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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la criopreservacion de érganos
SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud reivindica la prioridad en virtud del titulo 35 del Codigo de los Estados Unidos § 119
de la Solicitud provisional estadounidense nimero de serie 60/503 551, presentada el 16 de septiembre de 2003,
el contenido integro de la cual se incorpora como referencia en el presente documento.

CAMPO DE LA INVENCION
[0002] La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para la criopreservacion de érganos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Uno de los mayores retos en criobiologia es la criopreservacién de 6rganos enteros. Aunque resulta dificil,
este objetivo es importante [14, 15, 24, 25, 28, 29], en parte porque los limites actuales en el tiempo de
conservacion de los 6rganos humanos después de su adquisicion para el trasplante reducen sustancialmente la
eficacia y aumentan el coste de la sustitucion de 6érganos [15]. Estos problemas se podrian eliminar si los
organos se pudieran depositar [9, 24, 25] y almacenar durante un tiempo mas reducido que el tiempo de espera
actual de los receptores de érganos. Aunque la criopreservacion de 6rganos se ha conceptualizado normalmente
como una manera de facilitar la sustitucion de érganos vitales mediante alotrasplantes o xenotrasplantes,
también existe un interés actual considerable en la utilizacién de la técnica para preservar las génadas durante la
quimioterapia y después devolverlas al donante después de la finalizacion del tratamiento [29]. La
criopreservacion por tiempo indefinido es probablemente esencial también para solucionar el mayor problema en
medicina de trasplantes, que es la escasez en la disponibilidad de 6rganos en relacién con el nimero total de
trasplantes que se necesitan. Para hacer frente a esta necesidad, se ha realizado una inversién de miles de
millones de dodlares en el campo de la ingenieria de tejidos [23], pero este enfoque requerira también la
criopreservacion con el fin de lograr un control de inventario y una gestion eficiente de la cadena de suministro de
los productos de ingenieria tisular [13].

[0004] La criopreservacion de érganos se investigd seriamente por primera vez en los afios cincuenta como
consecuencia del redescubrimiento de las propiedades crioprotectoras del glicerol por parte de Polge, Smith y
Parkes en 1949. Hasta 1981, se supuso que la congelacién era la Unica opcion para la criopreservacion, pero en
1981 Fahy introdujo el concepto radicalmente diferente de vitrificacién, en el que no se permite que se forme
hielo en el 6rgano durante el enfriamiento o el calentamiento, eliminando de esta manera las lesiones mecanicas
causadas por el hielo. En 1985, Rall y Fahy [27] acufaron el término "solucién de vitrificacion", que es una
solucion crioprotectora lo suficientemente concentrada para permitir la vitrificacion en el enfriamiento vy,
preferiblemente, sin desvitrificacion (congelacion) en el recalentamiento después de la vitrificacion anterior.
Aunque se piensa que cualquier muestra acuosa que se pueda enfriar a velocidades ultrarrapidas se puede
vitrificar en principio, en el contexto de la vitrificacién de 6rganos, o incluso en el contexto de la vitrificacién de
pequerios sistemas biolégicos como embriones que han de enfriarse y calentarse en recipientes, una solucion de
vitrificacion debe ser lo suficientemente concentrada para vitrificarse cuando se enfria a, por lo general, menos
de 3000 °C/min.

[0005] Por ejemplo, los rifones humanos no se pueden enfriar a mas de 2 °C/min en su nlcleo y para dicho caso
una concentracion vitrificable de crioprotector se definiria como una concentracion que permite la vitrificacion en
un objeto del tamarno de un rifidn enfriado a 2 °C/min o menos. En general, “vitrificacion” en este contexto
significa que no se formaran cristales de hielo visibles 0 que se formaran a lo sumo muy pocos en dicho volumen
en el enfriamiento. Las formas de enfriar 6rganos mas rapidamente mediante perfusion vascular con medios de
intercambio de frio-calor flexibilizarian la definicién de “concentracion vitrificable” a concentraciones ligeramente
inferiores, pero todavia se requeririan concentraciones muy altas. Ademas, en el contexto de la vitrificacién de
organos, por lo general sera cierto que una concentracion vitrificable que no permite la completa o casi completa
supresion de la desvitrificacion en el recalentamiento a velocidades de calentamiento factibles no sera Gtil puesto
que la desvitrificacién en el calentamiento puede resultar inaceptablemente perjudicial. Como se utiliza en el
presente documento, una “concentracion vitrificable” se define como una concentraciéon que es capaz de permitir
la vitrificacion a una velocidad de enfriamiento de < 20 °C/min como indica la ausencia visual de hielo en una
muestra de 10 ml después del enfriamiento a una temperatura inferior a la temperatura de transicion vitrea (Tg) o
la ausencia de emisiones de calor detectables cuando la solucién se enfria a una temperatura por debajo de la Ty
en un calorimetro diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés).

[0006] Desde la introduccién del concepto de vitrificacion de érganos, se han realizado muchos avances en la
técnica. Sin embargo, desde 2004, han pasado 23 desde que se sugiri6 por primera vez el concepto de
vitrificacion de drganos [3] y han pasado 19 afios desde que se publicd el primer experimento de prueba de
principio que mostraba que los embriones de mamiferos se podian vitrificar y recalentar con una alta
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supervivencia [27], y el objetivo original de vitrificar 6rganos de manera satisfactoria sigue siendo dificil de
alcanzar.

[0007] En la técnica anterior se han descrito procesos relacionados con la criopreservacion de érganos,
incluyendo métodos y composiciones para la introduccién y la eliminacién de concentraciones vitrificables de
agentes crioprotectores. Por ejemplo, las patentes estadounidenses nimero 5 723 282 y 5 962 214 reivindican el
siguiente método para la preparacién de 6rganos, tejidos o células para la vitrificacion:

a) la concentracion de crioprotector se eleva de manera gradual a una primera concentracion mientras que
la temperatura se reduce ligeramente;

b) la primera concentracién se mantiene durante un tiempo suficiente para permitir que se produzca el
equilibrio osmotico aproximado del 6rgano o tejido (definido como una diferencia de <50-200 mM entre las
concentraciones arterial y venosa de érganos);

c) la concentracion se eleva a una primera concentracion intermedia que no es suficiente para permitir la
vitrificacion (no es vitrificable);

d) la primera concentracion intermedia se mantiene durante un tiempo suficiente para permitir el equilibrio
osmotico aproximado del 6rgano o tejido con la concentracién intermedia no vitrificable (diferencia de <50-
200 mM entre las concentraciones arterial y venosa de érganos);

e) la temperatura se reduce de manera adicional; y

f) la concentracion de crioprotector se aumenta a un nivel suficiente para la vitrificacién, o a un nivel todavia
insuficiente para la vitrificacion seguido de una etapa de enfriamiento adicional y una etapa final de
aumento de la concentracién a una concentracion vitrificable final.

[0008] Las patentes estadounidenses niumero 5 821 045 y 6 187 529 reivindican un método en el que un érgano
previamente criopreservado:

a) se calienta sin perfusion a una temperatura lo suficientemente alta para permitir la reperfusion del érgano
en el que los dafnos se minimizan, y a continuacion

b) se perfunde directamente con una composicién que comprende una concentracion no vitrificable de
crioprotector que es inferior a la concentracién de crioprotector utilizada para la criopreservacion, y que
comprende ademas uno o dos agentes tampo6n osmoticos, donde un agente tampdn osmotico se define
como un soluto extracelular que contrarresta los efectos osmoticos de las concentraciones intracelulares y
extracelulares mayores de los crioprotectores durante el proceso de eflujo de los crioprotectores. Cuando se
esta tratando un higado, los agentes tamp6n osmoéticos se omiten, pero la etapa b) todavia requiere la
perfusion del higado con una concentracion no vitrificable de crioprotector inmediatamente después de
alcanzar la temperatura de reperfusion objetivo. De acuerdo con los limites del proceso de la técnica
anterior, la concentracion durante la etapa b) esta limitada a 20 %-40 % p/v 0 a aproximadamente 3-6M, o
60 % de la mayor concentracion perfundida.

[0009] Resulta evidente que la técnica anterior de la adicion y la eliminacién de crioprotectores y para el
enfriamiento y el calentamiento ha demostrado ser inadecuada para 6rganos, como lo demuestra la falta de
éxitos demostrados reales después de enfriar 6rganos a temperaturas criogénicas y recalentarlos. Por
consiguiente, aunque la patente estadounidense nimero 6 395 467 B1 y la solicitud de patente estadounidense
numero 09/916 396 proporcionan soluciones de vitrificacion extraordinarias y una solucion portadora excelente
para mejorar su eficacia, en la técnica todavia se necesitan mejoras adicionales en los métodos y composiciones
empleados para la adicién y la eliminacion de crioprotectores y para el enfriamiento y el calentamiento de
6rganos y tejidos.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0010] De conformidad con la presente invencién, se proporcionan nuevos métodos mejores para el
enfriamiento, la crioproteccion, el recalentamiento y la reperfusién de érganos y tejidos. La presente invencién
amplia las ensefianzas de la técnica anterior proporcionando soluciones de vitrificacion ain mas extraordinarias
y efectivas sin precedentes. Por lo tanto, un objetivo de la presente exposicion es describir nuevos métodos y
composiciones capaces de permitir que los érganos sobrevivan y proporcionen soporte vital después de la
criopreservacién mediante vitrificacién y trasplante.

[0011] La vitrificacidn de 6rganos requiere la utilizacion de una solucion de perfusion que sea lo suficientemente
estable frente a la formacién de hielo (lo suficientemente capaz de resistir tanto la nucleacién de hielo como el
crecimiento de cristales de hielo) para permitir que la formacién de hielo se evite o se limite de manera adecuada
durante el enfriamiento y el calentamiento de un 6rgano después de la perfusion con la solucion. Sin embargo,
las soluciones que tiene la estabilidad requerida tienden a ser tdxicas cuando se perfunden a 0 °C, por lo que,
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para reducir la toxicidad, a menudo conviene la perfusién por debajo de 0 °C. De conformidad con un aspecto de
la presente invencion, se ha desarrollado una solucién especialmente ventajosa (denominada en el presente
documento M22). M22 se caracteriza por la presencia simultanea de dimetilsulféxido, etilenglicol, formamida, N-
metilformamida, 3-metoxi-1,2-propanodiol, poliglicerol, alcohol polivinilico o un copolimero de alcohol polivinilico-
acetato de polivinilo y polivinilpirrolidona de baja masa molecular, donde la solucién esta lo suficientemente
concentrada para permanecer sin hielo basandose en la calorimetria diferencial de barrido cuando se vitrifica y
después se recalienta a menos de 1 °C/min. Aunque la composicion puede variar, como se indica con mas
detalle en el presente documento, de conformidad con un modo de realizacion de la invencion preferido
actualmente, M22 tiene una concentracién total de aproximadamente 9,3 molar, o aproximadamente 64,8 % p/v.
M22 se denomina asi porque esta destinado a exponerse a sistemas vivos predominantemente cerca de -22 °C
para minimizar el potencial de toxicidad que se puede producir a temperaturas mas altas.

[0012] No obstante, no se conocen métodos en la técnica anterior mediante los cuales se pueda perfundir un
6rgano de manera continua comenzando sin crioprotector por encima de 0 °C y terminando con una solucion
como el M22 a -22 °C con la subsiguiente retencién de la capacidad de soporte vital después del trasplante, y no
existe ninguna orientacién en la técnica sobre cémo se puede revertir dicho protocolo de perfusion continua de
manera satisfactoria, volviendo a hacer que el érgano tenga un cero por ciento de crioprotector por encima de
0 °C después de la perfusién previa a -22 °C. El enfriamiento a -22 °C se complica por la necesidad de evitar las
llamadas lesiones por frio, que se pueden definir como lesiones causadas por el enfriamiento per se. Los
organos directamente enfriados perfundidos con crioprotector 7,5M a 8M desde -3 °C a -30 °C produjeron
lesiones marcadas [21], coherentes con las observaciones anteriores en rifiones perfundidos con otros
crioprotectores y enfriados a temperaturas superiores a bajo cero [12, 26]. Este fendmeno también se detecta
facilmente en cortes corticales renales [11]. Aunque se observo que estas lesiones se podrian evitar mediante el
enfriamiento a aproximadamente -24 °C en presencia de unicamente crioprotector 6,1M [11, 22], posteriormente
se constaté que este enfoque provocaba muchas mas lesiones por frio cuando se afadia crioprotector adicional
y la temperatura se reducia en mayor medida, resultando peor que el enfriamiento simple a partir de 0 °C [18].
Mas tarde se presentd un método completamente diferente y mucho mejor para evitar las lesiones por frio
(solicitud de patente estadounidense nuimero 09/916 032), pero este método no proporciona medios explicitos
para la aplicacion de la técnica a 6rganos enteros. Ademas, el método para evitar las lesiones por frio no incluye
métodos sumamente importantes para el recalentamiento de 6rganos después del enfriamiento previo y para su
reperfusion de manera que se eviten dafos después de la exposicion a concentraciones vitrificables de
crioprotector tal como M22.

[0013] De conformidad con la presente invencion, se han descubierto nuevos procesos que superan todos estos
problemas y son muy ventajosos para la introduccion y el lavado de crioprotectores y para el enfriamiento y el
calentamiento de 6rganos durante la perfusion continua.

[0014] Se han probado con éxito métodos de la invencion para el enfriamiento, la estabilizacion, el
recalentamiento y la dilucién de crioprotectores en érganos perfundidos utilizando M22 como una solucion
modelo como se describe en los Ejemplos que se proporcionan mas adelante, pero seran igualmente aplicables
a cualquier solucion destinada a la vitrificacién de 6rganos enteros. No se limitan al recalentamiento y la dilucién
de o6rganos seguido de la perfusion por encima de -15 °C y, de hecho, seran especialmente Utiles después de la
perfusion de érganos a temperaturas de -15 °C e inferiores, y ain mas Utiles después de la perfusion de érganos
a temperaturas entre -20 °C y -30 °C. No se limitan al enfriamiento seguro de 6rganos a -15 °C o superior, sino
que son especialmente utiles para el enfriamiento seguro de 6rganos a -15 °C o inferior, y especialmente Utiles
para el enfriamiento seguro de 6rganos a -20 °C a -30 °C. Han demostrado ser compatibles con la supervivencia
y la funcién de soporte vital de un érgano de mamifero después de la vitrificacion y el recalentamiento, un logro
no alcanzado con anterioridad. Aunque la invencion se refiere especificamente a drganos perfundidos
principalmente a través del sistema vascular (la perfusion a través de cavidades internas distintas a los vasos
sanguineos, tales como las camaras del corazon o los ventriculos del cerebro también se incluye en el alcance
de la invencion, normalmente como un suplemento a la perfusién vascular), los mismos protocolos de
concentracién-tiempo-temperatura se pueden aplicar también de manera efectiva a los tejidos no perfundidos
tratados con crioprotectores por inmersion o superfusion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0015]

La Figura 1 presenta un “grafico de viabilidad-estabilidad” para cortes corticales renales de conejo
expuestos a las soluciones de vitrificacion descritas en las Tablas 1y 2.

La Figura 2 ilustra de manera colectiva la modificacién hipertonica de las lesiones por frio causadas por la
transferencia brusca de cortes de soluciones a 0 °C a soluciones a -20 °C. La Figura 2A ilustra la existencia
de lesiones en los cortes transferidos a -20 °C en la tonicidad indicada. La Figura 2B presenta una
comparacién de los protocolos de tonicidad constante con los protocolos de tonicidad sin equilibrio. Los
cortes transferidos en condiciones isoténicas constantes (1X—1X) experimentaron lesiones considerables,
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los cortes transferidos en condiciones hipertonicas constantes (2X—2X) no sufrieron practicamente
lesiones, y los cortes equilibrados en condiciones isotonicas (1X) a 0 °C y transferidos a una solucion
previamente enfriada dos veces isoténica (2X) a -20 °C (1X—2X) mostraron lesiones intermedias entre los
tratamientos 1X—1Xy los tratamientos 2X—2X.

La Figura 3A resume un método de referencia en el que se pueden superponer los métodos de enfriamiento
y calentamiento de conformidad con la presente invencion. La Figura 3A también muestra la falta de
toxicidad de VMP a -3 °C y proporciona un formato de datos Uutil para las figuras posteriores. Todos los
conjuntos de datos completos se representan horizontalmente frente a una base de tiempo comun en tres
paneles separados (superior, medio e inferior). Se proporciona una atencién mas especifica a los datos del
intervalo de tiempo pequefio de los recuadros. Todos los recuadros muestran graficas de respuesta frente a
tiempo.

Figura 3A, panel superior: molaridad arterial (M; linea gruesa) y la diferencia de concentracién arteriovenosa
en el rindn (A-V) en unidades molares (M). (Nota: al cambiar a crioprotector 0 mM, cambia el modo de
visualizacion para representar la concentracion de manitol que se perfunde, causando un aumento aparente
de la concentracion en el registro).

Figura 3A, panel medio: temperaturas (T) arterial (linea gruesa) y venosa en °C medidas utilizando un
termopar de aguja en linea arterial y un segundo termopar fino insertado directamente en el efluente venoso
por la parte inferior del rifidn.

Figura 3A, panel inferior: presion (P) de perfusién arterial en mmHg y velocidad del flujo de perfusado (linea
gruesa) en ml/min por gramo de peso del riidn después de la enjuague y antes de la perfusion. La presion
de perfusion se dividié por 40 para poder representarla en la misma escala que la velocidad de flujo. Antes
de introducir el crioprotector, el perfusado era TransSend-B ([10], y formula 7 de [7]) mas hidroxietilalmidén
al 2 % (HEA, de masa molecular relativa M, ~ 450 kilodaltons, obtenido de B. Braun, Irvine, CA). A medida
que se introducia el VMP (molaridad de VMP representada en el panel superior, linea gruesa; VMP
preparado en portador LM5), el HEA y el TransSend-B se diluyeron gradualmente a cero. Se siguié este
procedimiento en todas las perfusiones. El VMP se lavo inicialmente con HEA al 3 % mas manitol 300 mM
utilizando VMP al 50 % en LM5. Conforme procedia el lavado, la solucion portadora se devolvié
gradualmente del LM5 al TransSend-B. Cabe sefalar que al final de la meseta de VMP, se ha permitido un
tiempo suficiente para el equilibrio osmoético aproximado del érgano con VMP como lo indica una diferencia
de A-V de solo 50 mM (recuadro central del panel medio). Recuadro superior derecho: niveles de creatinina
sérica postoperatorios (Cr); “Dia” hace referencia a dia postoperatorio; los valores de Cr en el tiempo cero
representan las creatininas séricas en la nefrectomia y en el trasplante. Recuadro superior izquierdo: “URI”
hace referencia al indice de refraccién de la orina y se representa frente a la duracion de la perfusién del
VMP.

La Figura 3B monitoriza la creatinina sérica en siete trasplantes consecutivos después de la utilizacién del
protocolo descrito en la Figura 3A. Ningun trasplante provocé lesiones detectables en el rifidn y no se
necesitd ni se utilizé iloprost, aspirina o heparina.

La Figura 4 es un diagrama esquematico del método de perfusiéon continua programada sin equilibrio
osmético para minimizar las lesiones por frio y los dafios por dilucion fria en 6érganos enteros. Se
perfundieron rifiones de conejo con VMP durante un periodo nominal de 5 o 10 minutos a aproximadamente
-3 °C de conformidad con la Figura 3 y después durante otros 10 minutos mientras la temperatura del
perfusado arterial se fij6 a aproximadamente -22 °C de la manera mas rapida posible. Cada esquema de
protocolo representa el tiempo (direcciéon horizontal) y la temperatura (direccion vertical) de la etapa de
perfusion de VMP inicial a -3 °C, implicando la etapa de enfriamiento la perfusion de VMP a temperaturas
de hasta -22,5+2,5 °C y las posteriores etapas de calentamiento y dilucién. "1/2 VMP+" se refiere a VMP al
50 % mas manitol 300 mM como un agente tampdn osmético; HEA al 3 % también estuvo presente. La
concentracién perfundida en cada etapa se indica encima de la linea esquematica y la temperatura nominal
perfundida en cada etapa se indica a la izquierda de cada temperatura esquematica. El texto en negrita de
los esquemas de protocolo indica las diferencias fundamentales entre los protocolos probados. En cada
caso, el rindn conservado sirvié con el Unico soporte renal inmediatamente después del trasplante. Para
cada grupo, n=3. Medias + 1 de error estandar de la media (SEM).

La Figura 5 describe un experimento especifico que muestra un ejemplo de un protocolo de perfusion
continua de conformidad con la presente invencion para el enfriamiento después de un tiempo insuficiente
para el equilibrio osmético aproximado entre el 6rgano y el perfusado antes del enfriamiento, con
calentamiento mediante la reperfusién con una concentracidon no menos concentrada que la concentracion
presente por debajo de -15°C. El recuadro superior izquierdo muestra que en el momento del inicio del
enfriamiento (marcado por la linea vertical), nominalmente 5 minutos después del inicio de la perfusion de
VMP, la diferencia de concentracion de A-V fue extrema a aproximadamente 2,25M, lo cual esta muy lejos
del equilibrio osmoético aproximado. El recuadro superior central muestra que en este momento no solo la
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concentracién venosa sino también la concentracion arterial (representada en una escala de concentracion
molar) no han alcanzado la concentracién 8,4M objetivo de VMP, habiendo alcanzado la concentracion
arterial solo 8,15M. Esto enfatiza la naturaleza nominal de los protocolos de perfusién de 6rganos, en los
que los cambios radicales programados en el tiempo y la temperatura no se producen necesariamente de
manera instantanea. Por este motivo, tanto la interpretacion literal como la no literal de las descripciones de
procesos tales como “perfundir VMP durante 5 minutos” son adecuadas, no solo interpretaciones literales.
El recuadro superior derecho ilustra el método de recalentamiento de perfusion continua de concentracion
constante (molaridad arterial perfundida indicada por la linea gruesa y el eje vertical izquierdo, temperatura
de perfusado arterial indicada por la linea fina y el eje vertical derecho). Antes del calentamiento, el 6rgano
ya se encuentra a una temperatura que permite la reperfusién del 6rgano en el que los dafios se minimizan
(~-28 °C), pero no se perfunde con una solucién no vitrificable que contiene tampones osméticos a -20 °C.
En su lugar, se perfunde con una solucién que se calienta rapidamente, no diluida, vitrificable y sin tampén
osmético hasta que la temperatura arterial supera -10 °C y se aproxima a -5 °C, y solamente entonces se
perfunde con mas solucién diluida no vitrificable. Los recuadros izquierdo y derecho del panel medio
representan los niveles de creatinina postoperatorios y las concentraciones de crioprotector que se
perfundieron justo antes de cambiar a un perfusado totalmente libre de crioprotector, respectivamente.

La Figura 6 resume los resultados de otro método de ejemplo de conformidad con la presente invencién
para el recalentamiento de perfusiéon continua desde por debajo de -10 °C con diluciéon simultanea de
concentraciones altamente vitrificables de crioprotector y su efecto en los niveles de creatinina
postoperatorios. El recuadro muestra tres historias de temperatura arterial frente a tiempo y los tiempos y
las temperaturas a los que la concentracion arterial medida empezé primero a disminuir (indicado por los
triangulos blancos marcados como crioprotector 9,3M) y finalmente empez6 a aproximarse a la
concentracién de VMP (indicada por los triangulos negros que designan la consecucion del crioprotector
8,5M). El tiempo cero del recuadro representa el tiempo que la maquina de perfusién estuvo configurada
para cambiar de M22 a VMP; se requirieron aproximadamente 2,5 minutos para que el cambio programado
diera lugar a una disminucion real de la concentracion en estos experimentos. Los tipos de lineas del
recuadro de protocolos coinciden con los tipos de lineas para los mismos grupos del panel principal que
muestra los resultados postoperatorios. El tiempo de perfusion de M22 antes del lavado a -22 °C fue 15-
25 minutos; no hubo una influencia aparente del tiempo de perfusion de M22 en los niveles de creatinina
postoperatorios (datos no mostrados). Medias + 1 SEM. La notacién n=11 para el grupo de “dilucion
caliente” de rapido calentamiento se refiere a los datos térmicos del recuadro Unicamente, con n=8 para los
datos de creatinina del mismo grupo (algunos rifiones no se trasplantaron por razones no relacionadas con
la eficacia del método descrito para este grupo).

La Figura 7 resume los resultados con otro protocolo de ejemplo de conformidad con la presente invencion
para la recuperacioén satisfactoria de los 6rganos después de la perfusion con concentraciones vitrificables
de crioprotector por debajo de -10 °C utilizando el método de recalentamiento y dilucién simultaneo de la
Figura 6. Aqui se emplean el mismo formato y abreviaturas que en las Figuras 3 y 5. Los recuadros
muestran la falta de equilibrio osmético aproximado al inicio del enfriamiento (recuadro superior izquierdo),
la falta de equilibrio osmético aproximado al inicio de la perfusion con la solucién de vitrificacion final
(recuadro superior central), la falta de equilibrio osmoético aproximado en el momento del inicio del
calentamiento, que es el tiempo nominal para enfriar y vitrificar el 6rgano (recuadro medio izquierdo), la
relacién entre la molaridad arterial y la temperatura durante la perfusion-recalentamiento (recuadro medio
derecho), y los niveles de creatinina sérica postoperatorios (recuadro superior derecho). Las inestabilidades
en el control de la temperatura que se muestran inmediatamente después del calentamiento rapido a partir
de -22 °C no fueron las tipicas de este protocolo, sino que ilustran la tolerancia del 6rgano a fluctuaciones
de temperatura leves dentro de este intervalo.

La Figura 8 presenta la historia térmica ambiental e intrarrenal de un rifién de un conejo expuesto a -50 °C
por conveccion forzada durante 6 minutos y después recalentado. C = temperatura cortical (2 mm por
debajo de la superficie renal); M = temperatura medular (7 mm por debajo de la superficie renal); P =
temperatura papilar/pélvica (12 mm por debajo de la superficie renal); BF1 = temperatura del aire que se
mueve rapidamente en contacto con la superficie renal en un congelador biolégico Linde BF-1; A =
temperatura arterial durante la reperfusién, V = temperatura venosa durante la reperfusion. Las
temperaturas intrarrenales se monitorizaron utilizando una sonda de aguja de ftriple esfera (bead) de
PhysiTemp (Huron, PA). Las lineas horizontales ilustran que todas las partes del rifdn estaban entre -40 °C
y -50 °C en el momento del inicio del calentamiento. La reperfusion para el recalentamiento se consiguio
utilizando el Método 1 descrito junto con la Figura 9.

La Figura 9 ilustra los efectos de dos métodos de ejemplo de conformidad con la presente invencién para la
prevencion de dafios después del enfriamiento de un 6rgano a -45 °C. El método de recalentamiento 1
(rombos) utiliz6 el método de lavado de M22 descrito en relacion con las Figuras 6 y 7. En este método, el
M22 de la linea de perfusion arterial se mantuvo a -22 °C hasta que el érgano enfriado se volvi6é a conectar
a la maquina de perfusion y se reperfundid, después de lo cual se realizd6 un calentamiento rapido del
perfusado arterial como en la Figuras 6 y 7. En el método de recalentamiento 2 (triangulos invertidos), la
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temperatura del perfusado se aumenté a -3 °C durante el tiempo en el que no se perfundi6 el 6rgano.
Cuando el érgano se volvid a conectar a la maquina de perfusion, se reperfundié directamente con
concentraciones Vvitrificables de crioprotector a -3 °C durante un total de 2,4 + 0,7 minutos antes de
comenzar a experimentar la dilucion del perfusado arterial. El recuadro muestra una linea vertical que
marca la discontinuidad en la perfusion requerida para el enfriamiento a aproximadamente -45 °C y el
recalentamiento desde aproximadamente -45 °C; excepto la desviacion de calibracién en el refractémetro
arterial, no hay ningin cambio en la concentracion arterial, pero hay un cambio radical en la temperatura
cuando el érgano se reperfunde después de haber sido previamente enfriado a -45 °C. En el momento del
inicio de la reduccion de la concentracién arterial, la temperatura venosa es de aproximadamente -17 °C a
pesar del calentamiento mas rapido del Método 2, pero aumenta por encima de -10 °C en menos de 10
minutos, lo que sugiere que 10 minutos de perfusion a -3 °C seran suficientes para devolver todas las
partes de un érgano a una temperatura a la que la dilucién a concentraciones inferiores es segura. El grupo
de -45 °C del Método 1 se perfundié con M22 a ~-22 °C (temperatura arterial, -22,5+2,5 °C) durante 20
(n=2) 0 25 (n=6) minutos antes de un enfriamiento y recalentamiento adicional como en la Figura 7. El
grupo de -45 °C del Método 2 se perfundié con "M22MX", que consiste en M22 que carece de "X1000" (un
copolimero de alcohol polivinilico y acetato de polivinilo descrito con detalle en otra parte), durante 25
minutos como en el Método 1, enfriado a -45 °C como en el Método 1, y reperfundido a -3 °C con M22MX
después del calentamiento exterior previo a una temperatura superficial de aproximadamente -22 °C.
Medias £ 1 SEM.

La Figura 10 es un grafico del efecto de la presién de perfusion arterial durante la perfusiéon de M22 en el
equilibrio de tejido con crioprotector medido por la diferencia de concentracion arteriovenosa (A-V). En
todos los casos, las diferencias A-V se midieron al final de los 25 minutos de perfusién con M22, |a presién
de perfusion arterial fue 40 mmHg antes de la perfusiébn con M22 y la presion se ajusté al valor
representado en el momento del inicio de la perfusion de M22. La diferencia A-V es la concentracion de
perfusado arterial menos la concentracion del efluente del érgano (concentracion venosa).

La Figura 11 resume el registro de perfusién y los datos de recuperacion postoperatoria del rifién de un
conejo que se perfundié con M22, se vitrificd, se recalentd, se trasplantd y proporciond soporte vital como el
Unico rifidn hasta que al receptor se le practico la eutanasia 40 dias después del trasplante.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0016] De conformidad con un modo de realizacién de la invencion, se proporcionan métodos para el
enfriamiento de 6rganos desde una temperatura superior a -10°C hasta una temperatura objetivo entre -10 °C y
-40 °C mediante perfusion vascular continua con lesiones minimas, comprendiendo los métodos:

la perfusién del érgano con una solucion crioprotectora (por ejemplo, una primera mezcla de crioprotectores
permeables y no permeables con un punto de congelacién inferior a dicha temperatura baja deseada)
durante un tiempo insuficiente para permitir que tenga lugar el equilibrio osmético aproximado del 6érgano
con dicha mezcla de crioprotectores;

la disminucién de la temperatura del perfusado arterial a o por debajo de dicha temperatura baja deseada; y
la continuacion de la perfusion de dicha mezcla hasta que se considera que la temperatura de al menos una
parte del 6rgano ha alcanzado la temperatura objetivo;

en el que la presion de perfusion arterial es 32-110 mmHg, y

en el que la concentracién arterial es superior a la concentracién venosa en mas de 200 mM en el momento
en que se inicia el enfriamiento por debajo de -10 °C.

[0017] Un ejemplo de una primera mezcla de crioprotectores permeables y no permeables, VMP, que se puede
utilizar de manera efectiva en el método descrito anteriormente es la siguiente. El VMP se prepara normalmente
en una solucién portadora cuya tonicidad en ausencia de los crioprotectores de VMP se define como isoténica o
1X isoténica. EI VMP en la solucién portadora LM5 (cuya composicion se proporciona en [5, 10] y en las notas a
pie de péagina de la Tabla 1) tiene una tonicidad efectiva de 1,2 veces isotonica, donde la tonicidad se define
como la relacién entre la osmolalidad de los componentes de VMP menos los crioprotectores permeables (los
crioprotectores permeables se definen como los crioprotectores cuya masa molecular es inferior a 150 daltons) y
la osmolalidad de la solucién portadora sin crioprotector (preferiblemente, la solucion conocida como LM5). El
aumento de la tonicidad por encima de la isotonica se debe a la presencia en VMP de dos agentes
antinucleantes o “bloqueadores de hielo”, poliglicerol (a veces denominado PG-1, o "Z-1000") y alcohol
polivinilico o un copolimero de alcohol polivinilico y acetato de polivinilo (a veces denominado PVA o "X-1000")
de masa > 150 daltons. La inclusién de los bloqueadores de hielo en el VMP proporciona proteccién frente a las
lesiones por frio durante el enfriamiento del érgano a -15 °C a -40 °C y proporciona también mas tiempo para que
estos polimeros penetren a través de los espacios extracelulares, incluyendo cavidades tales como los
ventriculos o espacios urinarios, del érgano, asegurando de esta manera en mayor medida su adecuada
distribucion antes de la vitrificacion.
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[0018] Los componentes de VMP no bloqueadores de hielo pueden variar cada uno en + 25 % sin pérdida de la
eficacia de la variante de solucion de VMP. El VMP también se puede modificar para que incluya otros polimeros
destinados a contribuir a las propiedades de blogueo del hielo y de inhibiciéon del crecimiento del hielo de la
solucién de vitrificacion posteriormente perfusionada primaria o final, y puede incluir de manera opcional una
solucion portadora ligeramente (0-50 % mas) concentrada siempre y cuando la tonicidad deseable del VMO
modificado en la solucién portadora, elevada por la suma de la presencia de los bloqueadores de hielo, el otro o
los otros polimeros destinados a inhibir el crecimiento de hielo y mas de una cantidad isotonica de solucion
portadora, tenga una tonicidad que se encuentre normalmente en el intervalo en general méas preferido de 1,1 a
1,6 veces isotonica. En otras palabras, la mezcla mas preferida en general de crioprotectores permeables y no
permeables (en la solucién portadora) para utilizarse en este método tiene una tonicidad después del equilibrio
completo con células vivas, tejidos y 6rganos que va de aproximadamente 1,1 a aproximadamente 1,6 veces
isotonica. La cantidad total de bloqueador de hielo en VMP se puede variar de 0 % a aproximadamente 7 % p/v,
en consonancia con las limitaciones de tonicidad anteriores, pero la cantidad méas preferida es 1-4 % p/v.
Normalmente, la temperatura baja deseada por debajo de -10 °C ira desde aproximadamente -15 °C hasta
aproximadamente -40 °C, siendo lo mas preferible desde aproximadamente -20°C hasta -30°C.

[0019] La presién de perfusion durante el método descrito anteriormente puede ser constante o variable pero
debe estar dentro de aproximadamente 40-110 mmHg, o mas preferiblemente dentro de aproximadamente 50-90
mmHg o aln mas preferiblemente dentro de aproximadamente 55-85 mmHg. En una variante del método, la
presiéon de perfusién estda a 40 + 8 mmHg antes del enfriamiento y se eleva a 50-80 mmHg durante el
enfriamiento. El intervalo de presion de perfusion deseable para los érganos mas grandes serda mayor que para
los 6rganos mas pequefios y puede ir de 50-110 mmHg, o mas preferiblemente de 60-100 mmHg. Como se
utiliza en la presente memoria, “arterial” significa “que fluye en el interior del érgano” y pretende incluir la
perfusion del higado a través de la vena porta y la perfusion retrograda de 6rganos a través de sus venas.

[0020] El método puede incluir una etapa para el calentamiento de érganos desde por debajo de -10 °C hasta
una temperatura alta deseada de -10 °C o superior mediante perfusion vascular continua con lesiones minimas,
comprendiendo la etapa:

El aumento de la temperatura del érgano aumentando la temperatura del perfusado arterial hasta o por
encima de la temperatura alta deseada sin cambiar la concentracién arterial y mientras se continda
perfundiendo el érgano.

La etapa para el calentamiento de 6rganos puede incluir también continuar perfundiendo el érgano sin
cambiar la concentracién arterial hasta que la temperatura del 6rgano alcance la temperatura alta deseada.

[0021] Las temperaturas altas deseadas tipicas pueden ir desde aproximadamente -9,9 °C hasta
aproximadamente +5 °C, siendo el intervalo méas preferido -8 °C a -2 °C. Se considera que el 6rgano ha
alcanzado de manera oOptima la temperatura alta deseada cuando las partes mas frias del érgano estan lo
suficientemente cerca de la temperatura alta deseada para minimizar las lesiones tras la posterior dilucion del
crioprotector a la vez que se minimiza la toxicidad causada por el retraso de la dilucion. Este método se puede
utilizar para el calentamiento de 6rganos que contienen concentraciones no vitrificables de crioprotector y para
6rganos que contienen concentraciones vitrificables de crioprotector que pueden vitrificarse a velocidades de
enfriamiento de 20 °C/min o por debajo. En el dltimo caso, el 6rgano se perfunde durante un tiempo con medios
vitrificables a la temperatura alta deseada o por encima antes de cualquier dilucién posterior. En este método, no
esta implicada ninguna inclusién de agentes tampdn osmoéticos en un diluyente debido a la falta de dilucién
crioprotectora en el método de calentamiento.

[0022] De conformidad con otro modo de realizacion adicional de la presente invencion, se proporcionan
métodos para perfundir 6rganos con una concentracion vitrificable de crioprotector, en los que el érgano primero
se enfria mediante el método de enfriamiento descrito anteriormente, hasta la temperatura baja deseada por
debajo de -10 °C y a continuacion se perfunde el érgano con la concentracion vitrificable de crioprotector. Como
se utiliza en el presente documento, la palabra “crioprotector” es genérica y se puede referir a una mezcla de
crioprotectores individuales de masa baja (<100-200 daltons) y alta (=150 daltons). La expresion “concentracion
vitrificable de crioprotector” como se emplea en el presente documento se refiere a una concentracién que
permitird que las regiones del érgano que estén saturadas con el crioprotector se vitrifiquen cuando el érgano se
enfrie a una velocidad de 20 °C/min o por debajo. Una solucién particularmente preferida para utilizarse en este
método contiene DMSO, formamida, etilenglicol, poliglicerol mas de 1% p/v, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, N-metilfounamida y 3-O-metil-rac-glicerol. Un modo de realizacion especifico de esta solucion
es la formula conocida como M22 cuya composicion se describe en el presente documento (véase la Tabla 2).
Los componentes de M22 pueden variarse en + 25 % sin pérdida de eficacia de las variantes de M22 resultantes
de este método. Asimismo, el M22 se puede modificar para que contenga polietilenglicol, preferiblemente a una
concentracion de aproximadamente 0,5-4 % p/v.

[0023] También en este método, la perfusién se puede llevar a cabo a una primera presion, que puede ser
aproximadamente 40 mmHg, antes de la perfusion con dicha concentracion vitrificable de crioprotector y se

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2571340 T3

puede elevar a una segunda presion, que es preferiblemente 41-110 mmHg, y mas preferiblemente a 55-85
mmHg, cuando se inicia la perfusion con dicha solucion. También puede resultar efectiva la perfusion de presion
constante en el intervalo de 32-110 mmHg de conformidad con la presente invencion.

[0024] También se proporcionan métodos para diluir inicialmente crioprotectores en 6érganos previamente
perfundidos con crioprotector a una temperatura de -10 °C o inferior, comprendiendo los métodos:

el aumento de la temperatura del perfusado arterial hasta o por encima de una temperatura alta deseada
por encima de -10 °C durante la perfusion del érgano sin cambiar la concentracién de crioprotector.

continuar perfundiendo el 6rgano sin cambiar la concentracién de crioprotector durante un tiempo
suficientemente prolongado para proteger el 6érgano de lesiones resultantes de la dilucion de perfusado
posterior, pero no tan prolongado como para causar lesiones indeseadas por la continua exposicion a dicho
crioprotector no diluido a la temperatura alta deseada; y

la dilucion del crioprotector.

[0025] Normalmente, el tiempo que es lo suficientemente prolongado para proteger el 6rgano de lesiones por
dilucion osmética pero no lo suficientemente prolongado para causar lesiones no deseadas por la exposicion a la
solucién a la temperatura alta deseada es 1 a 10 minutos. En una variacion de este método, la perfusién por
debajo de -10 °C se puede interrumpir por ejemplo desconectando el érgano de la maquina de perfusion y el
perfusado arterial se puede calentar a la temperatura alta deseada por encima de -10 °C mientras que el érgano
sigue desconectado y sin perfundir, después de lo cual el 6rgano se puede volver a conectar a la maquina de
perfusion y perfundirse con perfusado arterial a la temperatura alta deseada.

[0026] En cualquiera de las variantes del método, la presién de perfusion al inicio, durante, o después de la
dilucion crioprotectora se puede disminuir a una presion por debajo de la utilizada durante la perfusion por debajo
de -10 °C y antes del inicio de la elevacién de la temperatura de perfusion y/o el inicio de la diluciéon. En un modo
de realizacion preferido actualmente, la presién de perfusién disminuida esta preferiblemente en el intervalo de
40-85 mmHg.

[0027] En cualquiera de las variantes del método, un medio de dilucién preferido consiste en utilizar un diluyente
que no contenga ningln tampon osmético afadido. La solucion conocida como VMP, que contiene solo
crioprotectores permeables y no permeables y ningin tampdn osmético, es un diluyente prototipico Util para
utilizarse en el método de dilucién descrito. El método es particularmente Gtil cuando la concentracién perfundida
por debajo de -10 °C y a la temperatura alta deseada por encima de -10 °C antes de la dilucién es vitrificable a
una velocidad de enfriamiento de 20 °C/min o menos y preferiblemente a una velocidad de enfriamiento de
2 °C/min 0o menos. Ademas, la etapa de dilucidon se puede llevar a cabo utilizando una concentracion de
crioprotector inferior a la concentracién mas alta afadida a por debajo de -10 °C pero aun lo suficientemente alta
para ser vitrificable a una velocidad de enfriamiento de <20 °C/min.

[0028] En algunos modos de realizacion de la presente invencién, el método incluye etapas para la dilucion del
crioprotector en y el calentamiento de érganos desde por debajo de -10 °C hasta una temperatura alta deseada
de -10 °C o superior mediante perfusion vascular continua con lesiones minimas, comprendiendo las etapas:

el aumento de la temperatura del perfusado arterial a o por encima de dicha temperatura alta deseada
mientras se perfunde el érgano de manera continua.

Las etapas pueden comprender también de manera simultanea la reduccién de la concentracion arterial mientras
la temperatura del érgano estd aumentando hacia dicha temperatura alta deseada durante la perfusion arterial
continua del érgano.

[0029] Normalmente, la temperatura alta deseada contemplada para utilizarse en este método ira desde
aproximadamente -9,9 °C hasta aproximadamente 0 °C, siendo el intervalo méas preferido -8 °C a -2 °C.
Normalmente, en este método la concentracién del perfusado arterial se disminuye en 0,5-1,5 molar mientras la
temperatura se aumenta desde una temperatura por debajo de -10 °C hasta una temperatura por encima de
-10 °C. También normalmente en este método, la velocidad de calentamiento desde por debajo de -10 °C hasta
por encima de -10 °C esta entre 0,5 °C/min y 20 °C/min y es preferiblemente superior a 1 °C/min, siendo dos
velocidades satisfactorias aproximadamente 2 °C/min y aproximadamente 10 °C/min. Normalmente, la velocidad
de dilucién de la concentracion arterial durante el calentamiento desde por debajo de -10 °C hasta por encima de
-10 °C esta entre 50 mM/min y 1000 mM/min. Este método de calentamiento de perfusion y dilucién de perfusion
simultaneo se puede conseguir de manera efectiva y deseable sin la inclusion de agentes tampdn osmoticos
durante la dilucion del crioprotector. La reduccion de la concentracion de crioprotector en este método no tiene
por qué dar lugar a una concentracion final que sea no vitrificable. De manera deseable en este método, la
concentracién de crioprotector se reduce a un nivel que sea todavia vitrificable.

[0030] También se proporcionan métodos en los que un érgano se perfunde con una solucién capaz de permitir
que el 6rgano se vitrifique cuando el 6rgano se enfria a una velocidad de 20 °C/min o menos a la temperatura
9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2571340 T3

baja deseada a o por debajo de -10 °C de conformidad con el método de enfriamiento descrito anteriormente
pero que comprende ademas:

la interrupcion de la perfusion continua a la temperatura baja deseada, y;

el enfriamiento del 6rgano a una temperatura por debajo de dicha temperatura baja deseada a o por debajo
de -10 °C.

[0031] La interrupcidn de la perfusién como se contempla en el presente documento puede continuar hasta que
el érgano se recalienta a una temperatura lo suficientemente alta para permitir que el 6rgano se perfunda a una
temperatura de perfusado arterial igual o mayor que dicha temperatura baja deseada. La interrupcion de la
perfusion también puede continuar mientras el 6rgano se almacena a una temperatura por debajo de la
temperatura baja deseada. Ademas, la interrupcion de la perfusién antes del enfriamiento puede producirse
después de un tiempo de perfusidn previo insuficiente para permitir el equilibrio osmético aproximado del 6rgano.
Ademas, el 6rgano se puede vitrificar mediante enfriamiento después de la perfusién con dicha solucién capaz
de permitir que el 6rgano se vitrifique cuando el érgano se enfria a una velocidad de 20 °C/min 0 menos a dicha
temperatura baja deseada a o por debajo de -10 °C durante un tiempo insuficiente para permitir el equilibrio
osmético aproximado del 6rgano con dicha solucién.

[0032] En el presente documento también se describen métodos para la diluciéon de crioprotector en un érgano
después de que el érgano se haya perfundido a una temperatura por debajo de -10 °C, comprendiendo los
métodos:

el calentamiento del 6rgano de manera externa; y

la perfusion del 6rgano a una temperatura arterial igual o superior a la temperatura alta deseada de 210 °C.
con una concentracion reducida de crioprotector que no contiene un agente tampon osmético no
penetrante.

[0033] En este método, la concentracion reducida de crioprotector puede ser tanto no vitrificable (para érganos
distintos del higado) como vitrificable (para todos los érganos).

[0034] Los métodos y composiciones de la invencién se describiran a continuacion con mas detalle en relacion
con los siguientes Ejemplos no limitantes que describen cada componente inventivo de la invencién, de la
siguiente manera:

Ejemplo 1
M22 y otros soluciones de vitrificacion preferidas

[0035] En la Tabla 1 se describen varias soluciones preferidas de utilidad en la presente invencion y en la Figura
1 se describen sus efectos en la formacion de hielo y la viabilidad del corte del rifidén. En este tipo de gréfico, la
recuperacion biologica del sistema después de la exposicion a una solucion de vitrificacion se representa frente a
la velocidad de calentamiento critica de la solucion de vitrificacion probada. En esta figura, la velocidad de
calentamiento critica se definié como la velocidad que fue suficiente para suprimir la cristalizacién de toda la
masa de la solucién de prueba menos el 0,2 %, medido por la entalpia media de fusion de muestras triplicadas
enfriadas y calentadas en un calorimetro diferencial de barrido (DSC). Los numeros en el interior de los simbolos
representados se refieren a los nimeros de las soluciones correspondientes enumeradas en la Tabla 1, salvo
que el punto 13 que se refiere a los datos obtenidos para una nueva solucién, M22, cuya férmula se proporciona
en la Tabla 2. La viabilidad se evalia mediante la relacion K*/Na* en estado estacionario lograda por los cortes
después del lavado de crioprotector y 90 minutos de incubacion a 25 °C seguido del lavado de la mayoria de los
cationes extracelulares con manitol isotonico [2, 4, 8]. Se cree que los métodos utilizados para la adicion y el
lavado de crioprotector evitan las lesiones osméticas y permiten que se midan Unicamente los efectos intrinsecos
de las soluciones probadas y siguen la metodologia basica de las Figuras 5 o 7 que aparecen mas adelante pero
sin perfusion.

[0036] La metodologia preferida de la presente invencion se ilustra a continuacion utilizando ejemplos que
implican la solucién de vitrificacion M22 particularmente preferida y la solucion de transicion VMP. La Figura 1
muestra la posicién de M22 como una nueva soluciéon de vitrificacién particularmente ventajosa. Una de las
ventajas del M22, como se indica anteriormente, es que tiene una velocidad de calentamiento critica muy baja.
La velocidad de calentamiento critica, denominada en el presente documento vwcr, se define aqui como la
velocidad de calentamiento necesaria para suprimir de manera adecuada o total la cristalizacién detectable. La
Figura 1 representa la recuperacion de la funcionalidad de los cortes corticales renales de conejo frente a la vwcr
de la solucion a la que estuvieron expuestos (Tabla 1). Los datos para la exposicion a la solucién de la técnica
anterior conocida como VS41A o VS55, que consta de dimetilsulféxido 3,1M mas formamida 3,1M mas 1,2-
propanodiol 2.6M, se incluyen como un punto de referencia (circulos). Como se puede observar, mediante la
seleccién juiciosa de los factores de composicion y las condiciones de exposicion, es posible acercarse cada vez
mas a, y quizas incluso lograr literalmente, una solucién que no se desvitrifique (velocidad de calentamiento
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critica, ~0 °C/min) manteniendo a la vez una alta viabilidad funcional. Por ejemplo, la adiciéon de 0,5 % p/v de
cada uno de los antinucleantes (“bloqueadores de hielo”) alcohol polivinilico (PVA) y poliglicerol (PGL) y el
cambio de la solucién portadora de un portador de glucosa alta a un portador de glucosa mas baja conocido
como LM5 (véase la Tabla 1) redujo la vwcr de aproximadamente 26 °C/min a aproximadamente 12 °C/min
(punto 9 frente a punto 4) sin ninguna penalizacién en toxicidad. La misma maniobra mas la sustitucién de PVP
K30 por PVP K12 disminuyé la vwcr de 63 °C/min a 14 °CG/min (punto 8 frente a punto 1). La elevacion de los
blogueadores de hielo en otro 0,5 % p/v cada uno y el aumento del nivel de crioprotector permeable en 1 % p/v
(punto 11 frente a punto 8) produjo una ganancia adicional de 3,7 veces sin, de nuevo, ninguna reduccién en la
recuperacion funcional. En general, en comparacion con VS41A, la utilizacion de blogueadores de hielo, PVP
K12 y LM5 en combinaciéon con las mezclas de crioprotectores permeables basadas en la combinacion de
dimetilsulféxido, formamida y etilenglicol [10], permite aproximadamente una mejora de 20 veces en la vwcr con
una mejora simultdnea en la relacion de K'/Na® desde aproximadamente 55% de control hasta
aproximadamente 85 % de control en los cortes expuestos a la solucién de vitrificacion final durante 40 minutos a
0 °C (Figura 1, cuadrados frente a circulos). La reduccion de la exposicion en solo 10 minutos, a 30 minutos, dio
lugar a aun menos toxicidad (puntos en forma de rombo).
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Tabla 2: Propiedades de M22

Componente' Concentracién o Propiedad
Dimetilsulféxido 2,855 M (22,305 % p/v)
Formamida 2,855 M (12,858 % p/v)
Etilenglicol 2,713 M (16,837 % p/v)
N-metilformamida 0,508 M (3 % p/v)
3-metoxi,1,2-propanodiol* 0,377 M (4 % p/v)

PVP K12 2,8 % p/v (~ 0,0056M)
PVA? 1% p/A® (~ 0,005M)
PGL® 2% p/iV° (~ 0,0267M)
5XLM5° 20 mi/dl

Concentracion total de crioprotector 9,345 M (64,8 % p/v)
pH 8,0

Tonicidad nominal 1,5 veces isoténica
Punto de fusion® ~-54,9 °C (estimado)
Velocidad de calentamiento critica <1 °C/min

"Los 5 primeros componentes enumerados se pueden variar en + 25% sin perder eficacia en la invencién. Los
3 componentes siguientes (polimeros) pueden variarse hasta tres veces sin perder eficacia en la invencién. No
obstante, las cantidades de los componentes que figuran son las mejores cantidades. PVP K12 ~ 1300-5000
daltons.

*Esta molécula también se denomina 3-O-metil-rac-glicerol.

®PVA (también denominado "Supercool X-1000") y PGL (también denominado "Supercool Z-1000") son
bloqueadores de hielo comercialmente disponibles que se pueden obtener en 21st Century Medicine, Inc. y
constan de un copolimero de alcohol polivinilico- acetato de polivinilo (en los que aproximadamente el 80 % de
las fracciones de alcohol o acetato son grupos hidroxilo y el 20 % son grupos acetilo) y poliglicerol,
respectivamente.

®Concentraciones finales de polimero.

®1X LM5 (véase la Tabla 1 para la férmula) contiene CaCl. 1 mM y MgCl. 2 mM, pero estos se omiten del 5X
LM5 para evitar la formacion de precipitados. "5X LM5" se refiere a un aumento de 5 veces en las
concentraciones molares de los componentes de LM5. Se utiliza 5X LM5 por conveniencia en la preparacion
de la solucién pero los componentes de 1X LM5 pueden pesarse directamente y utilizarse en su lugar si se
desea. Aunque LM5 es la solucién portadora preferida para M22, no es parte de la definicién de M22, puesto
que el M22 también se puede preparar de manera efectiva en otras soluciones portadoras. Ademas, se puede
variar la cantidad de 5X LM5, o de los componentes de 1X LM5 secos si no se utiliza un concentrado de LM5
para preparar la solucion. La tonicidad se puede mantener constante a 1,5X aumentando la cantidad de LM5 y
disminuyendo la cantidad de polimero(s) presente (PVP K12, PVA y PGL), o reduciendo la cantidad de LM5 y
aumentando la cantidad de polimero(s) presente (véase la Tabla 3 para los equivalentes de tonicidad de LM5
y polimeros). La tonicidad de la solucidn total también se puede variar de 1 a 3 veces isotdnica. Sin embargo,
1X LM5 y 1,5 veces isotonica se prefieren en el mejor modo de la invencion.

9Esta solucion no podria congelarse y, por lo tanto, un punto de fusién teérico podria obtenerse tinicamente
por extrapolacion de los datos para 94 % v/v y 97 % v/v de M22 sin diluir. Nota: también se puede utilizar de
manera efectiva el polietilenglicol (PEG) en esta soluciéon a aproximadamente 0,5-4 % p/v en lugar de y/o
ademas de otro polimero (PGL y PVP). Se prefiere el PEG de 600 o méas daltons y especialmente de 600-
4000 daltons.

[0037] Finalmente, la exposicion a -22 °C durante 30 minutos permitié una buena recuperacion (puntos en forma
hexagonal) después de la exposicion a soluciones con velocidades de calentamiento criticas de
aproximadamente 0 a 2,9 °C/min. El punto representado a 0 °C/min representa el M22. El calentamiento de esta
solucién desde por debajo de su Tg a 1 °C/min (el limite de velocidad de calentamiento méas bajo de nuestro
calorimetro diferencial de barrido) no reveld ninguna endoterma de fusiéon y los numerosos esfuerzos para
congelar esta solucion utilizando varios protocolos de enfriamiento y templado fracasaron. Evidentemente, seria
muy deseable poder perfundir los rifiones con M22 cerca de -22 °C basandose en los resultados de la Figura 1.

Ejemplo 2

Método para (1) el enfriamiento seguro de riflones mediante perfusién vascular continua a -20 °C a -25 °C sin
equilibrio osmético aproximado previo entre el 6rgano y el perfusado; (2) el calentamiento mediante perfusion
vascular continua a una temperatura superior a una temperatura que permita que el érgano se perfunda y (3) la
perfusion con una concentracion vitrificable no reducida de crioprotector que no contenga ningun agente tampén
osmotico
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[0038] El disefio de la primera etapa de un proceso de vitrificacién que implica la perfusion de una solucion de
vitrificacion tal como M22 a una temperatura cerca de -22°C se basé en parte en la informacion previa sobre
lesiones por frio en la corteza renal de conejo (Solicitud de patente estadounidense n® 09/916 032, “Hypertonic
Reduction of Chilling Injury”) como se ilustra en la Figura 2. De conformidad con los datos de la Figura 2A, el
enfriamiento en presencia de una tonicidad elevada puede evitar las lesiones por frio en los cortes corticales
renales de conejo casi por completo, con una tonicidad éptima de 1,2-1,5 veces isoténica. La Tabla 3
proporciona algunos datos Utiles de tonicidad de referencia y una definicién operacional de tonicidad.

Tabla 3: Algunos datos Utiles de tonicidad de referencia

Soluciéon Osmolalidad® Tonicidad (X)°  Osmolalidad de polimero®
LM5 283 £3 mOsm 1,0 -

LM5 + 1 % Z° 321 £ 3 mOsm 1,13 Z =38 mOsm

LM5 + 1 % X° 291 + 1 mOsm 1,03 X' =8 mOsm
LM5+1%Z+1%X 330 £ 3 mOsm 1,17 S' = 46 mOsm

LM5 + 7 % PVP K12 413 £ 2 mOsm 1,46 P% =130 mOsm
LM5+7 % PVPKI12+1%Z+1%X 474 £ 5 mOsm 1,67 S =191 mOsm
LM54+2%Z+1%X+28%PVPK12 421 + 3 mOsm 1,49 S =138 mOsm

®Media * 1% el intervalo de la media.

®Tonicidad relativa en relacion con LM5. La tonicidad se define como Terepa/Tiso, donde Tpreva = la
osmolalidad de la soluciéon de prueba sin crioprotector (realizada mediante la adicion de impermeantes
nominales a la soluciéon portadora sin crioprotector de referencia) y s = la osmolalidad de la solucién
portadora de referencia (en este caso, la osmolalidad de LM5, es decir, 283 mOsm). Se supone que todos
los componentes de la solucién portadora son impermeantes por razones practicas. Se supone ademas que
la presencia de crioprotectores permeables no tiene practicamente ningun efecto relevante en la tonicidad
efectiva de la solucidon. Se supone ademas que todos los solutos que tienen una masa de = 150 daltons son
nominalmente impermeantes.

°Osmolalidad media menos 283 mOsm.

iz = Supercool Z-1000 (1 % se refiere a 1 % p/v de poliglicerol, no 1 % de la solucién madre 40 % p/p
comercialmente disponible).

X = Supercool X-1000 (1 % se refiere a 1 % p/v de alcohol polivinilico, no 1 % de la solucién madre 20 % p/p
comercialmente disponible).

'S se refiere a la suma de los polimeros enumerados (X+Z o X+Z+P).

9P = PVP K12 (M, ~ 1300 daltons).

[0039] Estas observaciones fueron Utiles, pero muchos problemas requerian todavia soluciones para disefar y
demostrar un procedimiento satisfactorio para el enfriamiento y el recalentamiento de los rifiones enteros con
minimizacién de las lesiones por frio y cualquier otro factor potencialmente dafino. Nadie nunca antes habia
intentado determinar si un 6rgano entero se podia enfriar a una temperatura por debajo de -10 °C mediante la
perfusion de liquido frio y recuperarlo posteriormente en buenas condiciones verificado por la funcién de soporte
vital después del trasplante, y tuvieron que inventarse los métodos especificos. No estaba claro que los métodos
de inmersion de tejidos para el ajuste de la tonicidad y el enfriamiento pudieran también aplicarse a los érganos
enteros cuya temperatura, tonicidad y concentracién de crioprotector debe controlarse mediante perfusion
vascular continua.

[0040] Por lo tanto, una solucion preferida para la proteccion frente a las lesiones por frio se concibié de la
siguiente manera. En primer lugar, se selecciond una tonicidad de 1,2X para la solucién como una tonicidad que
maximizé la proteccién pero que fue también maximamente distante de una tonicidad de 1,5X. Este ultimo criterio
surgié de tres consideraciones. Primero, las tonicidades superiores a 1,5X (1,5 veces isotonica) son peligrosas
porque no protegen de manera progresiva frente a las lesiones por frio a medida que aumenta la tonicidad por
encima de 1,5X (Figure 2A). Segundo, se considerd probable que la perfusion con crioprotector durante un
tiempo insuficiente para que el 6rgano se acerara al equilibrio osmético podria aumentar la tonicidad efectiva de
la solucion. Tercero, la Figura 2B indica que el tejido renal es capaz de responder con una gran rapidez a los
transitorios osméticos durante el enfriamiento. De conformidad con la Figura 2B, el enfriamiento mediante la
transferencia de los cortes equilibrados a 1X a 0 °C a una solucién con una tonicidad 2X a -20 °C proporciona
una mayor proteccion que el enfriamiento mediante transferencia a una solucion 1X a -20 °C a pesar de la
velocidad de enfriamiento extremadamente alta en estos experimentos. En general, una propiedad favorable de
una solucion que deba utilizarse para el enfriamiento por debajo de -10 °C para la minimizacién de las lesiones
por frio es que la solucion sea hiperténica.

[0041] En segundo lugar, se selecciond una solucion 1,2X especifica modificando una de las soluciones mas
favorables de la Tabla 1, VM3 (solucion 11). VM3 es seguro para su utilizacion en cortes de tejidos a 0 °C (Figura
1) pero esta lo suficientemente concentrado (8,4M) para tener un punto de fusion por debajo de -22 °C. VM3
tiene una tonicidad en 1X LM5 de aproximadamente 1,7X, pero las contribuciones osméticas de copolimero de
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alcohol polivinilico-acetato de polivinilo (PVA, por sus siglas en inglés) al 1 % y decaglicerol (PGL, por sus siglas
en inglés) al 1 % en VM3 suman aproximadamente 0,2X (Tabla 3). Por lo tanto, VM3 se convirtié en una solucién
de prueba 1,2 veces isoténica para el enfriamiento por perfusion del riién entero mediante el recurso de la
supresion del PVP K12. La nueva soluciéon se denominé VMP, de "VM3 Menos PVP." VMP es una solucién
totalmente vitrificable que contiene una concentracion vitrificable de crioprotector, que significa que el método de
dilucion de crioprotector de la invencién incluye un método que implica la dilucién de una primera concentracion
vitrificable con una segunda concentracién mas diluida pero ain asi vitrificable, sin la inclusién de agentes
tampon osméticos. De manera similar, durante la adicion del crioprotector, el método incluye la perfusién del
6rgano con una primera solucion vitrificable y después con una segunda solucién vitrificable mas estable. La
velocidad de enfriamiento critica de VMP es <10 °C/min, pero su velocidad de calentamiento critica, cuando esta
se define como en la Figura 1, es ~200 °C/min, que es demasiado alta para utilizarse con la mayoria de los
organos Yy tejidos que no se pueden calentar a al menos 100-200 °C/min mediante conduccion u otros medios.
Por consiguiente, la utilizacion preferida de VMP en la presente invencion es como una solucién transitoria Gtil
para la introduccion y la eliminacion de soluciones de vitrificacion méas estables.

[0042] La siguiente etapa fue mostrar que el VMP seria innocuo cuando se perfundiera a través de un érgano
entero. La Figura 3 describe un método efectivo para la introduccion y la eliminacién del VMP en el modelo de
riidn de conejo. Este método es tipico de los métodos que se conocen en la técnica. No obstante, lo
extraordinario, como se muestra en el recuadro, fue la observacién de que la solucion de VMP, que tiene una
concentracion total de 8,4M, era completamente no téxica para el rifion de conejo después de la perfusion
durante un total de 20 minutos, que fueron suficientes para que el rifidn se acercara al equilibrio osmético con el
VMP a -3 °C. La falta de toxicidad de VMP representa un tremendo avance en la técnica, puesto que la Unica
otra solucién de vitrificacion 8,4M jamas probada en rifiones de conejo, VS55 (también conocida como VS41A,
que es otra solucion ~8,4M que consta de dimetilsulfoxido 3,1 M, formamida 3,1M, y 1,2-propanodiol 2,21M), es
absolutamente letal en las mismas condiciones de exposicion [1, 17, 21]. De hecho, incluso una solucién solo
52/55 tan concentrada como VS55 es también extremadamente dafina para el rifién del conejo a -3°C [19, 20].

[0043] Después de haber concebido y establecido la seguridad del VMP, la siguiente etapa fue establecer
métodos para utilizar realmente VMP para enfriar los rifiones enteros mediante perfusion continua a
aproximadamente -22 °C. Sin embargo, este problema no se podria estudiar sin un método para el
recalentamiento de los rifiones también. La técnica disponible no ofrecia ninguna orientaciéon en cuanto a si este
grado de enfriamiento y recalentamiento mediante perfusion vascular continua era compatible con la posterior
funcién vascular in vivo o, en el caso de que fuera potencialmente compatible, la forma en la que deberia llevarse
a cabo.

[0044] Un problema con la perfusién de una solucion 8,4M durante 20 minutos a 0 °C y después la continuacion
con este tratamiento mediante perfusién con una solucién similar a M22 es la cantidad total de tiempo pasado
con el rindn en contacto con concentraciones de 8,4M o superiores. Por lo tanto, se intentdé desviarse de los
métodos de la técnica anterior abandonando el requisito de que el 6rgano se acercara al equilibrio osmético con
una solucién proporcionada antes de que se perfundiera con la siguiente solucién o antes de que comenzara el
enfriamiento. Sin embargo, se desconocia qué extension del periodo de perfusion con VMP seria suficiente para
evitar que el rifidén se congelara tras el posterior enfriamiento a aproximadamente -22 °C. Por tanto, se probd la
perfusion con VMP de conformidad con el protocolo proporcionado en la Figura 3, pero durante solo 5 o 10
minutos antes de enfriar abruptamente el perfusado arterial de la manera mas rapida posible mediante el
aumento del flujo de refrigerante a ~-25 °C en un intercambiador de calor arterial en linea. Estos dos tiempos de
perfusion con VMP son insuficientes para permitir que el rindn alcance el equilibrio osmético aproximado con el
crioprotector. Después de 10 minutos de enfriamiento a la velocidad maxima que se podia lograr utilizando una
combinacion de enfriamiento intravascular y enfriamiento de la pared interior de la camara que contenia el rifién,
las temperaturas arterial y venosa se aproximaron a -22 °C. Este procedimiento no produjo ningin signo de
congelacién en el rifidén o el perfusado arterial después de 5 o 10 minutos de perfusion con VMP antes del
enfriamiento.

[0045] Ademas de la variacién del tiempo de perfusion con VMP antes del enfriamiento, también se probaron dos
métodos diferentes para el recalentamiento de los rifiones y la eliminacién del VMP. En el primer método de
recalentamiento, que implicaba una perfusién con VMP de 10 minutos a -3 °C antes del enfriamiento a -22 °C, se
inicié6 inmediatamente el lavado con VMP a -3 °C, con VMP no vitrificable al 50 % (una concentracién 4.2M
inferior a la concentracion perfundida a -22 °C) mas el tampén osmoético de manitol 300 mM y el tampo6n oncoético
de HES al 3 % p/v. Este método tiene la ventaja de limitar el tiempo total de exposiciéon a VMP a los 20 minutos
que anteriormente se ha demostrado que eran seguros a -3 °C. No obstante, 3 riflones consecutivos tratados de
esta manera no sobrevivieron después del trasplante (Figura 4).

[0046] Sospechando que la causa de las lesiones observadas podria ser la rapida expansién osmética de los
tejidos fragiles cerca de -20 °C como resultado de la dilucion del crioprotector antes de finalizar el
recalentamiento, se modificé el procedimiento anteriormente descrito mediante la introduccién de una etapa de
calentamiento de 10 minutos antes del inicio del lavado con crioprotector. Esto se consigui6 utilizando la misma
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técnica de calentamiento de antes, pero sin dilucion inmediata del VMP durante o después del recalentamiento.
Aunque este segundo método de recalentamiento expuso al riidn a una perfusion con VMP durante un total de
30 minutos, todos los rifiones sobrevivieron y la funcion después del trasplante se mejoré considerablemente
(Figura 4).

[0047] Como se indica anteriormente, el método descrito se basa en el enfriamiento sin permitir que el rifidn
alcance el equilibrio osmético aproximado con VMP antes del enfriamiento. Esto podria ser importante para la
supresion de las lesiones por frio en vista del grupo 1X—2X de la Figura 2B. Si el desequilibrio osmético antes
del enfriamiento es importante para los resultados obtenidos utilizando el segundo método de calentamiento,
entonces la modificacion del desequilibrio podria ser capaz de mejorar ain mas el protocolo. Para investigar esta
posibilidad, y la posibilidad de que algunas de las lesiones observadas en el método de perfusién continua para
el enfriamiento y el recalentamiento se debiera a un prolongado periodo de exposicién total a VMP, el periodo de
perfusion con VMP se redujo de 10 minutos a 5 minutos antes del enfriamiento a -22 °C. Esto limité el tiempo
total de exposicién a VMP a 25 minutos y practicamente cuadruplic6 el desequilibrio osmético al inicio del
enfriamiento medido por la diferencia de concentracién de crioprotector A-V (arteriovenosa) (521+129 después
de 10 minutos de perfusion frente a 1967£374 mM durante 5 minutos de perfusion; medias = 1 deviacién
estandar). Este cambio redujo sustancialmente los valores maximos medios de creatinina (Figura 4). Basandose
en el hecho de que los niveles de creatinina sérica en este grupo alcanzaron su maximo en valores similares a
los obtenidos previamente con animales de control con operacion simulada [16], resulta evidente que las lesiones
por frio pueden, de hecho, suprimirse casi por completo a ~-22 °C en rifiones de conejo enteros utilizando el
ultimo método que se muestra en la Figura 4 y de manera mas explicita en la Figura 5, especialmente el
recuadro de la Figura 5. La velocidad de calentamiento arterial lograda entre -20 °C y -10 °C en la Figura 5 fue
3,15 °C/min. Se describen resultados y detalles adicionales sobre este procedimiento en la leyenda de la figura.
Como se demuestra en los ejemplos posteriores, las diferencias A-V de 2,25M justo antes del enfriamiento por
debajo de -10 °C también son efectivas en la practica de la presente invencion. Entonces, en general, las
diferencias A-V superiores a 200 mM, y preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 500 a
aproximadamente 2500-3000 mM, son por lo general deseables justo antes del enfriamiento por debajo de
-10 °C en presencia de una soluciéon nominal (en equilibrio osmético) ligeramente hiperténica (en este caso, 1,2
veces isotonica) de conformidad con la presente invencion.

Ejemplo 3

Método para la perfusién de 6rganos con una solucién de vitrificacién superestable y el lavado de manera
simultanea con el calentamiento con lesiones minimas

[0048] La siguiente etapa consistié en explorar la posibilidad de perfundir los rifilones con M22 en vista de su
extraordinaria estabilidad frente a la formacion de hielo y la toxicidad razonable a -22 °C (Figura 1). Sin embargo,
los experimentos en los cortes de tejido indicaron que la exposicion a M22 a -3 °C produciria una toxicidad
inaceptable, que descart6 provisionalmente un procedimiento de recalentamiento como el utilizado para VMP en
el que era posible evitar el shock de dilucién mediante el recalentamiento antes de la dilucion.

[0049] A pesar de la fatalidad de la transicion de VMP a VMP al 50 % + manitol a -22 °C (reduccién del 50 % en
la concentracion molar), la magnitud de la dilucién implicada en la transicion de M22 a VMP (reduccion de ~10 %
en molaridad) es mucho menor. Por lo tanto, primero se consideré que esta transicién podria ser tolerable a
-22 °C a pesar de los evidentes riesgos de la expansion osmética a esta temperatura. Para probar esta hipotesis,
se enfriaron dos rifiones a -22 °C segun el mejor protocolo de la Figura 4, se cambi6 a la perfusion con M22 a
~-22 °C durante 15 minutos y después se diluyé el M22 a -22 °C mediante perfusiéon con VMP antes de la
perfusion de VMP a -3 °C. Este protocolo de lavado esta detallado por la linea negra gruesa del recuadro de la
Figura 6. Uno de los dos rifiones probados sobrevivié, pero con un maximo de creatinina alto a 18,2 mg/dl (linea
negra gruesa del panel principal de la Figura 6).

[0050] Suponiendo que los dafos por expansion osmotica (es decir, los dafos causados por el aumento del
volumen celular y/o intersticial debido a la entrada osmética de agua en estos compartimentos) a temperaturas
por debajo de -10 °C fue la razén principal de las lesiones observadas en este protocolo, el siguiente protocolo
implico el protocolo de compromiso de dilucién y calentamiento simultaneo del rindn mediante perfusién con VMP
a -3 °C durante 10 minutos (protocolo del medio de la Figura 6). De los 6 rifiones de este grupo, todos
sobrevivieron y en general los dafos parecieron menores que cuando la dilucion comienza a temperaturas
inferiores.

[0051] Estos resultados indicaron que los dafios por expansion osmdética a temperaturas bajas fueron un factor
mas importante que la toxicidad de M22 durante la breve exposicién por encima de -22°C. Por lo tanto, se instalé
un elemento calefactor potente en la trayectoria del intercambio de calor con el fin de acelerar sustancialmente la
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etapa de recalentamiento, para lograr el protocolo de calentamiento final que se muestra en la Figura 6 (linea gris
del recuadro). La velocidad de calentamiento conseguida en este protocolo fue 9,9+3 °C/min entre -20 °C y
-10 °C, a diferencia de la velocidad de calentamiento de 2,3+0,7 °C/min (medias + 1 desviacion estandar) en el
mismo intervalo de temperatura que en el protocolo anterior. En ambos protocolos, la velocidad de dilucién del
crioprotector fue la misma (134x41mM/min frente a 121£56mM/min, p>0,05; medias + 1 DE), pero la dilucién en
si se produjo a temperaturas diferentes en los dos grupos puesto que el calentamiento comenz6 inmediatamente
mientras que la respuesta de la concentracidén se retrasé aproximadamente 2,5 minutos, permitiendo que el
calentamiento precediera a la dilucion cada vez mas conforme aumentaba la velocidad de calentamiento. El
resultado del tratamiento de calentamiento acelerado fue que los rifiones se expusieron brevemente a la
perfusion de M22 a temperaturas en general superiores a -10 °C antes de experimentar la dilucién mediante
VMP y esto produjo una mejora considerable en la recuperaciéon después de 15, 20, o incluso 25 minutos de
perfusion de M22 previa, sin aumento de las lesiones con el aumento del tiempo de perfusion de M22 en este
intervalo (datos no mostrados).

[0052] El mejor protocolo de perfusién de M22 de 25 minutos general resultante de estos experimentos se ilustra
en la Figura 7 y se analiza de manera adicional en la leyenda de la Figura 7. Cabe observar que la Figura 7
demuestra una falta clara y evidente de equilibrio osmético aproximado del 6rgano con el perfusado en cada
punto de transicion clave del proceso, como se expone con mayor detalle en los recuadros. La Figura 7 contiene
también un recuadro en el que se representa la molaridad arterial frente a la temperatura arterial. Este recuadro
muestra que la molaridad arterial empezé a disminuir ligeramente justo antes de que la temperatura aumentara a
-10 °C. Sin embargo, el rifién se recuper6 muy bien, indicando que aunque la dilucion por encima de -10 °C es
deseable en el mejor modo de la invencién, la dilucion moderada entre -15 °C y -10 °C también es totalmente
compatible con la practica satisfactoria de la invencion y la temperatura de dilucion ideal de
-10 °C y superior no es un requisito absoluto de la invencién. Sin embargo, la dilucién por debajo de -10 °C en
este recuadro es pequena y la dilucion nominalmente si no literalmente esta de hecho por encima de -10 °C, y
estd literalmente por encima de -10 °C para la gran mayoria de la dilucion.

Ejemplo 4

Métodos para el enfriamiento satisfactorio de érganos a ~-22 °C y el calentamiento de o6rganos desde
temperaturas inferiores a ~-22 °C

[0053] Con el fin de desarrollar procedimientos para el enfriamiento de los rifiones retirados de la maquina de
perfusion y de investigar el impacto de las lesiones por frio por debajo de -22 °C, se colocaron varios rifiones
perfundidos con M22 en un medio a -50 °C durante 6 minutos y a continuacién se recalentaron en aire durante 4
minutos y después se reperfundieron para el lavado de M22 de conformidad con el método descrito
anteriormente, con el perfusado comenzando a -22 °C y aumentando rapidamente. El enfriamiento se consiguio
utilizando una unidad de refrigeracion de aire Linde BF1 en la que se inyecto nitrogeno liquido en una camara de
aire que circulaba enérgicamente segln fue necesario para alcanzar las temperaturas deseadas. Después del
calentamiento, se introdujo nitrégeno seco a temperatura ambiente en la camara para mantener una presion
positiva en la unidad y, por lo tanto, evitar la formacién de escarcha por la entrada de aire ambiente en la camara
de frio. El tiempo total transcurrido desde la retirada del rifidn de la maquina de perfusion hasta el inicio de la
reperfusion fue de aproximadamente 11 minutos. La Figura 8 muestra un ejemplo del procedimiento de
enfriamiento y calentamiento utilizado en estos experimentos y los perfiles térmicos resultantes en un riidn de
muestra obtenidos utilizando un termopar de aguja de triple union insertado directamente en el rifién. Las
mediciones de temperatura intrarrenal directa fueron en consonancia con las expectativas y confirmaron que
todas las partes del rindn estaban al menos tan frias como -40 °C a -50 °C al final del enfriamiento.
Supuestamente, la corteza mas superficial se aproxim6 a la temperatura ambiental de -50 °C a -55 °C. Debido a
la interferencia eléctrica, las sondas vasculares no documentaron correctamente la transicién desde -22 °C hasta
-3 °C en este experimento y los datos erréneos se omiten de la grafica para estas sondas.

[0054] La Figura 9 compara los dafos causados por el enfriamiento por debajo de -40 °C y el calentamiento
utilizando dos métodos diferentes con los efectos de simplemente perfundir M22. En el primer protocolo a -45 °C,
los rifiones de conejo enfriados a -45+5 °C se recalentaron en aire hasta una temperatura superficial cerca de
-20 °C, después se conectaron a la maquina de perfusion y se perfundieron con M22 comenzando a
aproximadamente -22 °C y continuando como se muestra en la Figura 6. Esto dio lugar a la recuperacién de
todos los rifiones tratados de esta manera (8/8), pero los niveles de creatinina postoperatorios fueron elevados.
Sin embargo, las temperaturas intrarrenales interiores al inicio de la reperfusion con VMP se aproximaron a
-35 °C (Figura 8), lo cual podria poner estas zonas en riesgo adicional de dafnos (de dilucién) por expansién
osmodtica de los tejidos fragiles.
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[0055] En un esfuerzo por reducir aiin mas las supuestas lesiones por expansion osmotica de los tejidos fragiles
(shock de dilucién), se prob6 un segundo método radical de recalentamiento de los riflones desde temperaturas
por debajo de -15°C. Por razones ajenas a la naturaleza de esta prueba, estos experimentos se llevaron a cabo
utilizando una variacion de M22 denominada M22MX (de "M22 Menos X-1000"). M22MX es M22 del que se
omitié6 PVA (0, mas en concreto, un copolimero de alcohol polivinilico y acetato de polivinilo realizado mediante la
hidrolisis del 80 % de las fracciones de acetato del acetato de polivinilo a grupos de alcoholes, un producto
comercialmente disponible denominado "Supercool X-1000"). En el método nuevo, el perfusado de M22MX no se
recalenté gradualmente a partir de -22 °C durante la perfusion continua del 6rgano, sino que se restableci6 a una
temperatura de -3 °C mientras que el rifidn se desconecté de la maquina de perfusion y se enfriaba a -45 °C.
Tras 4 minutos de recalentamiento en aire como antes, el rindn se perfundié directamente con M22MX a
aproximadamente -3 °C o por encima para recalentar rapidamente el nicleo renal durante aproximadamente 2-3
minutos, después de los cuales el perfusado comenzé a revertir a VMP como es habitual (véase el recuadro de
la Figura 9). El tiempo total durante el que se perfundi6 el M22MX a aproximadamente
-3 °C o por encima antes del inicio de la dilucién a VMP fue 2,38+0,69 min (media + 1 desviacion estandar). El
resultado sorprendentemente radical de esta modificacién del proceso, como se muestra en la Figura 9, fue la
supresion total de todas las lesiones por frio aparentes por debajo de -22 °C.

[0056] Siguiendo la temperatura venosa del rifidn de ejemplo que se muestra en el recuadro de la Figura 9, se
puede observar que la temperatura venosa permanecié por debajo de -10 °C durante ~6-7 min. Esta observacion
indica que para la mayoria de los 6rganos, la perfusion “caliente” con medios vitrificables no necesita prolongarse
mas de 10 minutos para devolver las estructuras internas a una temperatura segura para la dilucién. Por lo tanto,
en general, 1-10 minutos de perfusién “caliente” (nominalmente 210 °C) deberian ser suficientes.

[0057] Las fluctuaciones relativamente extremas de la temperatura arterial que se muestran en el recuadro no
fueron tipicas del ultimo método, pero muestran que el rifdn se puede perfundir brevemente con una solucién de
vitrificacion supervitrificable y superestable a temperaturas tan altas como aproximadamente 0°C a +5°C con la
subsiguiente recuperacion renal excelente incluso después del enfriamiento previo a una temperatura interna
media de aproximadamente -45 °C.

Ejemplo 5
Optimizacion de la presion de perfusién en el protocolo de criopreservacion de 6rganos

[0058] Tradicionalmente, las presiones de perfusion superiores a 40 mmHg se han considerado altamente
peligrosas y, durante la perfusién de concentraciones vitrificables de crioprotector, las presiones de perfusién de
30 mmHg se han preferido en vista de los dafos vasculares causados por las soluciones de vitrificacion
anteriormente disponibles. No obstante, los resultados tales como los mostrados anteriormente indicaron que las
presiones superiores a 40 mmHg podrian tolerarse utilizando M22 como la solucién de vitrificacion debido a la
extraordinaria falta de toxicidad de esta solucién cuando se utiliza dentro de los limites del proceso de la
invencion. Por lo tanto, se evalud la elevacién de la presion de perfusién por su efecto en la diferencia de
concentracion arteriovenosa (A-V) al final de la perfusion de M22. De conformidad con la presente invencion, se
descubri6 que la elevacién de la presion de perfusion a 60 mmHg redujo la diferencia de concentracién A-V casi
tanto como aumentarla a 90 o 100 mmHg y no hubo ninguna mejora aparente a 80 mmHg en comparacién con
60 mmHg (Figura 10). Ademas, cuando los rifiones se perfundieron a 40, 60, o0 100 mmHg, la estabilidad de los
tejidos, medida por la cantidad de hielo que se formé en la médula interna después de la vitrificacion y el
recalentamiento, por la temperatura de transicion vitrea del tejido y por el punto de fusién del tejido, fue mejor en
todos los casos a 60 mmHg que a 40 mmHg o a 100 mmHg en un namero limitado de observaciones (Tabla 4).
Asimismo, la desviacion estandar de las diferencias A-V a 60 mmHg fue menor que las desviaciones estandar
tanto a presiones inferiores como a presiones superiores (Figura 10). Por lo tanto, aunque las mejores (las mas
bajas) diferencias A-V se observaron a 90 y 100 mmHg, el hecho de que la mejora no fuera consistente sugiere
la posibilidad de dafos vasculares que provocan la distribucién alterada de crioprotector en tejidos en algunos
rinones. Sin embargo, no hubo una tendencia clara de aumento de los niveles de creatinina sérica
postoperatorios con el aumento de la presion de perfusion en el numero limitado de observaciones realizadas,
por lo que las presiones de perfusion de hasta 100 mmHg para érganos pequefios y 110-120 mmHg para
6rganos grandes pueden ser aceptables. No obstante, la grafica de la Figura 10 indica que la combinacién
optima de eficacia y seguridad puede obtenerse utilizando presiones de 50-90 mmHg o mas preferiblemente de
55-85 mmHg, o aun mas preferiblemente de 60-80 mmHg para 6rganos pequenos (<=50 gramos de peso). Para
organos grandes (>50 gramos de peso), el intervalo mas preferido es 50-90 mmHg y las presiones éptimas seran
generalmente 10-20 mmHg mas altas que para los 6érganos mas pequefos.

[0059] La Figura 10 indica que 60 mmHg es suficiente también en relacién con otro criterio importante. La Figura
10 muestra un punto representado a 80 mmHg y una diferencia A-V de 334 mM. Esta diferencia A-V (linea de
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puntos) tiene un significado particular porque es la diferencia A-V de un rindn que fue capaz de mantener de
manera permanente la vida de un conejo receptor después de la vitrificacion, el recalentamiento, el lavado de
M22 y el trasplante, como se describe con mas detalle en el Ejemplo 6. Como se puede observar en la Figura 10,
una presion de perfusion de 60 mmHg conseguira en general una diferencia A-V al menos tan baja como era
necesario para mantener la funciéon de soporte vital después de la vitrificacion y el recalentamiento. Aunque la
imposibilidad de alcanzar el equilibrio osmético aproximado entre el érgano y el perfusado es ventajosa antes del
enfriamiento por debajo de -10 °C y antes del inicio de la perfusion con la solucion de vitrificacién final tal como
M22, la imposibilidad de alcanzar el equilibrio osmético aproximado con la solucién de vitrificacién final no se
debe aumentar innecesariamente aunque sea compatible con la supervivencia después de la vitrificacion y el
recalentamiento, puesto que produce menos estabilidad frente a la formacién de hielo en el érgano. Por lo tanto,
se debe alcanzar un equilibrio adecuado entre la estabilizacién del 6rgano y la evitacién de una exposicion
excesiva a la solucion de vitrificacion final. Para M22, una diferencia A-V entre 200 mM y 300 mM, e incluso de
100-300 mM, es deseable para la buena estabilizacion de los rifiones frente a la formacién de hielo.

[0060] La supervivencia de un rifidn vitrificado-recalentado después de la perfusion con M22 a 80 mmHg como
se muestra en el Ejemplo 6 que aparece a continuacion también demuestra claramente que 80 mmHg es eficaz
en la invencion.

Tabla 4: Efecto de la presidn de perfusion en la estabilidad de la médula interna frente a la congelacién y las
concentraciones de crioprotector en tejidos después de la perfusion® de M22

Presion AHpm Ty Tm M22 tejido % Equilibrio % Equilibrio 100 %
tejido tejido tejido (% p/v) tejido venoso X
C1/Cv
40 5,3 -121,6 -42,9 58,85 90,8 97,9 92,7
60 2,8 -120,3 -45,9 60,7 93,7 96,7 96,9
100 4,3 -121,6 -41,6 58,0 89,5 95,9 93,3

Explicacion de los titulos de las columnas: presion = presion arterial, en mmHg; AHu tejido = calor (en
julios/gramo) requerido para fundir todo el hielo que se ha formado previamente en la muestra de tejido
durante el enfriamiento y el calentamiento medido a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min; Ty tejido =
temperatura de transicién vitrea del tejido medida a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min; T, tejido =
punto de fusién del tejido medido durante el calentamiento a 20 °C/min; M22 tejido = concentracion tisular
aparente de solutos de M22, en unidades % p/v, derivado como se describe a continuacién y en el texto; %
equilibrio tejido = 100 % x (M22 tejido)/64,8, donde 64,8 es la concentracion total de M22 en unidades %
p/v; % equilibrio venoso = concentracion (efluente) venosa aparente de solutos de M22, expresada como un
porcentaje de la concentracién de M22; 100 % x C1/Cy=la concentracion tisular de crioprotector aparente (Cr)
expresada como un porcentaje de la concentraciéon venosa de crioprotector aparente (Cy). Los valores de Tn,
del tejido se convirtieron en concentraciones tisulares aparentes leyendo el valor de % p/v de solutos de M22
con el mismo T que el Ty, del tejido en una gréfica de Tr, frente a la concentracion de diluciones de M22 en
LM5 (sin calcio, sin magnesio). Estas diluciones se realizaron diluyendo M22 preparado en LM5 (sin calcio, sin
magnesio) con LM5 (sin calcio, sin magnesio).

Ejemplo 6

Supervivencia de un rifidn de conejo vitrificado, recalentado y trasplantado y soporte vital por parte del mismo
con nefrectomia contralateral inmediata

[0061] Se perfundié un riidn de conejo de conformidad con el protocolo que se muestra en la Figura 11. La
diferencia A-V después del enfriamiento (recuadro medio izquierdo) fue aproximadamente 1,25M y fue
aproximadamente 0,4M después de la transicién a M22 (recuadro superior izquierdo), representando ambas
grandes desviaciones del equilibrio osmético aproximado. Al final de la perfusion de M22, cuando el rifidn se
retird de la maquina de perfusién y se vitrificé realmente (eliminando como es habitual del registro de perfusion el
tiempo trascurrido para mostrar el registro de perfusién total sin mostrar la interrupcién de la perfusion), la
diferencia A-V fue 334 mM (recuadro superior derecho). El rifidbn se enfrid6 por debajo de la temperatura de
transicion vitrea del M22 (aproximadamente -122 °C a -124 °C), se recalentd y se reperfundié a -3 °C con la
solucion de VMP vitrificable carente de agentes tamp6n osméticos. La temperatura venosa se aproximé a la
temperatura arterial en aproximadamente 15 minutos. Este rifidn produjo un nivel de creatinina méaximo de
14,6 mg/dl. Este rifdn se perfundié a 80 mmHg durante la fase de M22 Unicamente (panel inferior). En este
experimento, el 6rgano se calent6 externamente a una temperatura superior a una temperatura que permite que
el 6rgano se perfunda y se perfundidé con una concentracién de crioprotector reducida pero todavia vitrificable
(VMP) que no contenia ningun agente tamp6n osmético. Cabe observar que como se entiende comdnmente en
la técnica, un agente tampo6n osmoético debe ser un agente recientemente presente en o aumentado en la
concentracién en un diluyente con el fin de tamponar o al menos compensar parcialmente el efecto osmaético de
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la reduccion de la concentracién de crioprotector permeable (150 dalton) en el mismo diluyente. Se utiliza un
tampo6n osmético para elevar la osmolalidad total del diluyente distinta de la contribucién osmética de los
crioprotectores (nominalmente permeables) <150 dalton en el diluyente, para tamponar el hecho de la reduccién
de la osmolalidad total de esos crioprotectores permeables. No hay ninguna sustancia quimica en VMP que no
esté presente en M22, o presente en una concentracion superior en VMP que en M22, o utilizada para elevar la
osmolalidad de los componentes de VMP distintos de sus crioprotectores permeables en comparacion con la
osmolalidad de los componentes de M22 distintos de sus crioprotectores permeables. Por lo tanto, resulta
evidente que el VMP no contiene ni un agente tampon osmético.

[0062] Aunque la invencién se ha descrito en detalle con referencia a determinados modos de realizacion
preferidos de la misma, se entendera que las modificaciones y las variaciones estan dentro del espiritu y el
alcance de lo que se describe y se reivindica.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el enfriamiento de un 6rgano desde una temperatura superior a -10 °C hasta una temperatura
objetivo entre -10 °C y -40 °C mediante perfusion vascular continua con una solucién crioprotectora con lesiones
minimas, comprendiendo dicho método:

la perfusién del érgano con un perfusado de solucidn crioprotectora durante un tiempo insuficiente para que
el 6rgano alcance un equilibrio osmoético aproximado con dicho perfusado de solucién crioprotectora;

la disminucién de la temperatura de dicho perfusado de solucion crioprotectora a dicha temperatura objetivo
mientras se continta perfundiendo el érgano; y

la continuacion de la perfusion de dicho perfusado de solucion crioprotectora hasta que la temperatura de al
menos una parte de dicho 6rgano alcanza la temperatura objetivo;

en el que la presion de perfusion arterial es 32-110 mmHg, y

en el que la concentracion arterial es superior en mas de 200 mM a la concentracién venosa en el momento
en que se inicia el enfriamiento por debajo de -10 °C.

2. Método de conformidad con la reivindicacién 1, en el que la concentracion arterial es 500-3000 mM superior a
la concentracion venosa en el momento en el que comienza el enfriamiento por debajo de -10 °C.

3. Método de conformidad con la reivindicacion 1, en el que el 6rgano se perfunde inicialmente con una solucién
de preservacion de érgano y el perfusado de solucidn crioprotectora tiene un componente de solucién portadora
que es diferente de la solucion de preservacion de 6rgano inicial.

4. Método de conformidad con la reivindicacién 1, en el que el perfusado de solucién crioprotectora tiene una
tonicidad suficiente para minimizar las lesiones por frio durante el enfriamiento por debajo de -10 °C.

5. Método de conformidad con la reivindicacién 4, en el que la tonicidad es 1,1-1,6 veces isoténica.

6. Método de conformidad con la reivindicacion 1, en el que el érgano se perfunde de manera adicional con una
concentracién vitrificable de crioprotector después del enfriamiento por debajo de -10 °C.

7. Método de conformidad con la reivindicacién 6, en el que el 6rgano se vitrifica mediante enfriamiento después
de dicha perfusion adicional del érgano con una concentracion vitrificable de crioprotector después del
enfriamiento del 6rgano por debajo de -10 °C.

8. Método de conformidad con la reivindicacion 1, en el que dicho perfusado de solucion crioprotectora
comprende una concentracion vitrificable de crioprotector.

9. Método de conformidad con la reivindicacion 8, que comprende ademas la perfusion del érgano con una
segunda solucién crioprotectora vitrificable mas estable después de la perfusion con dicha primera solucién
vitrificable.

10. Método de conformidad con la reivindicacién 9, en el que el perfusado de solucion crioprotectora vitrificable
de la reivindicacion 8 es como se define en la reivindicacion 32 y el segundo perfusado de solucion crioprotectora
vitrificable de la reivindicacién 9 es como se define en la reivindicacion 31.

11. Método de conformidad con la reivindicacion 6, en el que el 6rgano se perfunde a 40+8 mmHg antes de dicha
perfusion adicional con una concentracion vitrificable de crioprotector por debajo de -10 °C y el érgano se
perfunde a una presion no superior a 110 mmHg durante dicha perfusion adicional con una concentracién
vitrificable de crioprotector.

12. Método de conformidad con la reivindicacién 1, que comprende ademas el recalentamiento de al menos una
parte del 6rgano por encima de -10 °C mediante el aumento de la temperatura del perfusado de solucién
crioprotectora arterial mientras se continia perfundiendo el 6rgano.

13. Método de conformidad con la reivindicacion 12, en el que la concentracion arterial no cambia durante dicho
recalentamiento.

14. Método de conformidad con la reivindicacién 12, en el que la concentracion arterial se reduce a medida que
se aumenta la temperatura.

15. Método de conformidad con la reivindicacién 6, que comprende ademas el recalentamiento de al menos una
parte del érgano por encima de -10 °C mediante el aumento de la temperatura del perfusado arterial mientras se
continda perfundiendo el 6rgano con una solucién crioprotectora.

16. Método de conformidad con la reivindicacion 15, en el que la concentracion arterial de crioprotector no
cambia durante dicho recalentamiento.
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17. Método de conformidad con la reivindicacién 15, en el que la concentracion arterial de crioprotector se reduce
a medida que se aumenta la temperatura.

18. Método de conformidad con la reivindicacién 17, en el que la concentracién del perfusado arterial se reduce
en 0,5-1,5 molar mientras se aumenta la temperatura del perfusado arterial desde por debajo de
-20 °C hasta por encima de -10 °C.

19. Método de conformidad con la reivindicacion 17, en el que la mayoria de la reduccién de la concentracion del
perfusado arterial tiene lugar por encima de -10 °C.

20. Método de conformidad con la reivindicacién 19, en el que la mayoria de la reduccién de la concentracién del
perfusado arterial tiene lugar por encima de -5 °C.

21. Método de conformidad con la reivindicacién 17, en el que la velocidad de calentamiento desde por debajo de
-20 °C hasta por encima de -10 °C es superior a 0,5 °C/min y la velocidad de reduccion de la concentracién
arterial mientras se aumenta la temperatura desde por debajo de -20 °C hasta por encima de -10 °C esta entre
50 mM/min y 1000 mM/min.

22. Método de conformidad con la reivindicacién 15, en el que la velocidad de calentamiento desde por debajo de
-20 °C hasta por encima de -10 °C esta entre 2 °C/min y 20 °C/min.

23. Método de conformidad con la reivindicacion 12, en el que, después del aumento de la temperatura del
perfusado de solucion crioprotectora arterial desde por debajo de -20 °C hasta por encima de -10 °C, la
reduccion de la concentracion del perfusado de solucion crioprotectora se pospone durante un tiempo que
minimiza las lesiones procedentes tanto de la reducciéon de la concentracion de dicho perfusado como de una
perfusion prolongada con el perfusado de solucion crioprotectora no diluido.

24. Método de conformidad con la reivindicacion 15, en el que, después del aumento de la temperatura de la
solucion crioprotectora arterial desde por debajo de -20 °C hasta por encima de -10 °C, la reduccién de la
concentracién de la solucion crioprotectora se pospone durante un tiempo que minimiza las lesiones procedentes
tanto de la reduccion de la concentracion de dicha solucién como de una perfusion prolongada con la solucion
crioprotectora no diluida.

25. Método de conformidad con la reivindicacion 23, en el que dicho tiempo es 1-10 minutos.

26. Método de conformidad con la reivindicacién 7, que comprende ademas, después de la vitrificacion y el
recalentamiento, la reperfusion inicial del 6rgano con una solucién crioprotectora preestablecida a una
temperatura superior a -10 °C.

27. Método de conformidad con la reivindicacion 26, en el que dicha reperfusién inicial del 6rgano se realiza con
una concentracion vitrificable de crioprotector.

28. Método de conformidad con la reivindicaciéon 6, que comprende ademas la reduccién de la concentracién de
crioprotector mediante una perfusion de una concentracion vitrificable de crioprotector.

29. Método de conformidad con la reivindicacion 6, que comprende ademas la reduccién de la concentracién de
crioprotector mediante una perfusion de una solucién que no contiene agentes tampon osmaticos.

30. Método de conformidad con la reivindicaciéon 6, que comprende ademas la reduccién de la concentracién de
crioprotector mediante una perfusién de una solucién que tiene una composicion diferente a la de dicha
concentracion vitrificable de crioprotector.

31. Solucién de vitrificacion que tiene la siguiente composicion y propiedades:

Dimetilsulféxido 2,855 M (22,305 % p/v)
Formamida 2,855 M (12,858 % p/v)
Etilenglicol 2,713 M (16,837 % p/v)
N-metilformamida 0,508 M (3 % p/v)
3-metoxi-1,2-propanodiol 0,377 M (4 % p/v)
Polivinilpirrolidona (PVP) K12 2,8 % p/v (~0,0056 M)
Alcohol polivinilico o un copolimero de 1 % p/v (~0,005 M)
alcohol polivinilico y acetato de polivinilo

Poliglicerol (PGL) 2 % p/v (~0,0267 M)
5X LM5 20 mi/di

Concentracion total de crioprotector 9,345 M (64,8 % p/v)
pH 8,0

Tonicidad nominal 1,5 veces isotonica
Punto de fusion ~54,9 °C
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Velocidad de calentamiento critica <1 °C/min;

en la que las concentraciones de alcohol polivinilico, copolimero de alcohol polivinilico y acetato de polivinilo y
PGL se proporcionan como concentraciones de polimero finales, y

en la que 5X LM5 significa un aumento de 5 veces en las concentraciones molares de los componentes de LM5,
donde LM5 consta de glucosa 90 mM, manitol 45 mM, lactosa 45 mM, KCI 28,2 mM, KoHPO4 7,2 mM, glutation
reducido 5 mM, adenina HClI 1 mM y NaHCO3 10 mM.

32. Solucién de vitrificacion que tiene la siguiente composicién y propiedades:

Dimetilsulféxido 22,3 % plv
Formamida 12,9 % p/v
Etilenglicol 16,8 % p/v
Alcohol polivinilico o un copolimero de 1% p/v
alcohol polivinilico y acetato de polivinilo

Poliglicerol 1% p/v
Concentracion total de crioprotector 54 % plv
5X LM5 20 ml/dl
Tonicidad nominal 1,2X
Velocidad de enfriamiento critica <10 °C/min

en la que las concentraciones de los polimeros son sus concentraciones finales, y

en la que 5X LM5 significa un aumento de 5 veces en las concentraciones molares de los componentes de LM5,
donde LM5 consta de glucosa 90 mM, manitol 45 mM, lactosa 45 mM, KCI 28,2 mM, K:HPO4 7,2 mM, glutatién
reducido 5 mM, adenina HCl 1 mM y NaHCO3 10 mM.
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Dia postoperatorio
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Figura 11
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