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DESCRIPCION
Método y aparato para la crioconservacion de especimenes bioldgicos

La presente invencién se refiere a un método, asi como a un aparato, para la crioconservacién de especimenes
bioldgicos, tales como tejidos humanos y animales, tipos de células y materiales subcelulares para crioconservacion
de muestras para biobancos y estudios moleculares. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un
método y aparato innovadores para mejorar y estandarizar el procedimiento de congelacion instantanea al recoger
muestras para biobancos y estudios moleculares.

Un biobanco es un tipo de biodepdsito que guarda muestras bioldgicas (generalmente humanas) para uso en
investigacion. Desde finales de la década de 1990, los biobancos se han convertido en un recurso importante en
investigacion médica al soportar muchos tipos de investigacion contemporanea tal como gendmica y medicina
personalizada.

Los biobancos dan a los investigadores acceso a datos que representan mayores cantidades de personas de las
que podrian analizarse antes. Ademas, las muestras de los biobancos y los datos derivados de dichas muestras
pueden ser usados a menudo por multiples investigadores para multiples fines. Las grandes colecciones de
muestras que representan decenas o cientos o incluso miles de individuos son necesarias para realizar estos tipos
de estudios de modo que los investigadores puedan realizar tales estudios solamente con gran niumero de muestras.
Muchos investigadores han luchado por adquirir suficientes muestras antes de la llegada de los biobancos.

Los biobancos son de disefio y uso heterogéneo, y su tamafo varia. Pueden contener datos y muestras obtenidos
de estudios de familias, o de pacientes con una enfermedad especifica, o pueden ser parte de colecciones
epidemioldgicas a gran escala, o colecciones de pruebas clinicas de nuevas intervenciones médicas. Las muestras
recogidas incluiran tipicamente sangre entera y fracciones de la misma, ADN gendmico extraido, ARN de células
enteras, orina, asi como, de varias formas, saliva, recortes de ufias, vello y otros varios tejidos y material relevante
para el disefio de estudios especificos.

Inevitablemente, los datos y las muestras son recogidos en condiciones diferentes para diferentes estandares y para
fines diferentes. Algunos biobancos efectian un acercamiento altamente centralizado a la recogida, el procesado y
el archivo de muestras, pero son enviadas a una entidad central de procesado y almacenamiento. Al mismo tiempo
que asegura un control robusto de la calidad y la integridad de los datos y la seguridad, este acercamiento introduce
inevitablemente un retardo entre la recogida y la crioconservacion que puede dar lugar a la pérdida de especies
labiles en las muestras. A la inversa, otros grandes estudios tendran la finalidad de recoger y procesar muestras de
participantes lo mas rapidamente posible. Aqui, las muestras son recogidas en eventos de recaudacion de fondos y
en entornos de trabajo y son procesadas dentro de unas pocas horas por laboratorios locales antes del archivo a
baja temperatura. Los retos que esto supone son mantener la coherencia de la recogida, el envio y el procesado. Se
sigue un acercamiento hibrido en otros estudios donde una proporcion de las muestras participantes es procesada y
almacenada localmente, almacenandose un segundo conjunto en un archivo centralizado.

El primer y mas importante proceso de estabilizar material biolégico a temperaturas criogénicas adecuadas para
estudios moleculares se denomina crioconservacion, una aplicacion practica de la criobiologia, o el estudio de la
vida a bajas temperaturas. Los avances realizados en tecnologia de crioconservacion han conducido a métodos que
permiten el mantenimiento a baja temperatura de una variedad de tejidos, tipos de células y materiales subcelulares.
Se dispone de técnicas para la conservacion de microorganismos, tejidos, células primarias, lineas celulares
establecidas, pequefios organismos multicelulares, estructuras celulares complejas tales como embriones, asi como
acido nucleico y proteinas.

El objeto de la crioconservacion es minimizar el dafio de los materiales biolégicos durante la congelacion y el
almacenamiento a baja temperatura. El objetivo Ultimo es proporcionar una fuente continua de tejidos y células vivas
genéticamente estables para varios fines, incluyendo la investigacion y los procesos biomédicos.

El agua, el componente principal de todas las células vivas, debe estar presente para que se produzcan reacciones
quimicas dentro de una célula. Durante la crioconservacion, el agua se convierte en hielo y el metabolismo celular
cesa. También tiene lugar deshidratacion, que cambia la concentracion de sales y otros metabolitos y crea un
desequilibrio osmoético que puede ser perjudicial para la recuperacion celular.

El proceso de congelacion implica fendmenos complejos que, incluso después de décadas de investigacion, todavia
no se entienden por completo. Estudios criobiolégicos han conducido a la especulacion de qué tiene lugar durante la
congelacion de células vivas y como pueden superarse fendmenos adversos.

Dado que el agua es el componente principal de todas las células vivas y debe estar disponible para que se
produzcan los procesos quimicos de la vida, el metabolismo celular se detiene cuando toda el agua del sistema se
convierte en hielo. El hielo se forma a diferentes velocidades durante el proceso de enfriamiento.
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El enfriamiento lento da lugar a congelacion externa a la célula antes de que empiece a formarse hielo intercelular.
Cuando se forma hielo externo a la célula, se quita agua del entorno extracelular y tiene lugar un desequilibrio
osmotico a través de la membrana celular dando lugar a migracién del agua fuera de la célula. El aumento de la
concentracion de solutos fuera de la célula, asi como intracelular cuando sale agua de la célula, puede ser
perjudicial para la supervivencia de la célula. Si queda demasiada agua dentro de la célula, pueden producirse
dafos debido a la formacion de cristales de hielo y a la recristalizacion durante el calentamiento y por lo general son
letales.

El enfriamiento rapido minimiza los efectos de la concentracién de solutos puesto que el hielo se forma de manera
uniforme, pero da lugar a la formaciéon de mas hielo intracelular dado que el agua no sale de la célula. Como ya se
ha mencionado, el enfriamiento lento, por otra parte, da lugar a una mayor pérdida de agua de la célula y a la
formacion de menos hielo interno, pero da lugar a un aumento de los efectos de solucion. La permeabilidad celular
afecta a la tasa de pérdida de agua; las células mas permeables son capaces de tolerar el enfriamiento rapido mejor
que las células menos permeables. La literatura cientifica indica que la formacion de cristales de hielo y el efecto de
la solucion desempefian un papel en el dafio celular.

Por estas razones, se supone que un elemento clave de un buen programa de crioconservacion es la
estandarizacion de los procesos empleados. A causa de la complejidad del proceso de conservacion, pequefas
variaciones en el procesado y almacenamiento pueden dar lugar a cambios sutiles en los materiales bioldgicos.
Estandarizando las metodologias hay una mayor certeza de que los resultados de la investigacion seran
consistentes y comparables. Por lo tanto, una vez establecido un régimen de crioconservacion exitoso, se deberan
hacer esfuerzos en la documentacion y metodologia esmeradas.

Hoy dia, la congelacién instantanea es una técnica de crioconservacion estandar en la que una muestra es
congelada rapidamente. Se realiza por lo general usando hielo seco, una suspension de hielo seco/etanol o
nitrégeno liquido. La congelacion instantanea reduce la posibilidad de que el agua presente en la muestra forme
cristales de hielo durante el proceso de congelacion, y mantiene mejor la integridad de la muestra. En el caso de
tejidos, la congelacion instantanea ralentiza las acciones de las proteasas y las nucleasas inhibiendo la degradacion
de moléculas tales como ARN o proteinas. Tipicamente, la congelacion instantanea se realiza directamente en hielo
seco o0 en un bafo conteniendo hielo seco con etanol o isopropanol. También se usa cominmente nitrogeno liquido
para la congelacion instantanea de fragmentos de tejido.

El principal inconveniente de los actuales procesos de congelacion instantanea es la tasa de enfriamiento no
controlada, puesto que los tejidos caen de repente a un entorno a temperatura muy baja, tipicamente de
aproximadamente -80°C. US 2006/0063141 A1 describe un método de crioconservacion, donde las células son
enfriadas a una primera temperatura de entre -3°C y -30°C, seguido de enfriamiento a una segunda temperatura
inferior a -60°C en 0,1 a 5 minutos usando perfiles lineales o no lineales.

Por ello, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método y un aparato para la crioconservacion de
muestras de tejidos biolégicos para crioconservacion en biobancos que optimizan las técnicas actualmente
conocidas y que pueden dar lugar a un procedimiento técnico estandarizado para recoger tejidos humanos y
animales para biobancos y estudios moleculares.

Este objeto se logra con la materia de las reivindicaciones independientes. Se definen realizaciones preferidas en las
reivindicaciones dependientes. Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método definido en la
reivindicacion 1.

En un primer paso, el espécimen se coloca en un fluido de enfriamiento puesto previamente a una primera
temperatura predeterminada de entre -10°C y -60°C para la congelacién instantanea, es decir, congelacion rapida,
del espécimen. En una realizacion preferida, la primera temperatura predeterminada se pone a entre -20°C y -50°C,
mas preferiblemente a entre -35°C y -45°C, muy preferiblemente a -40°C. En una realizacién muy preferida, la
primera temperatura predeterminada se pone a una temperatura de entre -20°C y -40°C. Se indica que la primera
temperatura predeterminada se pone segun el tipo de muestra (células, tejidos, etc) a crioconservar para permitir
una congelacion rapida (instantanea) del espécimen. La temperatura del espécimen antes de ser colocado en el
fluido de enfriamiento puesto previamente a la primera temperatura predeterminada es por lo general la temperatura
ambiente.

En un segundo paso del método segun la invencion, la temperatura del fluido de enfriamiento se reduce a una
segunda temperatura predeterminada que es adecuada para conservar dicho espécimen. En otros términos, la
segunda temperatura predeterminada es inferior a la primera temperatura predeterminada y es preferiblemente de
entre -70°C y -90°C, mas preferiblemente de entre -75°C y -85°C, y muy preferiblemente de aproximadamente -
80°C.

Segun la invencion, la reduccion de la temperatura en el segundo paso del método se realiza por un perfil de
enfriamiento predeterminado. El perfil de enfriamiento predeterminado se realiza con una tasa de enfriamiento
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predeterminada de entre 0,5°C por minuto y 3°C por minuto, preferiblemente de 1°C por minuto. El perfil de
enfriamiento predeterminado puede ser lineal, no lineal o gradual.

En una realizacion preferida, la temperatura del fluido de enfriamiento y/o preferiblemente el espécimen se mide
directa o indirectamente, midiéndose preferiblemente de forma continua. La reduccion de temperatura en el segundo
paso del método es controlada por un algoritmo PID (algoritmo proporcional integral derivativo) usando un
controlador PID. Usando el algoritmo PID y en base a las temperaturas medidas y almacenadas, se determinara un
punto de control o valor de control que sera transferido después a un control de encendido/apagado del proceso de
enfriamiento; es decir, un control de encendido/apagado de un medio de enfriamiento correspondiente.

En el primer paso, el espécimen se coloca directamente en el fluido de enfriamiento o se coloca en un depésito
como un criovial o cesta, hecho preferiblemente de PDFE, que después se coloca en el fluido de enfriamiento.

El primer paso del método novedoso también puede incluir el paso de colocar una pluralidad de especimenes
sucesivamente o todos a la vez en el fluido de enfriamiento (directa o indirectamente), y el segundo paso del método
se lleva a cabo solamente después de haber colocado un numero predefinido de especimenes (preferiblemente
todos los especimenes) en el fluido de enfriamiento preenfriado para la congelacion instantanea del espécimen
hasta la primera temperatura predeterminada.

El fluido de enfriamiento es preferiblemente un liquido refrigerante. Dicho liquido de enfriamiento no se congela
preferiblemente durante el proceso. El fluido o Il'qruido de enfriamiento puede ser isopentano o un liquido de
enfriamiento sucedaneo no inflamable como NOVEC™ 7000 de 3M™.

El método segun la invencion consiste asi en mantener el fluido de enfriamiento inicial o agente de congelacion en
un medio de enfriamiento como un depdsito o recipiente (aluminio), a una primera temperatura preestablecida. Esta
temperatura preestablecida puede ponerse a una temperatura que permita la congelacion instantanea o la
congelacion rapida del espécimen. Segun el tipo de la muestra (célula, tejidos, etc) a crioconservar, esta primera
temperatura predeterminada y preestablecida inicial se puede poner, preferiblemente, a entre -20°C y -40°C. Tan
pronto como las muestras son sumergidas o al menos colocadas en el agente de congelacion almacenado en un
medio de recepcion de un aparato correspondiente, y preferiblemente no antes de que llegue a una temperatura
deseada (de congelacion) en el espécimen, se lleva a cabo el segundo paso del método, por ejemplo, en el que el
operador puede activar un procedimiento de enfriamiento predefinido mediante una interfaz de software. Entonces,
el control del aparato, por el software PID, baja la temperatura del agente de congelacion a aproximadamente -80°C
o cualquier otra temperatura adecuada para conservar dicho espécimen con un perfil de enfriamiento
predeterminado que tiene preferiblemente una tasa de enfriamiento controlada de 1°C por minuto. Para facilitar el
manejo y las operaciones, las muestras pueden colocarse en crioviales (es decir, para tejidos o células fragiles) o en
una cesta de PTFE dedicada o analogos y entonces dejarse caer al liquido de enfriamiento.

El método incluye asi la posibilidad de crear un protocolo estandarizado de congelacién instantanea con una
temperatura preestablecida inicial para congelar el espécimen y un perfil de enfriamiento siguiente a la temperatura
de almacenamiento final deseada con una tasa de enfriamiento exacta de, por ejemplo, 1°C por minuto para superar
los inconvenientes de la técnica conocida. Por lo tanto, es posible, por el paso inicial de congelacién instantanea,
enfriar el espécimen hasta una temperatura deseada para reducir la posibilidad de que el agua presente en la
muestra forme cristales de hielo durante el proceso de congelacion, manteniendo asi mejor la integridad de la
muestra mientras que, por otra parte, el perfil de enfriamiento controlado posterior con tasas de enfriamiento
predeterminadas permite la minimizacion de las variables de baja recuperacion celular debido a hidratacién o
formacion de cristales de hielo para asegurar la maxima viabilidad de una amplia variedad de células. Las tasas de
enfriamiento uniforme programadas son efectivas para una variedad de aplicaciones de congelacion, incluyendo
células pluripotenciales, embriones, valvulas duras y sangre del cordén umbilical. Por lo tanto, los efectos
perjudiciales actualmente conocidos al congelar materiales bioldgicos con diferentes técnicas pueden minimizarse o
incluso superarse con el método segun la presente invencion.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a un aparato como el definido en la reivindicacion 9. El aparato
incluye un medio de recepcion para recibir un fluido de enfriamiento y dicho espécimen, asi como un medio de
enfriamiento para enfriar dicho fluido en dicho medio receptor. Segun la presente invencioén, el aparato incluye
ademas un controlador que esta configurado para mantener la temperatura de dicho fluido de enfriamiento a una
primera temperatura predeterminada de entre -10°C y -60°C para la congelacion instantanea, es decir, la
congelacion rapida, de dicho espécimen cuando dicho espécimen se coloca en dicho medio receptor conteniendo
dicho fluido de enfriamiento. El controlador esta configurado ademas para reducir, en un paso posterior después del
primer paso, la temperatura de dicho fluido de enfriamiento a una segunda temperatura predeterminada adecuada
para conservar dicho espécimen con un perfil de enfriamiento predeterminado después de que el espécimen ha sido
colocado en el medio de recepcion. El controlador esta configurado para controlar el medio de enfriamiento con un
algoritmo PID como ya se ha definido anteriormente y por ello es un controlador PID.

El medio de recepcion incluye preferiblemente al menos uno o una pluralidad de depdsitos para recibir el fluido de
enfriamiento y también para recibir un espécimen y/o un depdsito como un criovial o una cesta, hecho
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preferiblemente de PTFE, que contiene el espécimen y para colocarlo en el fluido de enfriamiento. Ademas, el medio
de recepcion puede incluir un medio de trabajo como una placa de trabajo que esta en contacto (térmico y
preferiblemente también fisico) con el al menos Unico depdsito y, preferiblemente, también con el medio de
enfriamiento. Segun una alternativa, el depdsito esta formado integralmente con el medio de trabajo. Segun otra
alternativa, el depdsito se coloca preferiblemente de forma extraible o se monta en el medio de trabajo. Ademas, es
posible una combinacion de estas dos alternativas en el mismo medio de trabajo. Preferiblemente, el medio de
recepcion puede incluir ademas un medio de transferencia que conecte térmicamente el medio de trabajo y el medio
de enfriamiento y/o el depdsito o los depdsitos. EI medio de enfriamiento puede estar asi alternativa o
adicionalmente en contacto (fisico directo o al menos contacto térmico) con el depdsito o los depositos.

El medio de recepcion se puede hacer de un material que tiene una alta conductividad térmica. Tales materiales
pueden ser, por ejemplo, metales como aluminio o acero inoxidable, aunque la presente solicitud no se limita a estos
materiales.

En una realizacion preferida, el medio de enfriamiento es un refrigerador Stirling que usa preferiblemente gas argon.
El medio de enfriamiento, preferiblemente el refrigerador Stirling, puede tener una parte de enfriamiento que esta en
contacto térmico con al menos una parte del medio de recepcién o al menos el depédsito o los depdsitos,
preferiblemente en contacto fisico directo con ellos. La utilizacion de un refrigerador Stirling mas bien que un
compresor comun tiene la ventaja de que los ciclos de temperatura de los compresores comunes pueden oscilar
varios grados puesto que el mecanismo de enfriamiento es lento, mientras que un refrigerador Stirling permite un
ajuste exacto de la temperatura que solamente tiene una desviacion de temperatura de a lo sumo +/- 1°C.

Ademas, el aparato puede incluir una tapa para proporcionar una zona de trabajo cerrada que encierra al menos el
medio de recepcion o el deposito o los depdsitos y para mantener la zona de trabajo térmicamente aislada del
entorno externo. El aparato puede incluir ademas una disposicion de descongelacion como una bomba de aire y un
elemento de calentamiento inverso para descongelar la zona de trabajo preferiblemente en ciclos preestablecidos.

Segun la presente invencion, se facilita asi un aparato especifico para llevar a cabo dicho método y que se facilita
con el fin de gestionar rapidamente la condicion de temperatura y el perfil de enfriamiento del fluido de enfriamiento
(es decir, liquido de enfriamiento o agente de congelacién), tal como isopentano o sucedaneos alternativos no
inflamables, contenido preferiblemente en un depdsito dedicado como un recipiente.

Un componente del hardware del aparato es el medio de enfriamiento que es preferiblemente un refrigerador Stirling
(motor), es decir, un tipo especifico de compresor que es capaz de poner rapidamente y mantener una temperatura
preestablecida preferiblemente mediante la utilizacién de gas argén en un cilindro de piston sellado.

Para seguir exactamente el perfil de temperatura de enfriamiento, el medio de enfriamiento o refrigerador Stirling es
controlado preferiblemente por un algoritmo PID de un software de sistema dedicado del aparato.

Con el fin de transmitir rapidamente la baja temperatura generada por el medio de enfriamiento, una parte de
enfriamiento, por ejemplo, la punta superior del cilindro del refrigerador Stirling, esta en contacto directo (térmico o
incluso fisico) con preferiblemente todas las superficies a enfriar, en particular con los depdsitos o recipientes
(dedicados) donde se almacena el agente de congelacion. Para asegurar una transferencia y control de temperatura
muy rapidos, las partes en contacto térmico directo o incluso en contacto fisico con el depdsito del cilindro del
refrigerador de motor Stirling son preferiblemente de material de aluminio o cualquier otro material adecuado para
alta conduccion térmica.

El refrigerador Stirling puede tener una capacidad de enfriamiento de aproximadamente 80 vatios en caso de un
volumen de muestra total (medio de enfriamiento liquido y espécimen) de 50 ml. El espécimen podria tener entonces
un volumen total de aproximadamente 1 ml o 1 mg.

Mas ventajas y caracteristicas especificas se describiran ahora con respecto a las figuras acompanantes, en las
que:

La figura 1 es una vista en perspectiva de un aparato segun una primera realizacion de la presente invencion.

La figura 2 es una vista lateral en seccion del aparato segun la figura 1.

La figura 3 es una vista en perspectiva de un aparato segun una segunda realizacion de la presente invencion.

Y la figura 4 es una pantalla de un aparato segun la presente invencion.

Las figuras 1 a 2 muestran una primera realizacion del aparato 1 para la crioconservacion de especimenes
bioldgicos tal como tejidos humanos y animales, tipos de células y materiales subcelulares para crioconservacion en

biobancos segun la presente invencion. El aparato 1 incluye un medio de recepcién 2 para recibir un fluido de
enfriamiento y un espécimen. El fluido de enfriamiento puede ser un liquido refrigerante (en adelante, fluido de
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enfriamiento y liquido de enfriamiento se utilizan de forma intercambiable, pero los dos se refieren a un fluido de
enfriamiento correspondiente; aunque se usa preferiblemente un liquido refrigerante). El fluido o liquido de
enfriamiento no se congela preferiblemente durante el proceso. El liquido de enfriamiento puede ser isopentano o
cualquier otro liquido de enfriamiento sucedaneo no téxico y/o no inflamable como NOVEC™ 7000 de 3M™

El medio de recepcién 2 puede incluir al menos uno o incluso una pluralidad de depésitos 3 para recibir el fluido de
enfriamiento. Un primer tipo de tal depdsito 3 podria ser un recipiente 30. Este recipiente 30 puede taparse con una
tapa 31 que se hace, preferiblemente, de PTFE. En este recipiente 30, el fluido de enfriamiento puede
disponerse/almacenarse al menos durante el proceso y preferiblemente también para conservacién de un
espécimen concreto.

El espécimen puede colocarse en el fluido de enfriamiento (almacenado en el recipiente de enfriamiento 30)
directamente o se coloca en una cesta 32, hecha preferiblemente de PTFE, que soporta el espécimen y que esta
adaptada para colocarse en el fluido de enfriamiento, por ejemplo, para ponerse en el recipiente 30. Esta disposicion
se ilustra en la figura 1 en el lado izquierdo. Alternativamente, también es posible que el espécimen se
almacene/coloque en un depdsito receptor 36 como un vial que contenga el espécimen y que también esté adaptado
para colocarse en el fluido de enfriamiento, por ejemplo, para ponerse en el recipiente 30. Esta disposicion se usa en
general para tejidos o células fragiles. Un numero dedicado o predeterminado de crioviales también puede
soportarse en/sobre un soporte (no representado) que esté adaptado para colocarse en el fluido de enfriamiento, por
ejemplo, para ponerse en el recipiente 30. Por lo tanto, multiples crioviales pueden ser manejados conjuntamente,
facilitando asi el manejo del sistema y acelerando el proceso/método.

También se puede disponer un receptaculo 35 para recibir los recipientes 36 (por ejemplo, crioviales) que contienen
los especimenes que se colocaron o se colocaran en el fluido de enfriamiento en el depésito 3, 30. El receptaculo 35
puede facilitarse como un bloque. El receptaculo sirve asi como una zona de almacenamiento para un ndmero
concreto de recipientes 36. Segun la figura 1, el aparato 1 o el receptaculo 35 tiene una zona de almacenamiento de
hasta 12 crioviales 36, aunque la solicitud no se limita a un nimero o tipo concreto de tales recipientes 36. La zona
de almacenamiento permite al operador mantener momentaneamente una pluralidad de muestras de espécimen a la
temperatura de almacenamiento correcta, que se puede poner independientemente, antes de que finalice la
recogida final. El receptaculo 35 puede definirse asi como una zona de almacenamiento preferiblemente para
mantener los especimenes en los crioviales, preferiblemente previamente congelados al valor establecido minimo en
el fluido de enfriamiento del depésito 3, 30. Consiguientemente, la temperatura de mantenimiento del receptaculo 35
puede definirse como la temperatura minima del protocolo de enfriamiento correspondiente/presente/predeterminado
disefiado para almacenamiento del espécimen dentro del sistema/aparato 1.

El medio de recepcién 2 puede incluir asi al menos uno o una pluralidad de depésitos 3, 30 para recibir el fluido de
enfriamiento y para recibir el espécimen y/o un depdsito como un criovial 36 o una cesta 32, hechos preferiblemente
de PTFE, que contiene el espécimen y que puede colocarse en el fluido de enfriamiento almacenado en el deposito
respectivo 3, 30.

Como se representa en las figuras 1y 2, el medio de recepcion 2 puede incluir ademas un medio de trabajo 4 como
una placa de trabajo. Este medio de trabajo 4 forma al menos la parte inferior de una zona de trabajo W para realizar
el proceso segun la invencion. El medio de trabajo o la placa de trabajo 4 esta preferiblemente en contacto térmico
con al menos un depdsito 3, 30 y preferiblemente también el receptaculo 35. Segun esta realizacion, el depdésito 3,
30 (y el receptaculo 35) puede colocarse o montarse en el medio de trabajo 4 y se coloca preferiblemente de forma
extraible en él. Si el deposito 3, 30 (y el receptaculo 35) se coloca de forma extraible en el medio de trabajo 4, el
medio de trabajo 4 y el depésito 3 (y el medio de trabajo 4 y el receptaculo 35) estan preferiblemente en contacto
térmico (y fisico) uno con otro por o mediante zonas planas de contacto.

Segun otra realizacion alternativa, el depdsito 3 también puede estar formado integralmente con el medio de trabajo
4. Por lo tanto, el medio de trabajo 4 puede incluir indentaciones, es decir, puede tener uno o mas rebajes que
forman los depdsitos 3 para recibir el fluido de enfriamiento.

Dentro de la zona de trabajo W y preferiblemente encima del medio de trabajo 4 puede disponerse un elemento de
trabajo 12. Este elemento de trabajo 12 se puede hacer de PTFE o analogos. El elemento de trabajo 12 se coloca
preferiblemente de forma extraible en el medio de trabajo 4. El elemento de trabajo 12 puede usarse para colocar
encima de él la cesta 32 o cualquier otro elemento antes, durante o después del proceso. El elemento de trabajo 12
puede incluir una porcién de borde sobresaliente 120 como una proteccién contra escapes o rebosamiento.

El aparato 1 incluye ademas un medio de enfriamiento 5 que se representa en la figura 2 y que esta adaptado para
enfriar el fluido en el medio de recepcion 3 y por ello también un espécimen colocado en el fluido de enfriamiento. El
medio de enfriamiento 5 es preferiblemente un refrigerador Stirling que utiliza un gas, preferiblemente gas argon, en
un cilindro de piston para crear el necesario intercambio de temperatura. El refrigerador Stirling o motor 5 es
especificamente adecuado para temperaturas inferiores a -40°C, tiene mejor eficiencia que los compresores
convencionales y también se puede disponer en dimensiones bastante compactas. Habiendo gas argén en el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2662 133 T3

cilindro de sellado, no hay necesidad de regenerarlo con mantenimiento periédico como en un compresor de gas
estandar ordinario.

Para asegurar una transferencia de temperatura rapida y exacta del medio de enfriamiento 5 al fluido de
enfriamiento y por ello al espécimen a tratar, una parte de enfriamiento 50 del medio de enfriamiento 5 esta
preferiblemente en contacto térmico con al menos una parte del medio de recepcién 2 o al menos el depésito 3, 30,
preferiblemente en contacto fisico directo con él. A efectos de almacenamiento, también el receptaculo 35 puede
estar en contacto térmico o incluso en contacto fisico directo con la parte de enfriamiento 50. Para permitir una
transferencia térmica suficiente, la parte de enfriamiento 50 esta preferiblemente en contacto plano con los
elementos a enfriar 3, 30, 35. Por razones de disefio u otras, también puede ser adecuado que el medio de
recepcion 2 incluya ademas un medio de transferencia 6 para conectar térmicamente el medio de enfriamiento 5 (o
su parte de enfriamiento 50) y el medio de trabajo 4 y/o los depdsitos 3, 30 y/o el receptaculo 35. Por lo tanto, todas
las partes respectivas estan preferiblemente en contacto fisico plano una con otra. Ademas, todas las partes en
contacto térmico una con otra, como el medio de recepcion 2 incluyendo los depésitos 3, 30, el receptaculo 35, el
medio de trabajo 4 y el medio de transferencia 6 se hacen preferiblemente de un material que tiene alta
conductividad térmica. Tales materiales pueden ser, por ejemplo, metales como aluminio o acero inoxidable, aunque
la presente aplicacién no se limita a estos materiales.

Como se puede deducir de las figuras 1 y 2, el aparato 1 puede incluir ademas una tapa 7 para proporcionar una
zona de trabajo cerrada W que encierra al menos el medio de recepcion 2 o el depdsito 3, 30 y preferiblemente
también el receptaculo 35. La tapa 7 puede incluir ademas un elemento de aislamiento correspondiente 70 dispuesto
al menos parcialmente alrededor de la zona de trabajo W en caso de que la tapa 7 esté en una posicién cerrada. La
tapa 7 puede disponerse asi para mantener la zona de trabajo W térmicamente aislada del entorno externo.

Para mover facilmente la tapa entre dicha posicion cerrada y una posicion abierta para acceder a la zona de trabajo
W, la tapa 7 puede soportarse pivotantemente. Por lo tanto, la tapa 7 se conecta preferiblemente de forma pivotante
mediante bisagras 71 o analogos a una base 8. La tapa 7 puede incluir un mango 73 para manipular facilmente, es
decir, abrir y cerrar, la tapa 7.

La base 8 puede soportar la mayor parte de los componentes del aparato 1 como el medio de recepcion 2 y el medio
de enfriamiento 5. Para proporcionar una zona de trabajo W cerrada suficientemente aislada cuando la tapa 7 esta
en su posicion cerrada, la base 8 también puede incluir un elemento de aislamiento 80 que rodea al menos
parcialmente o encierra el medio de recepcion 2 y tiene una abertura superior 81 para acceder a la zona de trabajo
W. El elemento de aislamiento 80 también puede incluir una abertura inferior a través de la que se extiende una
parte del medio de recepcion 2 (por ejemplo, el medio de transferencia 6) y/o el medio de enfriamiento 5 (por
ejemplo, la parte de enfriamiento 50). Ademas, el elemento de aislamiento 80 de la base puede incluir una porciéon
de borde perfilada 82 que corresponde preferiblemente a una porciéon de borde perfilada correspondiente 72 del
elemento de aislamiento 70 de la tapa 7 para proporcionar una zona de trabajo W sellada cuando la tapa 7 esta en
su posicion cerrada.

Por razones de disefio, la base 8 puede incluir una caja 83 para cubrir el interior del aparato 1. Al menos uno de los
lados de la base 8 puede incluir un elemento de pared abrible 84 para acceder al interior del aparato 1 donde, por
ejemplo, esta el medio de enfriamiento 5. También se puede proporcionar ranuras de ventilacion 85 para permitir el
intercambio de aire de la zona interna de la base 8 que encierra, por ejemplo, el medio de enfriamiento 5.

El aparato 1 incluye ademas un controlador 10 que esta configurado para mantener la temperatura del fluido de
enfriamiento a una primera temperatura predeterminada de entre -10°C y -60°C para congelaciéon (inmediata o
rapida) del espécimen cuando el espécimen esta colocado en el medio de recepcion 2 (es decir, el deposito 3, 30 o
analogos) conteniendo dicho fluido de enfriamiento. El controlador 10 esta configurado ademas de tal manera que,
después de colocar el espécimen en el medio de recepciéon 2, se reduzca, con un perfil de enfriamiento
predeterminado, la temperatura del fluido de enfriamiento a una segunda temperatura predeterminada adecuada
para conservar el espécimen. El controlador 10 esta configurado para controlar el medio de enfriamiento 5 por un
algoritmo PID que realiza un perfil de enfriamiento predeterminado con una tasa de enfriamiento de entre 0,5°C por
minuto y 3°C por minuto, preferiblemente 1°C por minuto. El aparato 1, incluyendo el medio de enfriamiento 5 asi
como el controlador 10, es movido por una fuente de alimentacién 9.

El aparato 1 puede incluir ademas una pantalla 11 que tiene preferiblemente una pantalla tactil para controlar el
aparato 1. Tal pantalla 11 se representa de forma ejemplar en la figura 4. La pantalla 11 puede incluir diferentes
zonas de visualizacién que muestran, por ejemplo, la temperatura real (zona A1), la temperatura establecida (zona
A2) asi como el tiempo establecido para la tasa de enfriamiento, por ejemplo 1°C por tiempo introducido en la
pantalla (zona A3). También se puede disponer un botdn de "Inicio" A4 para iniciar el primer y/o el segundo paso del
método. Ademas, también pueden facilitarse botones para aumentar o disminuir la temperatura establecida (A5) o el
tiempo (A6). La pantalla 11 de la figura 4 es solamente ejemplar, pero puede variar y modificarse de varias formas
que sean mas adecuadas para los requisitos concretos.
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Dado que la mayoria de las partes del aparato 1, en particular las partes enfriadas como el medio de recepcion 2, se
hacen de material metalico, estas partes metalicas, cuando se enfrian a temperaturas muy bajas (como de -40°C a -
80°C) y se exponen ademas a aire ambiente, estan expuestas a rapida generacion de humedad y condensaciones.
Las condensaciones pueden crear problemas practicos para realizar el procedimiento de congelacion de la
invencion. Para evitar este problema, el aparato 1 puede incluir ademas un dispositivo de descongelacion como una
bomba de aire y un elemento de calentamiento inverso para descongelar la zona de trabajo W preferiblemente en
ciclos preestablecidos. Estos componentes del dispositivo de descongelacion también pueden ser activados por la
fuente de alimentacion 9.

Con respecto a la figura 3, se representa otra realizaciéon del presente aparato 100. Este aparato 100 es bastante
similar al aparato segun la primera realizacion. Los mismos elementos llevan los mismos nuimeros de referencia.
Para evitar la repeticién innecesaria, solamente se describen aqui los elementos diferentes de los de la primera
realizacion.

El aparato 100 segun la segunda realizacion incluye dos zonas de trabajo separadas W, aunque también son
posibles solamente una (primera realizacion) o incluso tres o0 mas. Estas zonas de trabajo W pueden ser procesadas
simultaneamente. También es posible utilizar una de las zonas de trabajo W1 (en la figura 3 la zona de trabajo
izquierda) para el primer paso del método y la otra de las zonas de trabajo W2 (en la figura 3 la zona de trabajo
derecha) para el segundo paso del método. Cada una de las zonas de trabajo puede estar provista de una tapa
individual o de una tapa combinada. Ademas, se puede disponer una pantalla o pantalla tactil 11 para cada una de
las zonas de trabajo W o una para todas las zonas de trabajo W.

A continuacién, se describe un método para la crioconservacion de especimenes bioldgicos, tal como tejidos
humanos y animales, tipos de células y materiales subcelulares para crioconservacion en biobancos.

En un primer paso de este método, se coloca un espécimen en un fluido de enfriamiento puesto previamente a una
primera temperatura predeterminada de entre -10°C y -60°C para la congelacion instantanea, es decir, la
congelacion rapida, del espécimen. En una realizacion preferida, la temperatura predeterminada se pone a una
temperatura de entre -20°C y -50°C, mas preferiblemente de entre -35°C y -45°C, muy preferiblemente a
aproximadamente -40°C. Se indica que el efecto deseado de la presente invencién solamente puede obtenerse si el
espécimen se ha enfriado suficientemente (congelado) en el primer paso. Es bien conocido que hasta
aproximadamente -5°C, las células y su medio circundante permanecen sin congelarse principalmente a causa de
superenfriamiento, pero también a causa de la depresion del punto de congelacion por los solutos protectores que
hay frecuentemente. Por lo tanto, se requiere una temperatura suficiente de (o caida de temperatura a) una
temperatura deseada dentro del rango de temperatura dado (dependiendo del tipo de muestra) a la que el
espécimen se congele al menos parcialmente para obtener las ventajas de la congelacion instantanea sin las
desventajas de una repentina caida de temperatura a una temperatura (de conservacién) muy baja.

El espécimen puede colocarse directamente en el fluido de enfriamiento de, por ejemplo, un depdsito extraible 3
como el recipiente 30 representado en la figura 1, o puede colocarse en un depdsito 32, 36 como un criovial 36 o
una cesta 32, hecho preferiblemente de PTFE, que después se coloca en el fluido de enfriamiento que, por ejemplo,
puede almacenarse en el recipiente 30 (por ejemplo, para recibir la cesta 32) o un receptaculo correspondiente (de
aluminio) o bloque que tenga un numero correspondiente de zonas de recepcion o aberturas (por ejemplo, para
recibir los crioviales 36).

Segun un segundo paso del método, después del primer paso del método, la temperatura del fluido de enfriamiento
se reduce a una segunda temperatura predeterminada adecuada para conservar dicho espécimen que ha sido
colocado en el fluido de enfriamiento en el primer paso del método. Esta segunda temperatura predeterminada
puede ser una temperatura de entre -70°C y -90°C, preferiblemente de entre -75°C y -85°C, muy preferiblemente de
aproximadamente -80°C. La reduccion de la temperatura en el segundo paso del método se lleva a cabo con un
perfil de enfriamiento predeterminado que se realiza con una tasa de enfriamiento predeterminada de entre 0,5°C
por minuto y 3°C por minuto, preferiblemente de 1°C por minuto.

Preferiblemente, en el primer paso del método, el operador coloca el espécimen en el fluido de enfriamiento y, a
continuacion, el operador puede iniciar el proceso de enfriamiento del segundo paso del método (por ejemplo,
pulsando manualmente un boton correspondiente en la pantalla/pantalla tactil 11).

La temperatura del fluido de enfriamiento se mide preferiblemente de forma constante. Por lo tanto, se dispone un
numero dedicado de sensores de temperatura en el aparato 1 para medir constantemente la temperatura del fluido
de enfriamiento y/o el espécimen colocado en él. La temperatura puede medirse directa o indirectamente con
sensores correspondientes. Asi, también es posible que el segundo paso del método se inicie automaticamente una
vez que el fluido de enfriamiento o espécimen haya alcanzado la temperatura deseada o una vez que el espécimen
haya sido colocado en el fluido de enfriamiento; si es necesario o se requiere después de que haya transcurrido un
tiempo predeterminado después de colocar el espécimen en el fluido de enfriamiento y/o después de alcanzar la
temperatura deseada.
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La reduccion de temperatura en el segundo paso del método es controlada por un algoritmo PID del controlador PID
10. El perfil de enfriamiento predeterminado puede ser lineal, no lineal o gradual. Esto depende del tipo de muestra a
crioconservar. Las partes refrigeradas pueden mantener asi o ponerse a una temperatura exacta. Gracias a al perfil
de enfriamiento predeterminado y por ello al circuito dedicado de supervision de temperatura y preferiblemente
también al refrigerador Stirling, el software (PID) del controlador unitario 10 es preferiblemente capaz de mantener la
temperatura deseada dentro de, por ejemplo, +/- 1°C, lo que hace posible asegurar una perfecta reproducibilidad del
procedimiento. El uso del método que tiene los dos pasos dedicados y el perfil de enfriamiento predeterminado para
el segundo paso hace posible, cuando se trata de crioconservaciones, asegurar la perfecta reproducibilidad del
procedimiento y por ello una estandarizacion de este proceso.

Segun una realizacion preferida de la invencién, el primer paso del método incluye colocar una pluralidad de
especimenes sucesivamente o todos a la vez en el fluido de enfriamiento y solamente después de colocar un
numero predefinido de especimenes en el fluido de enfriamiento preenfriado, se lleva a cabo el segundo paso.

La presente invencidon no se limita a las realizaciones descritas anteriormente. La invencion se define en las
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la crioconservacion de especimenes bioldgicos, tal como tejidos humanos y animales, tipos de
células y materiales subcelulares para crioconservacion en biobancos, incluyendo los pasos de:

i) colocar dicho espécimen en un fluido de enfriamiento puesto previamente a una primera temperatura
predeterminada de entre -10°C y -60°C para la congelacion instantanea el espécimen, y

ii) reducir la temperatura de dicho fluido de enfriamiento a una segunda temperatura predeterminada adecuada para
conservar dicho espécimen,

donde la reduccion de la temperatura en el paso ii) es realizada por un perfil de enfriamiento predeterminado, y
donde el perfil de enfriamiento predeterminado se realiza con una tasa de enfriamiento predeterminada de entre
0,5°C por minuto y 3°C por minuto.

2. El método segun la reivindicacion 1, donde dicha primera temperatura predeterminada se pone a entre -20°C y -
50°C, preferiblemente a entre -35°C y -45°C, muy preferiblemente a -40°C y/o donde dicha segunda temperatura
predeterminada es de entre -70°C y 90°C, preferiblemente de entre -75°C y -85°C, muy preferiblemente -80°C.

3. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde el perfil de enfriamiento predeterminado se
realiza con una tasa de enfriamiento predeterminada de 1°C por minuto.

4. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde dicho perfil de enfriamiento predeterminado
es lineal, no lineal o gradual.

5. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde la temperatura del fluido de enfriamiento y/o
el espécimen se mide preferiblemente de forma continua y directa o indirectamente y la reduccion de temperatura en
el paso ii) es controlada por un algoritmo PID.

6. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde el espécimen se coloca directamente en el
fluido de enfriamiento o se coloca en un depdsito (32, 36) como un criovial (36) o una cesta (32), hecho
preferiblemente de PTFE, que se coloca en el fluido de enfriamiento.

7. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde el paso i) incluye colocar una pluralidad de
especimenes sucesivamente o todos a la vez en el fluido de enfriamiento y el paso ii) se lleva a cabo solamente
después de haber colocado un numero predefinido de especimenes en el fluido de enfriamiento preenfriado.

8. El método segun alguna de las reivindicaciones precedentes, donde dicho fluido de enfriamiento es un liquido
refrigerante que preferiblemente no se congela durante el proceso, donde dicho liquido de enfriamiento es
preferiblemente isopentano o un liquido de enfriamiento sucedaneo no inflamable como NOVEC™ 7000.

9. Un aparato (1, 100) para la crioconservacion de especimenes bioldgicos tal como tejidos humanos y animales,
tipos de células y materiales subcelulares para crioconservacién en biobancos, incluyendo:

un medio de recepcion (2) para recibir un fluido de enfriamiento y dicho espécimen, y

un medio de enfriamiento (5) para enfriar dicho fluido en dicho medio receptor (2), donde el aparato (1, 100) incluye
ademas un controlador (10) configurado para

i) mantener la temperatura de dicho fluido de enfriamiento a una primera temperatura predeterminada de entre -10°C
y -60°C para la congelacion instantanea de dicho espécimen cuando dicho espécimen esta colocado en dicho medio
receptor (2) conteniendo dicho fluido de enfriamiento, y

ii) reducir la temperatura de dicho fluido de enfriamiento a una segunda temperatura predeterminada adecuada para
conservar dicho espécimen con un perfil de enfriamiento predeterminado, y

i) controlar el medio de enfriamiento (5) con un algoritmo PID que realiza el perfil de enfriamiento predeterminado
con una tasa de enfriamiento de entre 0,5°C por minuto y 3°C por minuto.

10. El aparato (1, 100) segun la reivindicacién 9, donde el controlador (10) esta configurado para controlar el medio
de enfriamiento (5) con un algoritmo PID que realiza preferiblemente el perfil de enfriamiento predeterminado con
una tasa de enfriamiento de 1°C por minuto.

11. El aparato (1, 100) segun las reivindicaciones 9 o 10,

donde dicho medio receptor (2) incluye:

10
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- al menos uno o una pluralidad de depésitos (3, 30) para recibir el fluido de enfriamiento y para recibir el espécimen
y/o un recipiente como un criovial (36) o una cesta (32), hecho preferiblemente de PTFE, que contiene el espécimen
y a colocar en el fluido de enfriamiento, y

- un medio de trabajo (4) como una placa de trabajo que esta en contacto térmico con el al menos unico depdsito (3,
30), donde el depdsito (3, 30) esta formado integralmente con el medio de trabajo (4) y/o el depésito (3, 30) se
coloca preferiblemente de forma extraible o monta en el medio de trabajo (4), y

- preferiblemente un medio de transferencia (6) que conecta térmicamente el medio de enfriamiento (5) y el medio de
trabajo (4) y/o el depésito (3, 30).

12. El aparato (1, 100) segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde dicho medio receptor (2) se hace de
un material que tiene una alta conductividad térmica como metales, por ejemplo, aluminio o acero inoxidable.

13. El aparato (1, 100) segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, donde dicho medio de enfriamiento (5) es un
refrigerador Stirling que usa preferiblemente gas argoén.

14. El aparato (1, 100) segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, donde dicho medio de enfriamiento (5) tiene
una parte de enfriamiento (50) que esta en contacto térmico con al menos una parte del medio de recepcion (2) o al
menos el deposito (3, 30), preferiblemente en contacto fisico directo con él.

15. El aparato (1, 100) segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, incluyendo ademas una tapa (7) para
proporcionar una zona de trabajo cerrada (W) que encierra al menos el medio de recepcion (2) o el deposito (3, 30) y
para mantener la zona de trabajo (W) térmicamente aislada del entorno externo, donde dicho aparato (1, 100)
también incluye preferiblemente un dispositivo de descongelacion como una bomba de aire y un elemento de
calentamiento inverso para descongelar la zona de trabajo (W) preferiblemente en ciclos preestablecidos.

11
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