mejoras: el MINC+. A continuacién se describen diversas
de funcionamiento importantes y se explica por qué creemos que el MINC+ es el mejor incubador del mercado
para FIV.

Dinamica de la temperatura: equilibrio inicial y efectos de la apertura de la tapa

Dado que la estabilidad del cultivo es fundamental para el éxito de la FIV, surgen preguntas importantes a la
hora de evaluar los incubadores: Cuando se preparan las placas para el cultivo de embriones y se colocan en el
incubador, ;cuanto tiempo tarda el medio en alcanzar el equilibrio? ;Cémo afecta a la temperatura del medio
de cultivo el hecho de extraer una placa del incubador a temperatura ambiente para realizar observaciones de
rutina? ;Con qué rapidez se recupera cuando se vuelve a colocar la placa en el incubador? A continuacién se
presentan los resultados de los experimentos realizados para responder a estas preguntas.

Parte 1: Calentamiento de una placa con medio y aceite de temperatura ambiente a 37 °C cuando se
coloca inicialmente en el incubador.

Este estudio se disend para evaluar el tiempo necesario para que una placa con medio y aceite alcance la
temperatura consignada del MINC+ (37,0 °C) cuando los componentes parten de temperatura ambiente (20-21 °C)
y luego se colocan dentro de la cdmara del incubador. La Figura 1 muestra la dindmica de este cambio de
temperatura en gotas de medio de 30 pL cubiertas con una capa de aceite de 3 mm en placas de 35y 60 mm.
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La Figura 1 muestra la dindmica de la temperatura de una gota de medio de 30 pL cubierta con aceite en una placa de

350 60 mm que parte de temperatura ambiente (20-21 °C) y se introduce en el MINC+ cuando la temperatura consignada
del MINC+ es de 37,0 °C (a). Los datos muestran que la temperatura aumenta répidamente y se acerca al equilibrio (~37 °C)
de forma asintética. Al retirar la placa a temperatura ambiente entre 2 y 2,5 minutos, la temperatura desciende unos 7 °C (b) y,
a continuacion, tras volver a introducir la placa en la cdmara del incubador, la temperatura supera los 36 °C en una media

de 2,5 minutos, (placa de 35 mm) o 4 minutos (placa de 60 mm)y alcanza los 37 °C en aproximadamente 4 minutos (placa

de 35 mm)y 7 minutos (placa de 60 mm). Se colocé una unién de termopar tipo T de 40 Ga en la gota del medio durante
estas lecturas. El termopar se obtuvo de Omega Engineering (Norwalk, Connecticut, EE. UU.) y se validé con un termistor de
precision Fluke 5610-6-P. Para registrar la temperatura se utilizé un registrador de datos de termopar de 12 canales TM500 de
Extech Instruments (Nashua, New Hampshire, EE. UU.). Los datos de temperatura se capturaron cada 5 segundos. Se muestran
intervalos de confianza promedios de =95 %.




Parte 2: Pérdida de temperatura al abrir la tapa cuando la placa permanece sobre la superficie caliente

del incubador.

La figura 2 muestra la pérdida de temperatura de las microgotas en una placa de 35 mm preparada como se ha
descrito anteriormente, cuando se abre la tapa de la MINC+ durante periodos de tiempo variables mientras la
placa permanece en la incubadora. En el caso de la placa de 35 mm (2a), al abrir la tapa del incubador durante

5 segundos, la temperatura desciende solo ~0,1 °C. Incluso si se abre durante 25 segundos, se produce una
pérdida minima de temperatura, con una caida de solo 0,1 °C a 0,2 °C. La pérdida de temperatura es similar para
una gota en una placa de 60 mm, con una bajada de la temperatura de entre 0,0 °Cy 0,2 °C hasta 25 segundos.
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Figura 2. El grafico muestra la relacién entre la reduccién de temperatura de una gota de medio de cultivo en una placa de
35 mm cuando se mantiene abierta la tapa del MINC+ durante distintos periodos de tiempo, mientras la placa permanece
dentro del incubador. En el anélisis de regresién se observé una ligera dependencia de la disminucién de la temperatura

en funcién del tiempo (lineas discontinuas). Las mediciones de temperatura se obtuvieron como se describe en la leyenda

de la Figura 1y se recopilaron a razén de una lectura por segundo. Muchos de los puntos de datos tenfan valores idénticos
(p. €]., los 3 puntos a los 10 segundos tenian un valor de 0 °C). Para distinguir los puntos, algunos de los valores temporales se
compensaron en 0,1 °C para mostrar varios puntos en un mismo lugar del gréfico.

Dinamica de gases: recuperacion de la concentracién de CO, al cerrar la tapa

¢Con qué rapidez se recupera la concentracién de gas dentro del incubador después de abrir y cerrar
la tapa?

La Figura 3 muestra la concentracién de CO, medida dentro del incubador después de abriry cerrar la tapa. Las
mediciones se realizaron en 6 posiciones diferentes dentro del incubador. Se presentan el promedio y el error
estandar de las 6 mediciones. La concentracion se aproxima asintéticamente al equilibrio (6,43 %) y supera el 95 %

de ese valor a los 3 minutos.
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Figura 3. Se muestra la dindmica de la concentracién de CO, dentro de la cdmara del MINC+ después de abriry cerrar la tapa.
Los datos representan el promedio * error estdndar en intervalos de 2 segundos. Las concentraciones de didxido de carbono se
midieron utilizando un sensor de CO, calibrado al 10 % K30 y el software Gaslab de CO2meter.com a intervalos de 2 segundos.
Se midié la concentracién de CO, de la fuente de gas en un 6,43 %y se utilizé en nuestro laboratorio para mantener el pH del
medio a un nivel deseado (consulte la referencia 3 para obtener informacién detallada sobre el pH en el cultivo de embriones).



Analisis

En este documento proporcionamos una descripcién general de algunas de las caracteristicas de funcionamiento
del nuevo MINC+ Benchtop Incubator de Cook Medical. Cook cuenta con una larga trayectoria en el campo de la
fecundacion in vitro clinica y es consciente de la importancia de la uniformidad para obtener resultados de calidad.
El MINC+ se ha disefado para proporcionar el mismo nivel de estabilidad y rendimiento que el incubador de
sobremesa original, el MINC, pero con caracteristicas y beneficios adicionales.

Por lo general, se considera primordial mantener un entorno controlado en el cultivo de embriones humanos con
el fin de lograr resultados 6ptimos."? Esto incluye pardmetros como la temperatura, el pH y la osmolalidad del
medio de cultivo. Por lo tanto, la eleccion del incubador para el cultivo de embriones es fundamental para lograr
un sistema de cultivo de embriones de calidad.

A continuacién describimos los resultados de los estudios disefiados para evaluar las caracteristicas de
funcionamiento del nuevo MINC+ Benchtop Incubator de Cook Medical.

En el primer estudio, se evalud la velocidad de cambio de la temperatura ambiente a 37 °Cy también de 30 a 37 °C,
estando esta Ultima temperatura asociada a la retirada de las placas del incubador entre 2 y 2,5 minutos, como

se haria para realizar un control de la fecundacién y del desarrollo embrionario. El tiempo necesario para volver

al equilibrio térmico después de abrir la tapa es similar al tiempo evaluado previamente con el incubador MINC
original.*® Estos resultados no fueron sorprendentes, teniendo en cuenta que en el incubador MINC+ se utiliza el
mismo sistema de calentamiento que en el incubador MINC original.

El segundo estudio se disend para evaluar la pérdida de temperatura de una gota de medio en una placa cuando
esta permanecia en la superficie del incubador cuando se abria la tapa durante un tiempo previsto necesario para
retirar una placa de la incubadora (segin lo determinado en este y otros estudios).® Teniendo en cuenta el método
tan eficaz de mantenimiento de la temperatura en los incubadores MINC, solo se detecté un efecto muy pequefio
de la apertura de la tapa en la temperatura de la gota. En una placa de 35 mm, la temperatura solo se redujo entre
0,1y 0,2 °C entiempos de apertura de la tapa de entre 5y 25 segundos. En el estudio que investigd el mismo
efecto en una placa de 60 mm, la pérdida de temperatura fue la misma que en la placa de 35 mm (0,2 °C).

La temperatura es un pardmetro fundamental en un sistema de cultivo de embriones. Las fluctuaciones de
temperatura pueden afectar negativamente al huso meidtico en ovocitos maduros,® a la cinética de desarrolloy a
la calidad y metabolismo del blastocisto.” Estos resultados demuestran el valor del sistema avanzado de control
de temperatura empleado tanto en el incubador MINC+, como en el MINC original. Retirar las placas de la camara
del MINC+ para su evaluacién tendré un efecto insignificante en la temperatura de los medios de otras placas que
permanezcan en la camara.

El tercer estudio presenta pruebas adicionales de que el disefio del MINC+ es eficaz en lo que respecta al
mantenimiento del entorno de cultivo de embriones durante su uso rutinario. Tras abrir y cerrar la tapa, la
concentracién de CO, volvié a valores préximos al equilibrio en aproximadamente 3 minutos. La cinética de esa
recuperacion deberia reducir las fluctuaciones de pH en el medio de cultivo como consecuencia de la apertura de
la tapa.

El mantenimiento del pH del medio es fundamental para el correcto desarrollo del embrién.8 Esto puede ser
especialmente cierto en los estadios iniciales del desarrollo previo a la implantacién, ya que los ovocitos no
fertilizados de varias especies de mamiferos carecen de algunos mecanismos de intercambio iénico para regular
el pH intracelular,’'°, el cual aparentemente no se restablece hasta varias horas después de la fecundacién."
Ademas, el pH del medio es un pardmetro crucial para la fecundacién, siendo el pH ligeramente alcalino el 6ptimo
en muchas especies de mamiferos.’>’*'* No hay que olvidar que el ién bicarbonato también es un componente
esencial en algunos procesos fundamentales, incluida la capacitacion espermatica,’>'>' y con frecuencia

estas variables se confunden en estudios que intentan comprender los efectos de uno u otro pardmetro en la
fecundacion y el cultivo de embriones.® Teniendo en cuenta la importancia del pH como variable en la FIVy en el
cultivo de embriones, es de vital importancia utilizar un incubador que mantenga niveles estables de CO, y que
recupere rdpidamente los niveles de CO, después de las alteraciones.

Los datos obtenidos con anterioridad sobre el efecto que se produce en el pH del medio al retirar una placa que
contenia medio bajo aceite mostraron que pasar de una concentracion relativamente alta de CO, en el incubador
a una concentraciéon muy baja de CO, de la atmdsfera normal durante 10 minutos tiene un efecto muy pequefio
(cambio de pH de 7,33 a 7,37).2 También mostraron que retirar la placa de la incubadora durante 1, 2 0 5 minutos no
tenia ningln efecto cuantificable en el pH. Si se va a extraer una placa del MINC+, solo es necesario abrir la cdmara
durante un tiempo muy breve (del orden de 5 segundos). Durante ese tiempo, la concentracién de CO, alrededor
de la placa caerd rapidamente, pero se restablecera con relativa rapidez (en solo unos minutos, como se muestra
mas arriba). En base a los datos de la referencia 3, esto sugiere que abrir la tapa del incubador para extraer una
placa no tendré un efecto cuantificable en el pH del medio de las placas que permanecen en el incubador. Esto,
combinado con el hecho de que la temperatura del medio experimenta un cambio muy pequefio con un evento
de apertura de la tapa de 5 segundos (del orden de 0,05 a 0,1 °C), sugiere que las aperturas de la cdmara tendran
un efecto muy pequefio en las condiciones del medio de cultivo de embriones de las placas que no se retiran de la
cémara.

Cook Medical esta lanzando una versién actualizada de su incubador de sobremesa, el MINC+. Los datos descritos
anteriormente demuestran que el nuevo incubador MINC+ proporciona confianza en el mantenimiento de
variables cruciales durante el cultivo de embrionesy, por lo tanto, confianza en su utilizacién en la FIV clinica.
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