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Descripcion
REDUCCION HIPERONICA DE LESIONES POR ENFRIAMIENTO
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta aplicacion es una continuacion en parte de la solicitud de patente de los EE. UU. 09/771,221,
presentada el 26 de enero de 2001 que reivindica prioridad bajo 35 U.S.C.§119 de la Solicitud Provisional
No. US 60/178,157, presentada el 26 de enero de 2000.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere en general al campo de la crioconservacion. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a un método para prevenir lesiones causadas por enfriamiento y calentamiento de
tejidos y para reducir la toxicidad de soluciones de vitrificacion reduciendo la cantidad de crioprotector
necesario para vitrificar y para facilitar la introduccién y el lavado rapidos del crioprotector sin toxicidad o
lesién osmotica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante el enfriamiento y calentamiento de tejidos o células en soluciones crioprotectoras, las células y
tejidos a menudo sufren lesiones. Agregar y eliminar el crioprotector también puede inducir lesién,
particularmente si el proceso de adicion y lavado es prolongado, pero también si la diluciéon es demasiado
rapida. Seria deseable en la técnica proporcionar un método que permita a) la adicion rapida de
crioprotectores, b) enfriamiento rapido o lento sin shock por enfriamiento o lesiones por enfriamiento, y c)
dilucion rapida del crioprotector sin choque osmotico después del recalentamiento del sistema vivo.

Existen muchas formas de danar los sistemas vivos al enfriarse a temperaturas bajo cero y, posteriormente,
al calentarse a temperaturas bajo cero. Si el sistema esta congelado, puede dafarse mecanicamente por
hielo intracelular o extracelular, o por las consecuencias de cambios en la composicién de la parte no
congelada del ambiente semicongelado. Si el sistema esta vitrificado, estas fuentes de lesiéon pueden
desaparecer, pero son posibles otras formas de lesion.

El "choque térmico" (también llamado a veces choque frio) es una lesion causada por el enfriamiento rapido
per se, y se reduce al reducir la velocidad de enfriamiento. Se ha afirmado que existe una lesién por choque
térmico (véase Fahy et al., En Cell Biology of Trauma, J. J. Lemasters y C. Oliver, Eds, CRC Press, 1995,
pp. 333-356) dentro de una estrecha ventana de temperatura entre 0°C y aproximadamente -20°C en la
corteza renal de conejo, pero no por debajo, pero actualmente se cree que no es un problema importante,
aunque las tasas de enfriamiento rapido son deseables para la vitrificacion a fin de reducir la probabilidad
de formacion de hielo y toxicidad crioprotectora.

Otra posible fuente de lesiones es la "lesién por frio", que es una forma poco conocida de lesiones causados
por la exposicion a bajas temperaturas per se. La lesion por enfriamiento es, a fines practicos,
esencialmente no dependiente de la velocidad de enfriamiento (excepto para sistemas pequefos, que
pueden escapar de la lesién por frio a velocidades de enfriamiento muy rapidas), sino que depende
principalmente de la temperatura absoluta a la que se enfria el sistema. Dicho de otra manera, el shock
térmico es causado por una refrigeracion rapida y es reducida o eliminada por una refrigeracion lenta, y la
lesion por enfriamiento no es eliminada por refrigeracion rapida, excepto tal vez posiblemente a tasas de
refrigeracion muy altas.

Otra forma de lesion relacionada con la vitrificacion (crioconservacion sin formacién de hielo al enfriar) es
la desvitrificacion. A medida que la temperatura en un sistema vitrificable se aproxima a la temperatura de
transicion vitrea, en general puede producirse la nucleacién. Cuando el sistema se calienta, los nucleos
formados en las proximidades de la temperatura de transicién vitrea (Tg), que no pueden aumentar mientras
el sistema permanece por debajo de la Tg, pueden aumentar y producir lesiones tanto intracelulares como
extracelulares.

Otra forma de referirse a la lesion que tiene lugar al enfriar per se y que no se caracteriza formalmente
como que representa un choque térmico o una lesién por frio es simplemente denominar dicha lesién como
"lesion por enfriamiento”.
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Las principales barreras para la crioconservacion por vitrificacion son la toxicidad crioprotectora, la lesion
por frio y la desvitrificacion. La toxicidad crioprotectora se ha reducido en gran medida con inventos
recientes que implican la utilizacién de agentes formadores de vidrio débiles y analisis qv* y ya no es un
factor limitante principal para los sistemas celulares. Debido a que la desvitrificacion puede reducirse
utilizando crioprotectores de baja toxicidad, bloqueadores de hielo y calentamiento rapido, también es
actualmente una preocupacién cada vez menor. La lesién por enfriamiento, sin embargo, sigue siendo un
problema sustancial y en gran parte dificil de resolver, que es dificil de abordar en parte debido a su origen
desconocido. Aunque se han realizado estudios sobre la bioquimica de la lesiéon por enfriamiento en
sistemas naturales, no se sabe nada sobre las fuentes de lesion por frio en células que no sufren lesién por
enfriamiento a 0°C y que se han cargado con concentraciones vitrificables de crioprotectores y se han
enfriado a cero temperaturas por debajo de cero grados. Por lo tanto, seria particularmente valioso poder
eludir las lesiones por enfriamiento para mejorar los resultados de la vitrificacion.

En la técnica se conoce un método patentado para tratar la lesion por frio en tales sistemas (véanse las
patentes de los Estados Unidos 5,962,214 y 5,723,282). Fahy demostrd que los rifiones o las laminas de
rindn expuestas a concentraciones altas pero sub vitrificables de crioprotectores a 0°C se dafaron
gravemente al enfriarse a entre -20 y -30°C. Encontr6 que al utilizar concentraciones mas bajas de
crioprotectores permeantes antes del enfriamiento, la sensibilidad a la lesion por frio podria eliminarse a
estas temperaturas. Se podria introducir crioprotector adicional por difusion o por perfusion a entre -20 y -
25°C, con toxicidad reducida o eliminada (véase también Fahy et al., En Cell Biology of Trauma, JJ
Lemasters y C. Oliver, Eds, CRC Press, 1995, pags. 333-356, pero especialmente la Figura 8, pagina 353,
y su descripcién, y Khirabadi y col., Cryobiology 31: 597, 1994, y Cryobiology 32: 543-544, 1995.

Sorprendentemente, se descubrié que este método de la técnica anterior tenia un defecto fatal: cuando los
tejidos protegidos a aproximadamente -25°C utilizando el método se enfriaban posteriormente a Tg, en
realidad sufrian lesiones mucho mas graves que si se hubieran enfriado directamente desde 0°C.
(Kihirabadi et al., Cryobiology 37: 447, 1998). La falta de permeacioén del crioprotector adicional a -25°C se
descarté como causa de la lesiéon por enfriamiento, ya que duplicar el tiempo de equilibrio a -25°C tuvo un
efecto minimo o nulo sobre la lesién por enfriamiento, aunque exacerb6 en gran medida la lesion téxica a -
25°C. Por lo tanto, cualesquiera que sean sus virtudes, este método de la técnica anterior es insostenible.

Fahy et al. explicaron la base de su método de la técnica anterior de la siguiente manera (ver la referencia
de Cell Biology of Trauma, pags. 351-352). "Los eritrocitos humanos normalmente no experimentan un
choque frio cuando se enfrian a 0°C, pero se vuelven susceptibles al choque frio por exposicién a soluciones
hiperténicas antes del enfriamiento... Si se introduce la misma hipertonicidad a una temperatura inferior a
10°C, las células permanecen ilesas a la temperatura de exposicién o al enfriamiento posterior. El método
para evitar el choque frio, entonces, es enfriarse a través del intervalo de temperatura critica en presencia
de bajas concentraciones [baja tonicidad] y aumentar la concentracién [tonicidad] solo después de que este
intervalo critico de temperatura haya sido atravesado de manera segura.”

“En el caso del rindn de conejo, sabiamos que la contraccién osmotica de las células tubulares es inducida
por la exposicién a VS4 y V52, y que la contraccién celular parece ser necesaria para la lesion por choque
frio en los glébulos rojos. Dado que los rifiones se enfriaron a -30°C en VS4 con una vida util de alrededor
del 60% del tiempo y los rifiones se enfriaron a -30°C en V52 vida compatible 0% del tiempo, parecia que
una concentraciéon no muy por debajo de la concentracion del 49% p/v de VS4 deberia evitar el shock por
enfriamiento por completo.”

Al describir los resultados de un experimento disefiado para probar la analogia entre la lesién por choque
térmico en gldbulos rojos y la lesion por enfriamiento en laminas de riidn de conejo, Fahy et al. concluyen
(de la misma referencia):" Por lo tanto, parece ser que la analogia entre lesién por enfriamiento en tejido
renal de conejo y shock por enfriamiento en eritrocitos humanos es valida."

WO 98/09514 A describe un método de vitrificacién que comprende las fases de preparar una solucién de
co-solutos no permeantes de vitrificacion (aminoacidos, betainas, carbohidratos u otros co-solutos no
permeantes que disminuyen de forma efectiva el potencial quimico de los crioprotectores permeables en
soluciones acuosas), un crioprotector permeante y un crioprotector no permeante (polivinilpirrolidona,
polietileno, glicol, dextrano, almidén hidroxi etil, ficol, etc.), poner en contacto una muestra con la solucion
de vitrificacién y almacenar la muestra a una temperatura ambiente. El método también incluye la fase de
rehidratar la muestra conservada en una solucién de rehidratacion preparada en forma de solucion de
almacenamiento de vitrificacién.

WO 97/45010 A describe un método de vitrificacion que comprende las fases de cargar de forma gradual o
escalonada una muestra con un protector permeante poniendo en contacto la muestra con soluciones que
inlcuyen un protector y un co-soluto no permeable que limita la cantidad de protector que penetra en las
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células del espécimen bioldgico. El método incluye asimismo la fase de descargar (rehidratacion) la muestra
poniendo en contacto la muestra con una 0 mas soluciones de rehidrataciéon que tienen concentraciones
progresivamente inferiores tanto del protector como del co-soluto, de manera que el protector es eliminado
de las células de la muestra.

EP 0306132 A2 describe un método de vitrificacién, en que el material biolégico que comprende estructuras
incluidas den la membrana esta protegido contra la lesiéon por frio. EIl método se caracteriza porque
comprende la reduccion de la tension entre las membranas.

US 2001/039004 A1 describe un método para enfriar, recalentar y eliminar el crioprotector de las células
vivas reduciendo la lesion y se presenta la criotoxicidad. El método se caracteriza por un medio hiperténico,
que se utiliza para reducir tanto la toxicidad del crioprotector como la lesién por enfriamiento.

Por lo tanto, esta claro que aunque se ha prestado mucha atencién al problema de evitar la lesién por
enfriamiento en el pasado, aun se necesita un método para prevenir dicha lesion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién se dirige a métodos para reducir o eliminar las lesiones por enfriamiento durante la
crioconservacion por vitrificacién de sistemas vivos tal como se define en las reivindicaciones.

Existen métodos en la técnica anterior que implican el uso de polimeros u otros impermeantes para facilitar
la vitrificacion. En estos métodos, los polimeros se utilizan para mejorar la tendencia a la vitrificaciéon en
lugar del crioprotector extra penetrante. Sin embargo, en ninguno de estos métodos el polimero se utiliza
con el propésito de inhibir la lesion por enfriamiento (en oposicion a la lesion causada por la formacién de
hielo, que, segun las definiciones en el presente documento, no constituye una lesion por enfriamiento).
Debido a esto, ningiin método de la técnica anterior ha logrado una crioconservacion 6ptima, porque, como
se describe aqui, la inclusidon de demasiado polimero puede negar la proteccién contra la lesién por
enfriamiento, o incluso causar una lesion por enfriamiento adicional en comparacion con la no utilizacion de
polimeros, mientras que la utilizacién de muy poco impermeante puede no alcanzar la proteccién maxima,
y no se ha tomado conciencia de que la lesién por enfriamiento se modifica por los cambios en la
concentracion del polimero, por lo que la lesion por enfriamiento ha variado al azar con cambios no guiados
en las condiciones experimentales. Por lo tanto, la presente invencion permite lograr la crioconservacion
optima optimizando el nivel de hipertonicidad y el método para introducir y eliminar la hipertonicidad a fin
de optimizar la negacion de la lesion por enfriamiento, una oportunidad que antes no era posible. Ademas,
ningun método anterior ha utilizado polimeros, otros impermeantes o cambios en la concentracion de la
solucién transportadora para obtener beneficios mediante la simulacién de congelacion y descongelacion.
En el presente documento se describe un método para enfriar células vivas en medios vitrificables sin
engendrar lesion por enfriamiento per se. Sorprendentemente, el método logra la eliminacién casi total de
las lesiones por frio o enfriamiento usando un planteamiento que es opuesto a los métodos anteriores. El
presente método logra la reduccion o eliminacién de la lesién aumentando la tonicidad del medio a mayor
que la isotdnica antes del enfriamiento. Otra forma de realizacién es la utilizacién de un medio hiperténico
para reducir tanto la toxicidad crioprotectora como la lesion por frio, en la que el medio hipertdnico se agrega
y elimina de una manera que simula los efectos de la congelacion y la descongelacién. En una forma de
realizacién adicional, el medio hipertonico evita lesiones por enfriamiento a temperaturas bajo cero. Otra
forma de realizacion es la utilizacion de un medio hiperténico para reducir el tiempo requerido para eliminar
el crioprotector de las células vivas, en que el lavado acelerado del crioprotector se logra simulando la
descongelacion (dilucion simultanea del medio hipertdnico y el crioprotector). Una forma de realizacién
adicional es la utilizaciéon de un medio hiperténico para proteger las células vivas del choque de dilucion, en
que la proteccion se logra mediante la presencia del medio hipertdnico antes de la dilucion y se mantiene
por diluciéon simultanea del crioprotector y el medio en proporciones aproximadamente similares. En una
forma de realizacién adicional, el método proporciona dos etapas de tratamiento con medios hiperténicos,
en los que la tonicidad de la primera etapa y la tonicidad de la segunda etapa pueden diferir, pero en las
que la tonicidad en ambas etapas excede a la isoténica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la viabilidad de laminas corticales renales de conejo congeladas sometidas a
congelacion simulada en DMSO (D) o en Veg (V) a diversas concentraciones. La viabilidad se mide
por relaciones K/Na del tejido después de la restauracién del metabolismo activo. Cada barra
representa 6-12 laminas individuales.

La Figura 2 muestra las proporciones K/Na de laminas expuestas a concentraciones vitrificables
de crioprotectores con o sin simulacion de congelacion, y enfriadas con o sin uso previo del método
de simulacién de congelacién para afnadir crioprotector (elevacién simultanea de la solucién de
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vehiculo y concentracién de crioprotector). Se usaron dos soluciones de vitrificacién, V 16 y C40,
y los efectos de todos los tratamientos se compararon solo con la exposiciéon a la solucion del
vehiculo (Con). Cada barra representa 12 sectores diferentes.

La Figura 3 muestra la lesién asociada al enfriamiento en las ldminas en una solucion de
vitrificacién que tiene una tonicidad de 1.7X. La linea punteada muestra el nivel de lesién causado
en una solucién 1X a aproximadamente -20°C.

La Figura 4 muestra la tonicidad 6ptima para reducir las lesiones causadas por enfriamiento hasta
-22°C.

La Figura 5 muestra los efectos de dos tipos de tratamientos hipertonicos sobre lesiones causadas
por enfriamiento a -100 ° o inferior.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA FORMA DE REALIZACION PREFERENTE

Se presenta un método inicial para afadir y eliminar crioconservador con mayor velocidad y mayor
seguridad y conveniencia, simulando, sin congelarse, los eventos que tienen lugar durante la congelacion
y descongelacion de células vivas y/o tejido. Este método utiliza la hipertonicidad del medio y un retorno a
la isotonicidad del medio para agregar y eliminar crioprotectores. Como resultado, la concentracién de los
crioprotectores necesarios para la vitrificacién puede reducirse, y/o puede reducirse el tiempo de exposicion
total requerido para tratar adecuadamente el sistema con crioprotectores, reduciendo de este modo la
toxicidad de la solucién de vitrificacion. Este método se ha ampliado para lograr la eliminacién de lesién por
enfriamiento a temperaturas bajo cero en soluciones crioprotectoras sin congelacién al aumentar la
tonicidad del medio antes del enfriamiento, aumentando o sin aumentar la concentracién de los
constituyentes de la solucién del vehiculo. Los métodos de la técnica anterior implicaban disminuir la
concentracién de crioprotectores y, por lo tanto, la tonicidad transitoriamente efectiva del medio, antes del
enfriamiento. Esto protege contra lesiones a temperaturas mas altas (por encima de -30°C), pero agrava
las lesiones a temperaturas mas bajas (por debajo de -30°C). Sin embargo, en el presente documento se
muestra que, sorprendentemente, al aumentar la tonicidad, las células se protegen a temperaturas bajo
cero mas altas e inferiores, sin la necesidad de reducir la concentracion de crioprotectores para reducir la
lesién por enfriamiento.

DEFINICIONES DE TONICIDAD Y DE LOS EFECTOS DE LAS SOLUCIONES SOBRE LA TONICIDAD

El término "tonicidad" se refiere a un efecto observado de los solutos sobre el volumen de una célula
expuesta a una solucidon que contiene los solutos. Las soluciones pueden ser hipoténicas, isotonicas o
hiperténicas de forma permanente o transitoria dependiendo de su concentracién y de la capacidad de los
solutos en la solucién para atravesar la membrana celular y entrar y salir de la célula.

Si el volumen de la célula en su estado natural no se cambia transfiriendo la célula a una solucién, se dice
que la solucion es "isotonica". "Esto significa que la solucion tiene la misma tonicidad, o concentracion
osmética efectiva, que la solucién intracelular.

Si el volumen de la célula aumenta al transferirse a la solucién, se dice que la solucién es "hipoténica". Esto
significa que su concentracion osmética efectiva es inferior a la de la solucion intracelular.

Si el volumen de la célula disminuye al transferirse a la solucién, se dice que la solucién es "hiperténica" o
efectivamente mas concentrada osméticamente que la solucion intracelular.

Si los solutos en la solucién no impregnan la célula, y si, durante el transcurso del tiempo de la observacion,
los solutos intracelulares no se escapan de la célula, entonces la tonicidad de la solucién depende
Unicamente de la concentracion osmética total de la solucion. En el cuerpo, los solutos extracelulares se
vuelven efectivamente impermebles por la "bomba" de sodio-potasio-ATPasa, y la concentracién osmoética
de los fluidos extracelulares es de aproximadamente 285 mOsm (285 miliosmolal), medida por la depresién
del punto de congelacion {punto de fusion equivalente a 0.285 osmolal x (-1.86°C/osmolal = -0.53°C). Por
lo tanto, una solucion isoténica es aquella que tiene una osmolalidad efectiva de alrededor de 285 mOsm,
aunque 300 mOsm a menudo se pueden tomar como una aproximacion adecuada. Una solucion hiperténica
tendra una concentracién efectiva mayor de aproximadamente 285-300 mOsm, y una solucién hipoténica
tendra una concentracién efectiva menor de aproximadamente 285-300 mOsm.

Si se coloca una célula en una solucidon de 300 mOsm de dimetilsulféxido, un soluto de permeacion,
comenzara a hincharse. Debido a que los solutos permeables pueden ingresar en la célula y ejercer un
efecto osmético igual en ambos lados de la membrana celular, dichos solutos no tienen efecto neto sobre
el volumen celular, una vez que han alcanzado el equilibrio. Por lo tanto, estan efectivamente ausentes. Por
lo tanto, colocar una célula en una solucién de 300 mOsm de dimetilsulféxido es similar al efecto de colocar
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una célula en agua pura. Debido a que el volumen celular depende de la 6smosis, que es el movimiento del
agua desde una alta concentracion de agua a las regiones de menor concentracion de agua, una célula
que se coloca en el agua se hinchara. Sin embargo, el dimetilsulféxido es menos permeable a una célula
que el aguay, por lo tanto, las células colocadas en dimetilsulféxido (DMSQO) se hincharan mas lentamente
que las células colocadas en agua pura.

Una célula colocada en una soluciéon de 600 mOsm de DMSO se encogera inicialmente, no se hinchara,
debido al hecho de que la membrana celular es mas permeable al agua que lo es a DMSO. En el caso
extremo de permeabilidad muy baja pero finita a DMSO, la célula perdera la mitad de su agua al contacto
con 600 mOsm de DMSO para aumentar la concentracion celular al doble de la concentracién inicial (300
miliosmoles/kg de agua se convierte en 600 miliosmoles por kg de agua si la cantidad de kg de agua se
reduce a la mitad debido a la exosmosis). Después, sin embargo, la penetracion de DMSO continuara y el
volumen de la célula aumentara. Cuando la célula alcanza su volumen isotoénico, contendra
aproximadamente 300 mOsm de DMSO y 300 mOsm de soluto intracelular, equilibrando la presién osmética
de la solucién extracelular de 600 mOsm. Cuando el volumen de la célula se duplica, contendra 150 mOsm
de soluto intracelular y 450 mOsm de DMSO. La inflamacién tendera a continuar hasta que la concentracion
de soluto intracelular se reduzca a cero, lo que solo puede ocurrir cuando el volumen celular alcanza el
infinito. El punto es que los solutos permeables como el DMSO pueden ser transitoriamente hiperténicos
en el corto plazo, a pesar de que son el equivalente osmético del agua (hipotdnico) una vez que se ha
permitido un periodo de tiempo para la penetracion.

Si se coloca una célula en una solucién que contiene 300 mOsm de DMSO y 300 mOsm de soluto
impermeantes, la contraccién inicial de la célula serd la misma que en el caso de la transferencia de la
célula a 600 mOsm de DMSO en agua, porque la osmolalidad extracelular es la misma en ambos casos.
Sin embargo, cuando la célula vuelva al volumen isotdnico, contendra 300 mOsm de DMSO y 300 mOsm
de soluto intracelular, lo que equilibrara los 300 mOsm de DMSO y 300 mOsm de solucién extracelular
impermeante osmoticamente, y no se produciran mas cambios en el volumen celular. Este ejemplo ilustra
la necesidad de una "solucion de soporte” o "solucién de vehiculo" para utilizar en la adicién y eliminacion
de crioprotectores permeables. La solucién de vehiculo "transporta” o administra el crioprotector a la célula
de manera que la célula permanecera en su volumen isoténico después de que el crioprotector haya
penetrado completamente.

La tonicidad de la solucion transportadora determinara el volumen de la célula en presencia de crioprotector
de la misma manera que los impermeantes controlan el volumen de la célula en ausencia de crioprotector,
una vez que cesan los flujos de crioprotectores. Tal como demostré Meryman (Cryobiology 19: 565-569,
1982), se establece una tonicidad normal en presencia de crioprotectores utilizando impermeantes a los
mismos gramos por volumen de solucién de unidad (% p/v) o moles por unidad de volumen de solucién
(molaridad) unidades de concentracién como seria apropiado en ausencia del crioprotector. Esto es légico
porque es el volumen celular lo que se desea controlar y establecer un nivel dado de osmoles por unidad
de volumen fuera de la célula dara como resultado el mismo nivel de osmoles por unidad volumen dentro
de la célula, suponiendo que los crioprotectores permeantes penetran completamente y ocupan la misma
fraccién de volumen en la solucién tanto intracelular como extracelularmente, una suposicion generalmente
valida.

En base a estas definiciones, las ensefianzas de la técnica anterior pueden traducirse ahora en lo que se
refiere a la prevencién de la lesiéon por enfriamiento en sistemas altamente crioprotegidos (sistemas que
contienen concentraciones vitrificables o casi vitrificables de crioprotectores).

Los globulos rojos se colocan en medios fuertemente hiperténicos (al menos aproximadamente de 4 a 5
veces mas concentrados de lo normal, designados como 4-5X) a temperatura ambiente y se enfrian a 0°C
cuando alcanzan los 10°C. Sin embargo, si estan expuestos a las soluciones 4-5X a 0°C después de un
enfriamiento previo a 0°C en una solucion isoténica (1X), no se lisan. Ademas, si los globulos rojos se
exponen a soluciones 4-5X a 0°C y a continuacién se enfrian a temperaturas bajo cero sin congelacion,
tampoco se lisan. Por lo tanto, el choque térmico en los gldébulos rojos es un hecho especifico que tiene
lugar a 10°C y solo cuando la tonicidad de la solucién es alta. La alta tonicidad causa lesiones por choque
térmico, pero solo a temperaturas mas altas. Por lo tanto, si se desea enfriar los glébulos rojos a bajas
temperaturas en soluciones de alta tonicidad, primero deben enfriarse en soluciones de baja tonicidad para
evitar el choque térmico.

El método de la técnica anterior de los sistemas crioprotegidos muestra que la hipertonicidad transitoria
experimentada por las células colocadas en crioprotectores concentrados los sensibiliza a la lesién por
enfriamiento de la misma manera que las soluciones hipertdnicas permiten el choque térmico en los
glébulos rojos. Por lo tanto, la reduccion de la concentracién de crioprotectores y, por lo tanto, la
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concentracion efectiva transitoriamente hipertonica de la solucién crioprotectora, antes de enfriar por debajo
de 0°C, elimina la lesién por enfriamiento.

En la presente descripcidn, se descubre sorprendentemente que una estrategia completamente diferente
resulta tanto factible como mas efectiva que el método de la técnica anterior.

EJEMPLOS

En contradiccién directa con el método de la técnica anterior, el presente método logra la eliminacion de la
lesion por enfriamiento asi como otros objetivos aumentando, no disminuyendo, la tonicidad del medio antes
del enfriamiento. Existen dos variantes del método. En la primera variante, el medio se hace hiperténico al
aumentar la concentracién de la solucion del vehiculo simultaneamente con un aumento en la concentracién
del (de los) crioprotector(es). En la segunda variante, el medio se vuelve hiperténico afadiendo soluto(s)
impermeante(s) no toxicos, y el(los) soluto(s) impermeante(s) no tdxico(s) no necesitan ser agregados al
mismo tiempo que el crioprotector(s) permeante (el término "crioprotector" tal como se utiliza en este
documento, puede referirse tanto a un solo crioprotector como a una mezcla de diferentes crioprotectores).
En ambas variantes del método de proteccién hipertdnica, se pueden reducir los requisitos de
crioprotectores permeantes, se puede reducir el tiempo de exposiciéon a crioprotectores permeantes y se
puede lograr una dilucién mas rapida y segura de los crioprotectores después de la utilizacién, asi como
una proteccioén contra la lesion inducida por enfriamiento. También son posibles diversas combinaciones de
las dos variantes principales del método de proteccién hiperténica.

La adicion de solutos impermeantes a crioprotectores antes del enfriamiento bloquea la lesion por
enfriamiento sin la necesidad de reducir la concentracién de crioprotectores para evitar la lesién por
enfriamiento. Ademas, en la presente memoria descriptiva se reconocen dos regimenes térmicos para la
reduccion hipertonica de la lesién por enfriamiento, y se incluyen medios para optimizar la reduccién de la
lesion por enfriamiento mediante el uso de protecciéon hipertonica optimizada sobre ambos regimenes
térmicos.

La primera variante de estos métodos es un método en el que la solucién de vehiculo para crioprotectores
se puede concentrar mas para reducir la concentracién de agentes permeantes necesarios para la
vitrificacion y facilitar el lavado rapido de los crioprotectores, en analogia a los procesos de congelacién -la
dilucion mediada por concentracion y descongelacion tanto del vehiculo como del crioprotector durante la
congelacién y descongelacién normales.

El ambito de la invencion se define por medio de las reivindicaciones adjuntas.
Los siguientes ejemplos ilustran diversos medios de practicar el método de la presente invencion.
EJEMPLO 1

Tolerabilidad de tonicidad enorme en presencia de grandes concentraciones de crioprotectores y
tolerabilidad de cambios de pasos enormes positivos y negativos en la tonicidad junto con grandes
cambios en la concentracion de crioprotectores

La Figura 1 muestra los efectos de simular la congelacién de laminas corticales renales de conejo de 0.5
mm de grosor en DMSO al 10% p/v o en Veg al 10% p/v (Veg es una mezcla de DMSO (3.10 M), formamida
(3.10 M) y glicol de etileno (2.71 M) en proporciones que se describen a continuacion y se explican en la
patente US6395467. En esta figura y todas las demas, las "viabilidades" de las laminas estan indicadas por
las proporciones K/Na del tejido. La relacion K/Na se mide en todos los casos después de la restauracion
de las condiciones fisiologicas in vitro durante 90 minutos utilizando métodos estandar y publicados.

Los dos grupos superiores de barras muestran los efectos de la exposicion al 10% de DMSO o al 10% de
Veg. solamente. Estas concentraciones son inocuas, y la viabilidad es el 100% de la de las laminas de tejido
fresco. Los datos del 10% de crioprotectores (DMSO o Veg) representan lo que las laminas experimentarian
en el momento en que comienza la congelacion.

El siguiente grupo de barras desde la parte superior de la figura es otro control, que muestra los efectos de
exponer laminas al 20% p/v de Ve. solamente sin congelacién simulada. Nuevamente, las proporciones
K/Na estan en el intervalo esperado para el tejido fresco no tratado.
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Los resultados clave son los tres grupos de barras restantes, etiquetados como "20%/40%", "hasta 40% D"
y "hasta 40% V".

En el primero de estos grupos, "20%/40%", la simulacion supuso que las laminas se congelaron en un 20%
de Veg. hasta que la concentracién total de Veg. alcanzé el 40% o, en otras palabras, hasta que el volumen
liquido de la solucién se redujo a la mitad del volumen inicial. En dicha situacion, la solucién de vehiculo,
RPS-2 (menos calcio y magnesio) también se concentraria por un factor de dos. Después de la exposicién
a esta solucion, las laminas se transfirieron de 40% de Veg. en 2X RPS-2 a 20% de Veg. en 1X RPS-2.

Sorprendentemente, este grupo no demostré esencialmente toxicidad a pesar de la exposicion a una
solucién de vehiculo concentrada por un factor de dos a 0°C (todas las exposiciones se realizaron a 0°C).

En el siguiente grupo, "hasta 40% D", la simulaciéon fue de congelacion en 10% de DMSO hasta una
concentracién total de 40% de DMSO, lo que significa que, en este caso, el vehiculo RPS-2 también se
concentré cuatro veces. En este experimento, las laminas expuestas al 40% de DMSO se diluyeron,
después de esta exposicién, de nuevo a la solucion de referencia inicial en un solo paso, sin ningun "tampén
osmotico” como por ejemplo manitol afadido para compensar la dilucién del crioprotector. En otras
palabras, las laminas se transfirieron desde 40% p/v de DMSO en 4X RPS-2 a 10% de DMSO en 1X RPS-
2. Después de esta dilucion inicial, el crioprotector restante se lavo en presencia de manitol 300 mM como
un tampén osmético, de acuerdo con los métodos publicados previamente. Este grupo resulté dafiado, pero
esto no es sorprendente porque se sabe que el 40% de DMSO es muy toxico.

El grupo final etiquetado "hasta el 40% V" es mas notable. En este grupo, la simulacion fue de congelacién
en 10% de Veg a una concentracion total de 40% de Veg, lo que significa que, de nuevo, el vehiculo RPS-
2 también se concentré cuatro veces. A continuacién, las laminas se transfirieron desde 40% de Veg en 4X
RPS-2 a 10% de Veg en 1X RPS-2 en un paso, y el 10% de Veg se lavo gradualmente con 300 mM de
manitol como un tampdn osmotico. Sorprendentemente, este grupo no mostré toxicidad demostrable
atribuida ni al Veg mismo ni al vehiculo concentrado ni a la abrupta reduccién de 4 veces en la concentracién
tanto en el Veg como en el RPS-2 al diluirse del 40% de Veg y 4X RPS-2 al 10% de Veg en 1X RPS-2 en
un solo paso. Por lo tanto, la congelacién y descongelaciéon simulada es una forma aceptable de afadir
rapidamente y eliminar rapidamente grandes concentraciones de crioprotector.

Generalmente, en la técnica anterior, cuando llega el momento de eliminar altas concentraciones de
crioprotector de una célula o tejido u érgano, es necesario aumentar la tonicidad del medio afadiendo una
cantidad extra de soluto impermeante, como manitol o sacarosa, para evitar que las células se hinchen
debido a la reduccion en la concentracion de crioprotector extracelular. El ejemplo 1 muestra la viabilidad
de un planteamiento opuesto: la reduccién de la tonicidad conjuntamente con la reduccién de la
concentracién de crioprotectores, una nueva técnica.

En la Figura 1, las barras grises y oscuras se refieren cada una de ellas a seis sectores duplicados tratados
como subgrupos separados. Tal como resulta evidente a partir de la inspeccion de la figura, ambos
conjuntos duplicados de cortes para cada tratamiento estuvieron de acuerdo, validando los resultados
promedio generales para cada grupo, que son proporcionados por las barras blancas.

En el Ejemplo 2, se determind que las concentraciones de crioprotectores que pueden vitrificar debido a la
incorporacion de una solucién de vehiculo 2X tienen una toxicidad aceptable y suprimen profundamente la
lesién por enfriamiento.

EJEMPLO 2
Vitrificacion con una solucion de vehiculo 2X con crioprotector

La literatura publicada anterior ha indicado que la lesién por frio en el rifidn probablemente se deba a la
contraccion celular causada por la penetracion incompleta de agentes crioprotectores en las células renales.
Por lo tanto, exponer las laminas a una solucién de vitrificacion que contiene una solucion de vehiculo 2X
antes del enfriamiento brusco a -20°C provocaria una lesién por frio peor que enfriando las laminas a la
misma temperatura de la misma manera, pero en presencia de una solucion de vehiculo 1X. De hecho, se
observo exactamente lo contrario. Los resultados se proporcionan en la Figuras 2 y en la Tabla 1.

En la Figura 2, las laminas se expusieron a dos soluciones de vitrificacion o solo a la solucion del vehiculo,
como sigue:
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"Con" se refiere a controles expuestos solo a RPS-2 a 0°C.

V16 se refiere a la exposicion durante 20 min a 0 C a una solucién de vitrificacion conocida como "V16",
una solucion que es ventajosa en vista de su muy alta estabilidad frente a la congelacion al enfriar y al
calentar y a la vista de su baja toxicidad. V16 es lo mismo que el 55% p/v de solutos Veg en 1X RPS-2,
excepto que se agrega 2% de DMSO a la férmula. Se anadié V16 en pasos de 1/16, 1/8, 1/4, 1/2 y con
plena capacidad, a continuacion se diluyd, en presencia de manitol 300 mM a lo largo de todo el proceso,
a 1/2, 3/8, 1/4, 1/8, 1/16 y 0% de plena capacidad, a continuacion se retorné a 1X RPS-2 sin manitol. La
concentracién de RPS-2 fue 1X durante todo el procedimiento. Cada paso fue de 20 minutos de duracion.

"V2X" se refiere a la exposicién a una solucién que contiene 52% p/v de solutos Meg (DMSO, formamida y
etilenglicol, en las proporciones estandar) en una solucion de vehiculo 2X RPS-2 y, como de costumbre, a
0°C durante 20 min. Esta solucion se introdujo introduciendo primero, en una serie de pasos estandar
(habitualmente, 1/16, 1/8, 1/4 y 1/2, de la concentracion final de capacidad plena de los crioprotectores
permeantes), la mitad de la capacidad plena de concentracién de crioprotector y, a continuacion,
transfiriendo laminas a la solucién de concentracion completa que contiene 2X RPS-2 (menos Ca y Mg).
Las laminas se diluyeron a 1/2 de la plena capacidad y a 1X de RPS-2 en una etapa posterior, se introdujo
a continuacion manitol 300 mM para una dilucién adicional del crioprotector. Todos los pasos fueron de 20
minutos de duracion.

El grupo "C16" es un grupo que se enfrié bruscamente a -20°C transfiriendo laminas de V16 a 0°C (después
de 20 minutos a esa temperatura) a V16 a -20°C, y manteniéndolas a -20°C durante 20 minutos.

El grupo "C2X" se tratdé de manera idéntica, excepto que la solucidn crioprotectora fue la solucion "V2X" en
lugar de la solucién "V16".

Finalmente, el Ultimo grupo implicdé un experimento hibrido entre el mejor método conocido en la técnica
anterior para evitar lesiones por enfriamiento y la utilizaciéon actual de una solucién de vehiculo hipertonica
(mayor que 1X). En este grupo, las laminas se expusieron solo al 40% de Veg a 0°C durante 20 min, en 1X
RPS-2, y a continuacion se transfirieron a la solucién V2X preenfriada a -20°C y se mantuvieron durante 20
min a esa temperatura como en los otros grupos de enfriamiento.



10

15

20

25

ES 2665339 T3

TABLA 1

Tratamiento Tonicidad K/Na SEM % de control
Controles (1X RPS-2) 1X 4.93 .21 100
V16 (Veg* en 1X RPS-2 + 2% p/v DMSO) 1X 4.27 14 86.6
V2X (Veg reducido en 3% p/v en 2X RPS-2) 2X 4.66 19 94.6
C16 (V16 refrigerado a — 20°C) 1X 3.04 .15 61.7
C2X (V2X refrigerado a -20°C) 2X 4.33 .23 87.9
C40 (40% p/v de Veg CPA a 0°C y a 1X 2X 3.68 14 74.6
continuacion transferencia a V2X a -20°C)

*Veg = 16.84% p/v de etilenglicol méas 13.96% p / v de formamida mas 24.2% p/v de DMSO (concentracién
total = 55.00% p/v); V2X contiene los mismos solutos reducidos por un factor de 52/55; 40% p/v Veg CPA
consiste en los mismos solutos reducidos por un factor de 40/55.

Los resultados, tal como se indica en la Figura 2, son extraordinarios. En primer lugar, tal como se ha
sefialado anteriormente, el grupo V16 obtuvo unos muy buenos resultados, proporcionando una relacion
K/Na promedio de 4.22 frente a la relacion de control de 4.83, que representa la recuperacion del 87% de
la viabilidad de control (ver también la documentacién tabular). Sin embargo, el grupo V2X consiguié unos
resultados todavia mejores, alcanzando el 96% de la viabilidad de control (tercera barra desde abajo, K/Na
= 4.64). Las laminas de enfriamiento en V16 a -20°C llevaron a la caida esperada en la viabilidad (K/Na de
3.05, que representa solo el 63% de la viabilidad de control). Pero las laminas de enfriamiento en V2X a -
20°C produjeron una relacién K/Na de 4.34, o 89.9% de la viabilidad de control. Finalmente, utilizar
tecnologia de la técnica anterior para eludir lesiones por enfriamiento, es decir, enfriar laminas en una
concentracién menor de crioprotector para evitar la lesion por enfriamiento mediada por contraccién celular,
pero enfriarlas sumergiéndolas en V2X, que es hipertdnico (concentracién de solucién de vehiculo superior
a 1X), dio como resultado un K/Na aproximadamente a mitad de camino entre los resultados del
enfriamiento en el vehiculo 1X (el grupo C 16) y los resultados del enfriamiento en el vehiculo 2X (el grupo
C2X). Por lo tanto, resulté perjudicial enfriar desde el 40%, 1X en comparacion con el enfriamiento desde
el 52%, 2X, en total contradiccién con la técnica anterior. Ademas, resulto mas beneficioso refrigerar en una
solucion 2X incluso comenzando desde la solucién inicial al 40%, 1X, en oposicién a la refrigeracién en una
solucion 1X, nuevamente en contradiccion con la técnica anterior. Estos datos forman la base experimental
inicial para la utilizacion de soluciones hipertonicas para reducir o eliminar la lesiéon por enfriamiento.

EJEMPLO 3

Los resultados sorprendentes que se muestran en la Tabla 1 se confirmaron y ampliaron mediante la
evaluacion del nivel umbral de hipertonicidad necesario para la supresion de la lesién por enfriamiento. Tal
como se muestra en la Tabla 2, el umbral de protecciéon es asombrosamente bajo, y parece estar cerca de
1.2X.

TABLA 2
Crioprotector * y temperatura Tonicidad | K/Na | SEM | %de
control
Ninguno (1X portador LM5), 0°C 1.0X 7.37 0.13 100
Veg-3% D(1)F en LM5, 0°C 1.0X 748 | 0.20 101
Veg-3% D(1)F en 1. 5X LM5, 0°C 1.5X 7.38 | 0.23 100
Veg-3% D(1)F en 1X LM5, 0°C, transferido al mismo a-20 C 1.0X 5.37 0.10 72.9
Veg-3% D(1)F en 1.2X LM5, O°C Transferido al mismo a-20 C 1.2X 6.75 0.15 91.7
Veg-3% D(1)F en 1.5X LM5, 0°C, transferido al mismo a-20 C 1.5X 717 0.15 97.3
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* Veg-3% D(1)F = 16.84% p/v etilenglicol mas 12,86% p/v formamida mas 22,3% p/v DMSO. Este fue el
experimento 00-024, llevado a cabo el 31 de agosto de 2000. Todas las soluciones fueron expuestas
durante 20 minutos a 0°C antes de la refrigeracion, y después de la refrigeracion se mantuvieron en las
mismas soluciones durante 20 min adicionales. 12 muestras en cada grupo, como en la mayoria de los
experimentos informados en este documento. Todos los grupos se cargaron a crioprotector de potencia
media en LM5 isoténico, a continuacién se transfirieron a crioprotector de plena capacidad en la tonicidad
establecida de LM5 y se lavaron utilizando crioprotector de media capacidad mas manitol 300 mM en la
primera etapa de lavado. Se agregaron concentraciones mas bajas que la mitad de potencia y se eliminaron
como 1/16, 1/8 y 1/4 de las soluciones de concentracion total, y también se utilizé una solucién 3/8 de la
concentracion total en la fase de lavado. Todas las soluciones de lavado contenian manitol 300 mM.

La Tabla 3 muestra que el factor que rige la respuesta al enfriamiento es principalmente el nivel de
hipertonicidad, independientemente de como se establezca. En esta tabla, el efecto de aumentar las
concentraciones de todos los solutos de solucién portadora (excepto para Ca?* y Mg?*, que se omiten
regularmente de soluciones superiores a 1X y en soluciones que contienen crioprotectores para evitar
problemas de solubilidad) se compararon con el efecto de agregar polimeros no penetrantes a la solucion.
Tal como se puede apreciar, los resultados son similares entre los dos planteamientos. Las tonicidades de
los aditivos impermeantes de la Tabla 3 se proporcionan en detalle en la Tabla 4.

TABLA 3: Prevencion de la lesion por refrigeracion polimeros crioprotectores

Crioprotector * y temperatura Tonicidad K/ SEM | %de

Na control
Controles no tratados en LM5, 0°C 1.0X 7.19 0.14 100
Veg-3% D(1)F en 1X LM5, 0° 1.0X 6.88 | 0.16 96
Veg-3% D(1)F en 1.5X LM5, 0° 1.5X 6.58 | 0.16 91.5
Veg-3% D(1)F mas 0.7 Polimeros X, a 0°C (en 1X LM5) 1.7X 6.92 0.16 96.3
Veg-3% D(1)F en 1.5X LM5, transferido al mismo a -20°C 1.5X 7.31 0.21 102
Veg-3% D(1)F en 1X LM5 mas 0.7X polimeros, transferidos al 1.7X 6.48 0.14 90.1
mismo a -20°C

*Veg-3% D(1)F = 16.84% p/v etileno glicol mas 12.86% p/v de formamida mas 22.3% p/v de DMSO. Los
polimeros 0,7X son PVP al 7% p/v de peso molecular medio de 5,000 ("PVP 5000") mas 1% p/v de X1000
(un producto de alcohol poli vinilico comercializado por 21st Century Medicine, 10844 Edison Court, Rancho
Cucamonga, CA 91730; http://www.21CM.com) y decaglicerol al 1% p/v. Este fue el experimento 00-025.
Todas las soluciones expuestas durante 20 minutos a 0°C antes del enfriamiento, y después del
enfriamiento se mantuvieron en las mismas soluciones durante 20 min adicionales. Los grupos consisten
en 12 muestras cada uno. La hipertonicidad estuvo presente solo en el crioprotector de plena capacidad,
mientas que otras soluciones eran isoténicas. PVP 5000 es un polimero particularmente efectivo para
promover la vitrificacion, y tanto X1000 como el decaglicerol son antinucleadores utiles para la promocién
de la vitrificacion.

TABLA 4: Algunas osmolalidades y tonicidades de referencia utiles

Solucion ity Tonicidad
(X)
LM5 285 +/- 3mOsm 1.0
LM5 + 1% p/v de decaglicerol 319 mOsm 1.12
LM5 + 7% p/v PVP 5,000 417 mOsm 1.46
LM5 + 7% p/v PVP 5,000 + 1% p/v X1000 + 1% p/v decaglicerol 478 mOsm 1.68
LM5 + 1% p /v X1000 +1% p / v decaglicerol 346 mOsm 1.21

(calculado) (calculado)

* La composicion de LM5 contiene 90 mM de glucosa, 45 mM de manitol, 7.2 mM de K2HPO4, 1 mM de
CaCl?, 2 mM de MgClI?, 5mM de glutationa reducida, 28.2 mM de KCI, 10 mM de NaHCO® y 1 mM de
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Adenina HCI, y se describe en la Patente n® US2002076687, "Una solucién ventajosa de portador para
concentraciones vitrificables de crioprotectores, y mezclas crioprotectoras compatibles", Fahy et al.

EJEMPLO 5

Proteccion contra la lesidon por enfriamiento a temperaturas inferiores a -20°C

Los datos de la Figura 2 y de las Tablas 2 y 3 muestran una reduccion de casi el 30% de la relacion K/Na
por enfriamiento, en relacion con lo que se obtuvo con la misma solucion crioprotectora 1X en 0°C. Esto es
cuantitativamente lo mismo que la caida informada anteriormente en la corteza renal del conejo para una
solucion crioprotectora diferente (por ejemplo, en Fahy et al., en Cell Biology of Trauma, JJ Lemasters y C.
Oliver, Eds, CRC Press, 1995, pp. 333-356) y esta de acuerdo con muchas observaciones no publicadas.
Ademas, se sabe que las lesiones por enfriamiento se vuelven aln mas graves a temperaturas inferiores a
-20°C. Por lo tanto, en experimentos adicionales, la falta de lesion a temperaturas en las que se espera una
lesion se toma como evidencia para la respuesta exitosa de la lesion por enfriamiento.

Se realizaron muchos experimentos con la solucién final enumerada en la Tabla 3, que tiene una tonicidad
de 1,7X, incluyendo experimentos que investigan los efectos de temperaturas inferiores a 20°C. En la Figura
3 se da un resumen de los resultados de estos experimentos. Cada tipo de simbolo en la Figura 3 refleja
un experimento separado hecho en un dia separado. En la mayoria de los experimentos con temperaturas
inferiores a -20°C, la exposicién a baja temperatura se logré enfriando las laminas en contenedores en lugar
de transfiriendo laminas sin proteccién a soluciones preenfriadas tal como se hizo para experimentos a -
20°C. Esto fue necesario por la solidificacion de estas soluciones no congelantes a medida que las
temperaturas se acercan a la temperatura de transicion vitrea. Por lo tanto, la Figura 3 no solo extiende la
observacion de la supresién hiperténica de la lesién por enfriamiento a temperaturas mas bajas, sino que
también extiende la observacién a tasas moderadas de enfriamiento (aproximadamente 2-20°C/min).

Mientras que una tonicidad de 1.7X es capaz de suprimir en gran medida la lesiéon por enfriamiento a -20
°C, no puede suprimir las lesiones por enfriamiento a temperaturas mas bajas. La lesién continla
aumentando hasta que la temperatura alcance alrededor de -70°C a -90°C, y no aumenta aun mas a
temperaturas mas bajas. A pesar de que no se suprimen todas las lesiones, la viabilidad retenida a -135°C,
que esta por debajo de la temperatura de transicion vitrea de la solucién, es similar a la viabilidad registrada
a -20°C para las soluciones enfriadas a una tonicidad de 1X (representada por el trazo de la linea
discontinua al 68% de recuperacion, que es el 71% del valor inicial de -96% a 0°C, que refleja los niveles
informados en las Tablas 1 y 2). La capacidad de posponer una lesidon que normalmente se ve a -20°C por
debajo de la temperatura de transicién vitrea es un avance notable.

La Figura 3 también indica indirectamente que la lesion por enfriamiento es bioquimica y no es un artefacto
de formacién de hielo. (La nucleacion del hielo tiene una probabilidad cero por encima del punto de fusién
de la solucién crioprotectora, que es cercana a -40°C, y aumenta solo cerca de la temperatura de transicién
vitrea, o por debajo de -100°C, un patrén opuesto al patrén de la lesién por enfriamiento. La falta de
asociacion de lesién con formacion de hielo es evidencia de que los resultados no son un artefacto de
proteccion inadecuada del tejido de la formacion de hielo, sino que representan un efecto bioldgico real y
demuestran una atenuacion real del mismo.

Ademas, dado que estas conclusiones pertenecen incluso a tejidos que han sido vitrificados (la temperatura
de transicién vitrea estimada para esta solucién es de aproximadamente -123°C), de la Figura 3 se
desprende que todas las lesiones causadas por la vitrificacion y el recalentamiento se pueden atribuir a la
combinacién de lesién por enfriamiento y toxicidad crioprotectora, ambos abordados por la presente
invencion. Esto pone el significado de la presente invencion en una perspectiva clara.

EJEMPLO 6

Intervalo de tonicidad optima para suprimir la lesion por refrigeracion a alta temperatura

La Figura 3 implica que 1.7X no es la tonicidad 6ptima para suprimir la lesiéon por refrigeracién, porque la
lesion por enfriamiento ya es aparente a -20°C, en contraste con los efectos informados para 1.5X
soluciones en las Tablas 2 y 3. Por lo tanto, resultd util definir el intervalo de tonicidad éptimo para la
proteccion contra lesiones por enfriamiento a alta temperatura y baja temperatura.

La Figura 4 muestra una recopilacion de datos de muchos experimentos en los que se enfriaron muchas
soluciones crioprotectoras diferentes de 0°C a aproximadamente -22°C a diferentes tonicidades. Cada
simbolo representa la media de 12 laminas corticales renales de conejo. Para simplificar, se omiten las
barras de error, que suelen ser de +/- 5%.

En base a estos experimentos, parece que la tonicidad éptima para la proteccion es de alrededor de 1.2
veces isotdnica a alrededor de 1.5 veces isotonica. La proteccion neta es visible a tonicidades de 2.2X, pero
esta tonicidad parece estar cerca del limite externo de utilidad. Varias soluciones en el intervalo de 2 - 2.2X
se excluyeron debido a las bajas relaciones K/Na antes del enfriamiento (exposicién a 0°C que produce
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relaciones K/Na inferiores al 90% del control); puede ser que las tonicidades mas altas puedan tener efectos
perjudiciales cuando los niveles de fondo de los crioprotectores son lo suficientemente altos como para ser
vitrificables. En cualquier caso, parece que las mejores tonicidades para usar a temperaturas mas altas son
de 1.2a1.5X.

En la Figura 4, el triangulo negro grande trazado en 1.2X representa la elevacion de la tonicidad al aumentar
la concentracion de la solucién de alimentacién. Los cuadrados en 1.2X reflejan experimentos en los que la
tonicidad se elevo mediante la inclusion de polimero al 2% p/v (decaglicerol + X1000, 1% de cada uno). Los
triangulos blancos corresponden a experimentos en los que la tonicidad se elevo por adicion de polimero al
2% p/v a 0°C en una concentracién de crioprotector, y las laminas se transfirieron posteriormente a
soluciones crioprotectoras mas concentradas a la misma tonicidad 1.2X a -22°C. Contrariamente al Gltimo
experimento de la Tabla 1, en el cual las laminas también se transfirieron a una concentracion mayor de
crioprotector a una temperatura mas baja, pero comenzando en 1X, los triangulos blancos documentan que
se retuvo la proteccion completa cuando la tonicidad de los componentes no permeantes fue efectiva antes
del enfriamiento y se mantuvo constante durante el cambio en la concentracién de crioprotectores. En todos
los demas casos que se muestran en la figura, tanto la tonicidad como la concentracién de crioprotector se
mantuvieron constantes de 0°C a -22°C.

EJEMPLO 7

Tonicidades optimas para suprimir la lesion por enfriamiento lento a temperaturas de -100°C e
inferiores, y métodos efectivos que implican dos etapas de exposicion hipertonica para la
optimizacidn de la supresidn de lesiones por refrigeracion

Los resultados presentados anteriormente indican que el éptimo de tonicidad es bastante estrecho tanto a
altas como a bajas temperaturas. La Figura 5 proporciona mas informacién sobre el locus del éptimo y sobre
una estrategia para ampliar el éptimo. La Figura 5 muestra los resultados de dos tipos de experimentos:
Primero, la Figura 5 muestra los resultados de soluciones de enfriamiento que tienen tonicidades de 1.7,
1.8, 2.1 y 2.2 veces isoténicas (circulos grises). Hay una clara tendencia a la baja a medida que aumenta
la tonicidad, lo que sugiere que las tonicidades por debajo de 1.7 arrojaran mejores resultados que los ya
muy buenos resultados presentados en la Figura 3. En segundo lugar, se informan los resultados de muchos
experimentos (puntos blancos y negros) en los que se us6 una tonicidad para enfriar a aproximadamente -
22°C, y a continuacion la tonicidad se elevé antes de un enfriamiento mas profundo (permitiendo al menos
20 minutos para que la tonicidad mas alta fuera experimentada por las laminas de tejido de 0.5 mm de
espesor a -22°C). En un caso extremo, cambiar de 2.0X a 2.7X a -22°C antes de enfriar a -100°C (punto
trazado a 2.7X) permiti6 una buena recuperacion, mientras que se preveria una recuperacion deficiente
utilizando un protocolo en el que 2.7X esta presente a todas las temperaturas desde 0°C hasta -100°C,
basandose en los puntos grises que se muestran en la figura. En un caso mas moderado, las muestras se
enfriaron a -22°C en tonicidades que varian de 1.2X a 2X (1.2X a 1.5X en todos los casos menos uno) y a
continuacion se cambid a 1.7X antes de un enfriamiento adicional (puntos negros trazados a 1.7X) funcioné
en promedio mejor que las muestras que fueron enfriadas en 1.7X desde cero grados hasta las
temperaturas finales (puntos grises a 1.7X). Esta estrategia puede ser Util para soluciones de vitrificacion
que pueden requerir mayores tonicidades que las 6ptimas para la inhibicion de la lesion por enfriamiento,
ya que algunos de los efectos perjudiciales de estas tonicidades supradptimas pueden negarse utilizando
tonicidades mas bajas a temperaturas mas altas antes de saltar a la tonicidad final necesaria. En cualquier
caso, la utilizacién del planteamiento de tonicidad en dos pasos (en el que la primera tonicidad fue de 1.2X)
arroj6é recuperaciones consistentemente superiores al 70% para 1.6X y al 80% para 1.5X, con una Unica
recuperacion de casi el 90% para 1.4X, y con una recuperacion del 95% para una solucion cuya tonicidad
final fue de 1.5X. En el dltimo caso, la temperatura final fue de -130°C, y la solucién utilizada para enfriar a
esta temperatura fue Veg -3% D(1)F + 7% de acetol + 1% X1000 + 4% de decaglicerol en una solucién de
vehiculo LM5. Estos resultados se comparan favorablemente con la recuperacion de ~25-30% obtenible
después de la vitrificacion en VS41A y la recuperacion de ~50-60% obtenible con las soluciones descritas
en la Patente de Estados Unidos n® US6395467. En base a los datos en las Figuras 3, 4 y 5, resulté evidente
que una buena tonicidad para enfriar a aproximadamente -22°C podria estar en el medio del intervalo entre
1.2X y 1.5X. En consecuencia, se realizd el siguiente experimento. En la descripcion del experimento a
continuacion, todos los porcentajes son porcentaje peso/volumen (% p/v, o gramos por decilitro).

Tratamiento de Grupo

1 Controles (solucion portadora LM5 solamente)

2 Exponer a la siguiente solucion durante 20 minutos a 0°C:
Veg-3% D(1)F,
mas 1% X1000 mas 2.5% de decaglicerol (1.35 veces tonicidad)

3 Exponer a la misma solucién como en el grupo 2 de la misma manera, pero a continuacion se
transfiere a una solucién a -22°C que contenga los ingredientes anteriores pero que contenga
también un 7% de acetol y un 1.5% de decaglicerol adicional, y mantener esa solucién durante 30
minutos para equilibrarla (1.35X salta a 1.5X).
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4 Igual que el grupo 3, pero utilizando 7% de etilenglicol en lugar de 7% de acetol
5 Igual que el grupo 3, pero frio hasta -110°C.

La solucion utilizada en los grupos 3 y 5 es virtualmente estable al calentarse a una velocidad de 5°C/minuto
(solo el 0.2% de la masa de la solucion puede cristalizar a este coeficiente de calentamiento). La solucién
utilizada en los grupos 4 y 6 es estable al calentarse a una velocidad de 2.9°C/min, basandose en el mismo
criterio. En consecuencia, estas soluciones son aplicables a sistemas grandes como érganos y tejidos de
ingenieria.

Los resultados del experimento anterior son los siguientes:

TABLA S5
Grupo K/Na % de Control SEM en % de Control
1 5.60 100 2.23
2 5.86 104.6 2.51
3 4.87 86.9 2.20
4 5.34 95.3 1.25
5 4.89 87.3 1.93

Los resultados de la Tabla 5 indican que una solucion 1.35X es inocua a 0°C, y que el enfriamiento de la
misma en dos soluciones de vitrificacién produjo una alta recuperacién de -22°C, que en un caso lleg6 al
95%. El enfriamiento adicional en la solucion 1.5X a -110°C no produjo lesién mas alla de lo observado a -
22°C para la primera soluciéon de vitrificacion. Se esta llevando a cabo otra variacion de este experimento,
en la que se mantiene la tonicidad a 1.35X a temperaturas tanto altas como bajas, y se espera que produzca
buenos resultados.

Resumen

Estos ejemplos indican que, a diferencia de la técnica anterior, el enfoque de hipertonicidad puede eliminar
hasta el 95% de toda lesiéon asociada con la exposicion de tejidos vivos a concentraciones vitrificables,
enfriarlas por debajo de la temperatura de transicidn vitrea, recalentarlas y eliminar el crioprotector, y que
la técnica se refiere a los protocolos de enfriamiento rapido y lento. Por lo tanto, la presente invencién hace
que la perspectiva de la crioconservacion de estructuras grandes y delicadas, como por ejemplo 6rganos y
tejidos de ingenieria, se acerque drasticamente a la realizacién practica. Ademas, los protocolos éptimos
para el cambio de tonicidad en dos pasos no se han definido con precisién, pero dicho ajuste de precision
se habilita en base a la presente descripcion. Ademas, los ejemplos presentados en este documento pueden
no definir con precisién la tonicidad optima para todos los sistemas vivos. Sin embargo, el método de
hipertonicidad puede practicarse para todos los sistemas vivos basandose en la presente descripcion, ya
que el intervalo éptimo de tonicidad se puede encontrar para cualquier sistema vivo basado en los ejemplos
proporcionados en este documento de la capacidad de identificar dicho intervalo para un sistema. De
manera similar, los limites osméticos tolerables para los diversos sistemas vivos pueden variar, pero todos
los sistemas pueden someterse al protocolo de simulacién de congelacién para determinar cuéles son los
limites para sistemas especificos. Los limites osméticos para muchas células son ampliamente conocidos.
Ademas, para combatir la lesién por enfriamiento, se anticipa que, en los ejemplos del presente documento,
el nivel mas deseable de hipertonicidad sera generalmente menor que el limite osmotico superior del
sistema. Otras variaciones de las formas de realizacién preferentes seran evidentes para un experto en la
técnica con referencia a las siguientes reivindicaciones.
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Reivindicaciones

1. Un método para reducir o eliminar la lesién por enfriamiento durante la crioconservacion por
vitrificacién de sistemas vivos, en que dicho método comprende:

afadir a un sistema vivo un medio de preservacién que comprende una soluciéon de
vehiculo y uno o mas crioprotectores en una concentracion suficiente para inducir la
vitrificacién por refrigeracion; y

enfriar el sistema vivo a una temperatura por debajo de aproximadamente 0°C;
caracterizado porque

el medio de preservacién comprende polimeros no penetrantes en concentraciones que
aumentan la tonicidad del medio de conservacion a 1.2 a 1.7 veces isotonico para reducir
o eliminar la lesién por enfriamiento.

2. El método de la reivindicacién 1, en que los polimeros no penetrantes se seleccionan del grupo
que consiste en pirrolidol polivinilo de una masa molecular media de 5000 daltons, poliglicerol,
copolimero de alcohol polivinilo-acetato polivinilo y mezclas de los mismos.

3. El método de la reivindicacion 1, en que la tonicidad es de 1.2 a 1.5 veces isoténica.

4. Un método para reducir o eliminar la lesion por enfriamiento durante la crioconservacion por
vitrificacién de sistemas vivos, en que dicho método comprende:

anadir a un sistema vivo un medio de preservacion que comprende una solucién de
vehiculo y uno o mas crioprotectores en una concentraciéon suficiente para inducir la
vitrificacién por refrigeracion; y

enfriar el sistema vivo a una temperatura por debajo de aproximadamente 0°C;
caracterizado porque

el medio de preservacion comprende solutos de solucion de vehiculo en concentraciones
que aumentan la tonicidad del medio de conservacion a 1.2 a 1.7 veces isotonico para
reducir o eliminar la lesion por enfriamiento.
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FIG. 1/5
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"FIG. 2/5

CON

V16

V2X

C16 — 3.04

C2X —4.33

C40

0.00 . 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Relacion de K+/Na+ de Control

17



ES 2665339 T3

FIG. 3/5
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FIG. 4/5
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FIG. 5/5
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