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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para reducir la formacion de cristales de hielo
Antecedentes de la invencion

Los agentes crioprotectores (CPA) son compuestos que, cuando estan presentes en solucion, pueden reducir o inhibir
la formacion de cristales de hielo en soluciones expuestas a temperaturas inferiores a 0 °C. Los CPA actuales incluyen
moléculas pequefias (a menudo denominadas CPA penetrantes), polimeros sintéticos y proteinas anticongelantes.

Eltrasplante de 6rganos es actualmente el mejor tratamiento para la insuficiencia organica en fase terminal en términos
de supervivencia, calidad de vida y rentabilidad. Desafortunadamente, existe una gran brecha entre la oferta y la
demanda de trasplantes de érganos, y es uno de los principales obstaculos médicos que obliga a los pacientes con
enfermedades debilitantes a sufrir una baja calidad de vida durante un largo periodo de espera. La aparente falta de
organos se debe al considerable deterioro por la falta de un método de preservacion fiable. De hecho, mas del 50 %
de los pulmones, pancreas y corazones siguen sin extraerse de los donantes fallecidos.

Para preservar adecuadamente los 6rganos, deben irrigarse con una solucién de preservacion para eliminar la sangre
y estabilizar los 6rganos. Incluso una vez estabilizados en la solucién de preservacién, solo hay un tiempo limitado
disponible para la asignacion, transporte y trasplante de érganos después de su extraccion del donante (-6-12 horas).
Este pequefio intervalo de tiempo da como resultado que la mayoria de los 6rganos se destinen a pacientes locales
puesto que las compatibilidades con pacientes remotos a menudo no se pueden confirmar en un tiempo limitado.
Como resultado de esta escasez y a pesar de las leyes que existen en casi todos los paises que prohiben la venta de
los propios 6rganos, el comercio ilicito de érganos y la trata de personas han aumentado para abastecer la demanda.

Los CPA penetrantes actuales usados en la preservacion de érganos incluyen etilenglicol, 1,2-propanodiol,
dimetilsulféxido, formamida, glicerol, sacarosa, lactosa y D-manitol, generalmente entre otros. Con el fin de reducir o
inhibir el crecimiento de cristales de hielo a temperaturas de preservacion de los érganos, la concentracion efectiva de
los CPA penetrantes debe ser muy alta (a menudo se requiere = 60 %). En concentraciones tan altas, estos
compuestos pueden ser toxicos para los tejidos que intenten preservar, y la eliminacién masiva de CPA al calentar
antes del trasplante puede ocasionar muerte celular irreversible.

Otros CPA usados para reducir o inhibir la formacién de cristales de hielo incluyen polimeros sintéticos y proteinas
anticongelantes. Al igual que los CPA penetrantes, cada uno de estos tiene sus inconvenientes. Los polimeros
sintéticos, por ejemplo, no son capaces de penetrar la membrana celular. De esta manera, los CPA de polimero
sintético solo pueden controlar la formacién de hielo extracelular. Con el fin de preservar eficazmente la muestra
biolégica, la formacion de cristales de hielo debe controlarse tanto dentro como fuera de la célula. Las proteinas
anticongelantes de origen natural, tales como las aisladas de peces, plantas o insectos, son muy eficaces para prevenir
la formacién de hielo, pero las proteinas anticongelantes actuales que estan disponibles son de baja pureza y son
extremadamente caras. Adicionalmente, el uso de proteinas anticongelantes para preservar una muestra biolégica
introduce una fuente potencial de inmunogenicidad. Norgren, A. S., et al., 2009, Synthesis, 3: 488-494 describen la
glucoconjugacion de peptoides a través de resina mediante quimica click. Huang, M. L., et al., 2012, Proceedings of
the National Academy of Sciences (PNAS) 109(49): 19922-19927, describen oligémeros peptoides biomiméticos como
agentes anticongelantes de doble accién.

De esta manera, existe una necesidad en la técnica de nuevos compuestos no téxicos para reducir o inhibir
eficazmente la formacion de cristales de hielo a temperaturas inferiores a 0 °C y criogénicas. La presente divulgacion
satisface esta necesidad y proporciona también otras ventajas.

Breve sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un polimero peptoide segun la férmula (I):

R! 0

o estereoisémero del mismo,
en donde:

cada R' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1-18 opcionalmente sustituido,
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alquenilo C2-18 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-1s opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente
sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilamino Ci-1s, alquiltio C1-18 opcionalmente sustituido, carboxialquilo
opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs-10, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, (cicloalquil Cs-10)alquilo,
(heterocicloalquilyalquilo, arilalquilo, y heteroarilalquilo,

en donde al menos 4 casos de R' son grupos hidroxialquilo C1-18 independientemente seleccionados, y

en donde cualquiera de los grupos cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo estd opcional e
independientemente sustituido con uno 0 mas grupos R?;

cada R? es H;

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en haldgeno, oxo, tioxo, -OH, -SH, amino,
alquilo Ci-s, hidroxialquilo C1-s, alquilamino C1-s y alquiltio Ci-s;

X e Y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-s opcionalmente sustituido,
acilo Ci-s opcionalmente sustituido, alquilamino Ci.s opcionalmente sustituido, -OH, -SH, -NH2, carboxi,
hidroxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, alquilamino C1.s opcionalmente sustituido, alquiltio C2-s opcionalmente
sustituido, carboxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, y halégeno, o

alternativamente, X e Y se toman en conjunto para formar un enlace covalente; y

el subindice n, que representa el nimero de mondémeros en el polimero, es de entre 8 y 25.

En algunos aspectos, en el presente documento se describe un polimero peptoide de formula (l):

R! 0

un tautdmero del mismo o un esterecisémero del mismo,
en donde:

cada R' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-18 opcionalmente sustituido,
alquenilo C2-18 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-1s opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente
sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilamino C1-1s opcionalmente sustituido, alquiltio Ci-1s opcionalmente
sustituido, carboxialquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs-10, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo,
(cicloalquil Cs-10)alquilo, (heterocicloalquil)alquilo, arilalquilo, y heteroarilalquilo;

en donde al menos un caso de R' es hidroxialquilo Ci-18, ¥

en donde cualquiera de los grupos cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo estd opcional e
independientemente sustituido con uno o0 mas grupos R3;

cada R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-18 opcionalmente sustituido,
alquenilo C2-18 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-1s opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente
sustituido, alquilamino C1-1s opcionalmente sustituido, alquiltio Ci-18 opcionalmente sustituido y carboxialquilo
opcionalmente sustituido;

cada R?® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, oxo, tioxo, -OH, -SH, amino,
alquilo Ci-s, hidroxialquilo C1-s, alquilamino C1-s y alquiltio Ci-s;

X e Y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilamino Ci-s opcionalmente
sustituido, -OH, -SH, carboxi, hidroxialquilo Ci-s opcionalmente sustituido, alquilamino Cis opcionalmente
sustituido, alquiltio C2-s opcionalmente sustituido, carboxialquilo C1-g opcionalmente sustituido, y halégeno; o
alternativamente, X e Y se toman en conjunto para formar un enlace covalente; y

el subindice n, que representa el nimero de monémeros en el polimero, es de entre 2 y 50;

siempre que todos los casos de R' no sean etilhidroxi cuando n esta entre 3y 7.

En algunas realizaciones, cada caso de R' en el polimero peptoide se selecciona entre el grupo que consiste en:

OH

)\,f T Mﬁ N e A5,

Ho/w/%l Q/ ?WE m oy

,,,.4

en donde:
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mesentre1y8;y
R? se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-s, hidroxilo, tiol, nitro, amina, oxo, y tioxo.

En algunas realizaciones, cada caso de R! en el polimero peptoide se selecciona entre el grupo que consiste en:

?H

l;j“f‘,y’y”:;,

En algunas realizaciones, cada caso de R! en el polimero peptoide es un grupo hidroxialquilo Ci-1s. En algunas
realizaciones, cada caso de R' es un grupo hidroxialquilo C1-s. En algunas realizaciones, cada caso de R' es el mismo
grupo hidroxialquilo ¢1-. En algunas realizaciones, cada caso de R es:

OH

Cada caso de R%2 es H.

En algunos aspectos, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 3 y 25. En algunos aspectos,
la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 5 y 25. En algunos aspectos, la longitud de la
secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 8 y 50. En algunos aspectos, la longitud de la secuencia del polimero
peptoide, n, es de entre 8 y 20.

En algunas realizaciones, X e Y son H, alquilamino C1-s opcionalmente sustituido, -OH, -SH, carboxi, hidroxialquilo Ci-
g opcionalmente sustituido, alquilamino Cis opcionalmente sustituido, alquiltio C2.s opcionalmente sustituido,
carboxialquilo Ci-s opcionalmente sustituido, o halégeno.

En algunas realizaciones, X e Y del polimero peptoide se toman en conjunto para formar un enlace covalente.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 3 monémeros Nhp y 7 monémeros Nsb, 4 mondmeros Nhp y 6 mondmeros Nsb, 5 mondémeros Nhp y 5
monomeros Nsb, 6 monémeros Nhp y 4 monémeros Nsb, 7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nsb, 8 mondémeros Nhp
y 2 mondémeros Nsb, o 10 monémeros Nhp.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp
(SEQ ID NO:2), y X es H o acilo C1s e Y es -OH o -NH2 o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, el polimero peptoide
tiene la secuencia Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb (SEQ ID NO:1),y Xes Ho acilo Ci1se Yes -OH o
-NH:z o alquilo Ci-s. En algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-
Nhp-Nhp-Nsb-Nhp (SEQ ID NO:7), y X es H o acilo Ci.s e Y es -OH o -NHz o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, el
polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb (SEQ ID NO:8), y X es H o acilo
Cise Y es -OH o -NHz o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-
Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp (SEQ ID NO:9), y X es Ho acilo C1s e Y es -OH 0 -NH: o alquilo Ci-s.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 3 monémeros Nhp y 7 monémeros Nme, 4 mondmeros Nhp y 6 monémeros Nme, 5 monémeros Nhpy 5
monoémeros Nme, 6 mondémeros Nhp y 4 monémeros Nme, 7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nme, u 8 monémeros
Nhp y 2 monomeros Nme.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 5 monémeros Nhe y 5 monomeros Nsb, 0 5 monémeros Nhp y 5 monémeros Nbu.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 4 monomeros Nhp y 6 monémeros Nib, 4 monémeros Nhp y 6 mondémeros Nbu, 4 monémeros Nhp y 6
monomeros Npr, 0 4 monémeros Nhp y 6 monémeros Nip.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 14, y el polimero peptoide
comprende: 6 monoémeros Nhp y 8 monémeros Nsb, 7 mondmeros Nhp y 7 mondmeros Nsb, 8 mondmeros Nhp y 6
monémeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 4 mondmeros Nsb, o 14 monémeros Nhp.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 14, y el polimero peptoide
comprende: 6 mondémeros Nhp y 8 monémeros Nib, 7 monémeros Nhp y 7 monémeros Nib, 8 monémeros Nhp y 6
monémeros Nib, 10 monémeros Nhp y 4 monémeros Nib, o 14 monémeros Nhp.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2958 531 T3

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 16, y el polimero peptoide
comprende: 5 monémeros Nhp y 11 monémeros Nsb, 7 mondomeros Nhp y 9 monémeros Nsb, 8 monémeros Nhp y 8
monomeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 6 monémeros Nsb, 12 monémeros Nhp y 4 monémeros Nsb, o 16 monémeros
Nhp.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 22, y el polimero peptoide
comprende: 7 monémeros Nhp y 15 mondémeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 12 monomeros Nsb, 11 monémeros Nhp
y 11 mondémeros Nsb, 14 monémeros Nhp y 8 mondémeros Nsb, 17 monémeros Nhp y 5 monémeros Nsb, o 22
monomeros Nhp.

En algunas realizaciones, el polimero se selecciona entre el grupo de polimeros expuesto en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla
4, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8 o Tabla 9.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide descrito en el presente documento forma una estructura helicoidal.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacion de cristales de hielo a una temperatura
de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -20 °C. En otras realizaciones, el polimero peptoide reduce o
inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura de entre aproximadamente -20 °C y aproximadamente -
40 °C. En algunas realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formaciéon de cristales de hielo a
aproximadamente -20 °C. En otras realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacién de cristales de
hielo a una temperatura de entre aproximadamente -40 °C y aproximadamente -200 °C (por ejemplo, -196 °C). En
ciertas realizaciones, la concentracion del polimero peptoide (por ejemplo, presente en una composicién, formulacion
o producto tal como una solucién crioprotectora, soluciéon anticongelante, producto alimenticio congelado o producto
de cuidado cosmético) esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 100 mM. En realizaciones
particulares, la concentracidon del polimero peptoide estd entre aproximadamente 1 y 10 mM (por ejemplo,
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 90 10 mM).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un hibrido peptoide-péptido que comprende un polimero peptoide
de la invencion y uno o mas aminodacidos, en donde los uno 0 mas aminoacidos estan situados en uno o ambos
extremos del polimero peptoide. En algunas realizaciones, los uno 0 mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo
que consiste en alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, arginina,
lisina, leucina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, serina, treonina, valina, triptéfano, tirosina, y una combinacién
de los mismos. En realizaciones particulares, los uno o mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo que consiste
en isoleucina, leucina, serina, treonina, alanina, valina, arginina, y una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona una solucién crioprotectora que comprende un polimero peptoide
de la invencién, un hibrido peptoide-péptido de la invencién, o una combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, la solucion crioprotectora comprende ademas un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste
en una especie idnica, un crioprotector penetrante, un crioprotector no penetrante, un antioxidante, un compuesto
estabilizador de membrana celular, una acuaporina u otro compuesto formador de canales, un alcohol, un azlcar, un
derivado de azlicar, un tensioactivo no idnico, una proteina, dimetilsulféxido (DMSQ), polietilenglicol (PEG), Ficoll®,
polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, hialuronano, formamida, un hidrogel natural o sintético, y una combinacion de
los mismos.

En algunos casos, la solucién crioprotectora comprende ademas un alcohol seleccionado entre el grupo que consiste
en propilenglicol, etilenglicol, glicerol, metanol, butilenglicol, adonitol, etanol, trimetilenglicol, dietilenglicol, 6xido de
polietileno, eritritol, sorbitol, xitiritol, polipropilenglicol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), manitol, inositol, ditioritol, 1,2-
propanodiol y una combinacién de los mismos.

En algunos casos, la solucion crioprotectora comprende ademas un azlcar que se selecciona entre el grupo que
consiste en un monosacarido, un disacarido, un polisacarido y una combinacion de los mismos. En algunos casos, el
azlcar es un monosacarido seleccionado entre el grupo que consiste en glucosa, galactosa, arabinosa, fructosa,
xilosa, manosa, 3-O-metil-D-glucopiranosa y una combinacion de los mismos. En otros casos, el azlcar es un
disacarido seleccionado entre el grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa y una combinacion de
los mismos. En alin otros casos, el azlcar es un polisacarido seleccionado entre el grupo que consiste en rafinosa,
dextrano y una combinacién de los mismos.

En otros casos, la solucion crioprotectora comprende ademas un PEG que tiene un peso molecular promedio inferior
a aproximadamente 1.000 g/mol. En casos particulares, el PEG tiene un peso molecular promedio entre
aproximadamente 200 y 400 g/mol.

En algunos casos, la solucion crioprotectora comprende ademas una proteina seleccionada entre el grupo que
consiste en albumina de suero bovino, seroalbimina humana, gelatina y una combinacién de las mismas. En otros
casos, la solucion crioprotectora comprende ademas un hidrogel natural o sintético que comprende quitosano, acido
hialurénico o una combinacién de los mismos. En otros casos mas, la solucién crioprotectora comprende ademas un
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tensioactivo no iénico seleccionado entre el grupo que consiste en polioxietileno lauril éter, polisorbato 80 y una
combinacion de los mismos.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para preservar un tejido, 6rgano o célula. El
método comprende poner en contacto el tejido, 6rgano o célula con un polimero peptoide de la invencién, un hibrido
peptoide-péptido de la invencion, una solucién crioprotectora de la invencion, o una combinacién de los mismos. En
algunas realizaciones, el tejido es un tejido modificado mediante bioingenieria. En algunas realizaciones, el tejido,
organo o célula se selecciona entre el grupo que consiste en corazén, higado, pulmén, rifién, pancreas, intestino, timo,
cornea, células nerviosas, plaquetas de la sangre, espermatocitos, ovocitos, células embrionarias no humanas, células
madre (por ejemplo, células madre pluripotentes humanas, células madre hematopoyéticas), linfocitos, granulocitos,
células del sistema inmunologico, células 6seas, organoides, y una combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, o una
combinacion de los mismos, esta presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacién de cristales
de hielo a una temperatura de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -20 °C. En otras realizaciones, el
polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, o una combinacién de los mismos, esta
presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a una temperatura de entre
aproximadamente -20 °C y aproximadamente -40 °C. En algunas realizaciones, el polimero peptoide, el hibrido
peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, o una combinacién de los mismos, esta presente en una cantidad
suficiente para reducir o inhibir la formacién de cristales de hielo a aproximadamente -20 °C. En otras realizaciones,
el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucién crioprotectora, o una combinacién de los mismos, esta
presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a una temperatura de entre
aproximadamente -40°C y aproximadamente -200°C (por ejemplo, -196 °C). En ciertas realizaciones, la
concentracion del polimero peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucion crioprotectora esta entre
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 100 mM. En realizaciones particulares, la concentracién del polimero
peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucidon crioprotectora esta entre aproximadamente 1y 10 mM (por
ejemplo, aproximadamente 1, 2,3, 4,5, 6, 7, 8, 90 10 mM).

En otro aspecto mas, en el presente documento se proporciona un método para preservar una macromolécula
bioloégica. EI método comprende poner en contacto la macromolécula biolégica con un polimero peptoide de la
invencion, un hibrido peptoide-péptido de la invencion, una solucion crioprotectora de la invencién, o una combinacion
de los mismos. En algunas realizaciones, la macromolécula biolégica se selecciona entre el grupo que consiste en un
acido nucleico, un aminoacido, una proteina, una proteina aislada, un péptido, un lipido, una estructura compuesta, y
una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto de cuidado cosmético que comprende un polimero
peptoide de la invencién, un hibrido peptoide-péptido de la invencion, una solucién crioprotectora de la invencién, o
una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto anticongelante tal como un producto antihielo o
inhibidor del hielo que comprende un polimero peptoide de la invencion, un hibrido peptoide-péptido de la invencién,
una solucion crioprotectora de la invencién, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el producto
anticongelante se usa para prevenir, inhibir o retrasar la formacién de hielo en objetos que incluyen, pero sin
limitaciones, aeronaves o partes de las mismas, gasoductos, ventanas, equipo eléctrico, drones, cables (por ejemplo,
lineas de energia eléctrica), equipo mecanico (por ejemplo, motores de automoviles, sistemas de engranaje, sistemas
de frenado, etc.) y similares.

Incluso en otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto alimenticio congelado que comprende un
polimero peptoide de la invencién, un hibrido peptoide-péptido de la invencién, una solucién crioprotectora de la
invencién, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el producto alimenticio congelado se
selecciona entre el grupo que consiste en helado, yogur, marisco, fruta y productos carnicos.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a
partir de la siguiente descripcion detallada y de las figuras.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra un protocolo general para la sintesis de oligdmeros peptoides usando el enfoque de
"submonémero”.

Las FIG. 2A y 2B muestran los resultados de un ensayo de congelacion de tubo capilar que se realiz6é a -20 °C. La
FIG. 2A ilustra el ensayo en el que los Compuestos 1 (1 eq.}) y 10 (1 eq.) se disolvieron en agua MilliQ y se
sometieron a temperaturas bajo cero. Se realizé una comparaciéon con agua sola y una solucion de etilenglicol (EG)
(18 eq.). La FIG. 2B presenta los resultados normalizados del ensayo representado en la FIG. 2A.

Las FIG. 3A-3D muestran los datos de cristalografia de difraccién de rayos X (XRD). La FIG. 3A muestra los datos
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de XRD para una solucién que contiene Compuesto 12 5 mMy etilenglicol (EG) al 17,5 % (v/v). La FIG. 3B muestra
los datos de XRD para una solucién que contiene EG al 30 % (v/v). La FIG. 3C muestra los datos de XRD para
una solucién que contiene EG al 17,5 % (v/v). La FIG. 3D muestra puntuaciones de anillo de hielo para varias
soluciones que contienen EG, Compuesto 2 (etiquetado como "B"; SEQ ID NO:10), Compuesto 12 (etiquetado
como "D"; SEQ ID NO:8), y/o Compuesto 8 (etiquetado como "E"; SEQ ID NO:9). Para cada solucién diferente, se
determinaron dos puntuaciones de anillo de hielo separadas.

Las FIG. 4A-4G muestran los datos de cristalografia de difraccion de rayos X (XRD) para soluciones que contienen
5 mg/ml del Compuesto 10, Compuesto 12, Compuesto 8, Compuesto 13, Compuesto 11 y Compuesto 58, en
comparacion con un control de etilenglicol (EG). Cada solucién también contenia NaCl 300 mM, HEPES 100 mM,
etilenglicol al 15 % (v/v) y el pH se ajusté a 7,2. FIG. 4A: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 10
(izquierda) y grafico del espectro (derecha). FIG. 4B: Patron de cristalografia de XRD del Compuesto 12 (izquierda)
y grafico del espectro (derecha). FIG. 4C: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 8 (izquierda) y grafico
del espectro (derecha). FIG. 4D: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 13 (izquierda) y gréafico del
espectro (derecha). FIG. 4E: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 11 (izquierda) y grafico del espectro
(derecha). FIG. 4F: Patron de cristalografia de XRD del Compuesto 58 (izquierda) y grafico del espectro (derecha).
FIG. 4G: Patron de cristalografia de XRD de control de EG (izquierda) y grafico del espectro (derecha). Para
graficos de espectro de XRD, la intensidad se representd en un grafico en funcion del angulo (20 grados).

Las FIG. 5A-5G muestran los datos de cristalografia de difraccién de rayos X (XRD) para soluciones que contienen
1 mg/ml del Compuesto 10, Compuesto 12, Compuesto 8, Compuesto 13, Compuesto 11 y Compuesto 58, en
comparacion con un control de etilenglicol (EG). Cada solucién también contenia NaCl 300 mM, HEPES 100 mM,
etilenglicol al 17,5 % (v/v) y el pH se ajust6 a 7,2. FIG. 5A: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 10
(izquierda) y grafico del espectro (derecha). FIG. 5B: Patron de cristalografia de XRD del Compuesto 12 (izquierda)
y grafico del espectro (derecha). FIG. 5C: Patron de cristalografia de XRD del Compuesto 8 (izquierda) y grafico
del espectro (derecha). FIG. 5D: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 13 (izquierda) y grafico del
espectro (derecha). FIG. 5E: Patrén de cristalografia de XRD del Compuesto 11 (izquierda) y grafico del espectro
(derecha). FIG. 5F: Patron de cristalografia de XRD del Compuesto 58 (izquierda) y grafico del espectro (derecha).
FIG. 5G: Patron de cristalografia de XRD de control de EG (izquierda) y grafico del espectro (derecha). Para
graficos de espectro de XRD, la intensidad se representd en un grafico en funcién del angulo (20 grados).

Las FIG. 6A-6C muestran dos soluciones que se congelaron de manera instantanea, se volvieron a calentar y
posteriormente se volvieron a congelar. La solucién de control contenia etilenglicol (EG) al 22,5 % (v/v), mientras
que la solucién de prueba contenia EG al 22,5 % y 5 mg/ml (0,5 % (p/v)) del Compuesto 12. La FIG. 6A muestra
que durante la rapida congelacion en nitrégeno liquido, la solucién que contenia el Compuesto 12 se vitrificd
mientras que la solucién de control se congelé completamente. La FIG. 6B muestra que durante el recalentamiento
a 37 °C, la solucién que contiene el Compuesto 12 se descongela (en dos segundos) mientras el control
permanecia congelado. La FIG. 6C muestra que tras una noche en un congelador a -20 °C, la solucién del
Compuesto 12 permanecio sin congelarse, a diferencia del control.

La FIG. 7 muestra los resultados de un estudio de toxicidad celular realizado en células HEK 293 en las que el
Compuesto 12 (cuadrados) o DMSQO (circulos) se afiadié a medios de cultivo celular. Una muestra en la que no se
afiadié el Compuesto 12 ni DMSO ("Medios de cultivo" (triangulos)) sirvid como control. Se realizaron diluciones
en serie con el fin de analizar diferentes concentraciones de Compuesto 12 y DMSO.

La FIG. 8 muestra los resultados de un ensayo de criopreservacion realizado en células HEK 293, que compara
una solucién que contiene etilenglicol (EG) con una solucién que contiene EG y el Compuesto 12. La viabilidad
celular se midi6 12 horas después de la descongelacion.

La FIG. 9 muestra los resultados de un ensayo de criopreservacion realizado en células HEK 293, que comparar
una solucién que contiene 5 mg/ml del Compuesto 12 mas una mezcla de glicoles, disacaridos y un tampén general
con soluciones que contienen VS2E o M22. La viabilidad celular se midié 16 horas después de la descongelacion.
Las células fueron vitrificadas con nitrégeno liquido (LN2).

Descripcion detallada de la invencion
I. Introduccion

El almacenamiento de células y tejidos a bajas temperaturas mediante criopreservacion es fundamental para muchos
productos y aplicaciones bioldgicos, pero sigue siendo un problema importante que aln no ha permitido la
recuperacion completa satisfactoria de células, tejidos y o6rganos terapéuticos viables. La criopreservacion
normalmente se realiza con agentes crioprotectores (CPA), que son aditivos quimicos fundamentales tales como
dimetilsulféxido (DMSQ), albumina de suero bovino (BSA) y otros. Los CPA se usan para mejorar la viabilidad posterior
a la descongelacion de los sistemas biolégicos criopreservados al prevenir la nucleacion y el crecimiento de cristales
de hielo. Sin embargo, estos agentes presentan varios niveles de citotoxicidad en sus concentraciones eficaces y, por
lo tanto, limitan el éxito de la criopreservacion, de la preservacion en biobancos y de la medicina regenerativa
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avanzada. Esta falta de un CPA eficaz y seguro contribuye al uso generalizado de CPA téxicos. Mas alla de los
productos y aplicaciones biolégicos, la prevencion de la formacién de hielo sigue siendo un problema fisico y quimico
para una amplia variedad de industrias y sectores tecnolégicos.

La presente invencién se basa, en parte, en el sorprendente descubrimiento de que los polimeros de aminoacidos
biomiméticos N-sustituidos (peptoides) e hibridos peptoide-péptido tienen propiedades de inhibicién de cristalizaciéon
en hielo. En el presente documento se proporcionan polimeros para reducir o inhibir la formacién de cristales de hielo
a temperaturas inferiores a 0 °C y criogénicas. Estos polimeros son Utiles para preparar soluciones crioprotectoras.
También se proporcionan en el presente documento métodos para preservar un tejido, 6rgano o célula usando
soluciones crioprotectoras que comprenden los polimeros peptoides descritos en el presente documento.
Adicionalmente, se proporcionan productos de cuidado cosmético, antihielo y alimenticios congelados con
propiedades anticongelantes que comprenden los polimeros peptoides descritos en el presente documento. Después
de leer la descripcion detallada, una persona con conocimientos habituales en la materia reconocera que existen otras
ventajas que se derivan de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento.

Il. Abreviaturas y definiciones

Las abreviaturas usadas en el presente documento son convencionales, salvo que se definan de otro modo. Las
siguientes abreviaturas se usan para referirse a las unidades monomeéricas del polimero peptoide: Nsb (acido 2-(sec-
butilamino)acético), Nib (acido 2-(isobutilamino)acético), Nbu (acido 2-butilamino)acético), Npr (acido 2-
propilamino)acético), Nip (acido 2-(isopropilamino)acético), Nme (acido 2-(metilamino)acético), Nhp (acido 2-((2-
hidroxipropil)amino)acético), Nhe (acido 2-((2-hidroxietil)amino)acético), Ndp (acido 2-((2,3-
dihidroxipropril)amino)acético), Nyp (acido 2-((1-hidroxipropan-2-iljamino)acético), Nep (acido 2-((1-(4-
hidroxifeniljetillamino)acético), Ndh (acido 2-((1,3,-dihidrooxipropan-2-iljamino)acético y Nop (acido 2-((3-(2-
oxopirrolindin-1-iljpropilyamino)acético. Las siguientes abreviaturas se usan para referirse a compuestos quimicos:
DMF (N,N’-dimetilformamida), DIEA (diisopropiletilamina, DIC (N,N’-diisopropilcarbodiimida), ACN (acetonitrilo), DCM
(cloruro de metileno), HFIP (alcohol hexafluoroisopropilico); Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo).

Los términos "un/uno”, "una”, o "el/la", como se usan en el presente documento, no solo incluye aspectos con un
miembro, sino que también incluyen aspectos con mas de un miembro. Por poner un ejemplo, las formas en singular
"un/uno”, "una”, y "el" o "la", incluyen las referencias en plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.
Por tanto, por ejemplo, la referencia a "una célula" incluye una pluralidad de dichas células y la referencia a "el agente"
incluye la referencia a uno o mas agentes conocidos por los expertos en la materia y asi sucesivamente.

El término "aproximadamente" como se usa en el presente documento para modificar un valor numérico indica un
intervalo definido alrededor de ese valor. Si "X" fuera el valor, "aproximadamente X" indicaria un valor de 0,9X a 1,1X,
y mas preferentemente, un valor de 0,95X a 1,05X. Cualquier referencia a "aproximadamente X" indica
especificamente los valores X, 0,95X, 0,96X, 0,97X, 0,98X, 0,99X, 1,01X, 1,02X, 1,03X, 1,04X y 1,05X. Por tanto,
"aproximadamente X" pretende ensefiar y proporcionar un soporte de descripcidn por escrito para una limitacién de
reivindicacion de, p. €j., "0,98X".

"Alquilo" se refiere a un radical alifatico lineal o ramificado, saturado, que tiene el nimero de atomos de carbono
indicado. Alquilo puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal como Ci-2, C1.3, C1-4, C1-5, C1-6, C1-7, C1:8, Ci1-9, Ci1-10,
C23, C2.4, C25, Ca.6, C3.4, C3s, Cs.6, Cas, Cas ¥ Cs6. Por ejemplo, alquilo C1 incluye, pero no se limita a, metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isopentilo, hexilo, etc. Alquilo también puede referirse
a grupos alquilo que tienen hasta 30 atomos de carbono, tales como, pero sin limitacién, heptilo, octilo, nonilo, decilo,
etc. Los grupos alquilo pueden estar sustituidos 0 no sustituidos. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente
sustituidos con uno 0 mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi,
amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Alquenilo” se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificado que tiene al menos 2 atomos de carbono y al
menos un doble enlace. Alquenilo puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal como Cz, C2.3, C24, Ca5, C26, C2-7,
Czs, C29, Ca-10, C3, C3.4, C35, C36, C4, Cas, Cas, Cs, Cs.6 y Ces. LOs grupos alquenilo pueden tener cualquier nimero
adecuado de dobles enlaces, incluyendo, pero sin limitaciones, 1, 2, 3, 4, 5 0 més. Los ejemplos de grupos alquenilo
incluyen, pero no se limitan a, vinilo (etenilo), propenilo, isopropenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isobutenilo, butadienilo, 1-
pentenilo, 2-pentenilo, isopentenilo, 1,3-pentadienilo, 1.4-pentadienilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 1.3-
hexadienilo, 1,4-hexadienilo, 1,5-hexadienilo, 2,4-hexadienilo 0 1,3,5-hexatrienilo. Los grupos alquenilo pueden estar
sustituidos o no sustituidos. Los grupos alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos
seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Alquinilo” se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificado que tiene al menos 2 atomos de carbono y al
menos un triple enlace. Alquinilo puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal como Cz, C23, C2.4, Co5, C26, C2-7,
Czs, Cz2.9, C2-10, C3, C3.4, C3-5, Ca.6, C4, Ca-5, Cas, Cs, Cs.6 y Ce. Los ejemplos de grupos alquinilo incluyen, pero no se
limitan a, acetilenilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, isobutinilo, sec-butinilo, butadiinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo,
isopentinilo, 1,3-pentadiinilo, 1,4-pentadiinilo, 1-hexinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 1,3-hexadiinilo, 1.4-hexadiinilo, 1,5-
hexadiinilo, 2,4-hexadiinilo o 1.3,5-hexatriinilo. Los grupos alquinilo pueden estar sustituidos 0 no sustituidos. Los
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grupos alquinilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi,
amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Alquileno” se refiere a un radical alifatico lineal o ramificado, saturado, que tiene el nimero de atomos de carbono
indicado, y que une al menos dos de otros grupos, es decir, un radical de hidrocarburo divalente. Los dos restos unidos
al alquileno pueden unirse al mismo atomo o a atomos diferentes del grupo alquileno. Por poner un ejemplo, un
alquileno de cadena lineal puede ser el radical bivalente de -(CH2)n-, donde n es cualquier nimero de atomos de
carbono adecuados. Los grupos alquileno representativos incluyen, pero no se limitan a, metileno, etileno, propileno,
isopropileno, butileno, isobutileno, sec-butileno, pentileno y hexileno. Los grupos alquileno pueden estar sustituidos o
no sustituidos. Los grupos alquileno pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre
halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Alquenileno” se refiere a un grupo alquenilo, como se ha definido anteriormente, que une al menos dos de otros
grupos, es decir, un radical de hidrocarburo divalente. Los dos restos unidos al alquenileno pueden unirse al mismo
atomo o a atomos diferentes del alquenileno. Los grupos alquenileno incluyen, pero no se limitan a, etenileno,
propenileno, isopropenileno, butenileno, isobutenileno, sec-butenileno, pentenileno y hexenileno. Los grupos
alquenileno pueden estar sustituidos 0 no sustituidos. Los grupos alquenileno pueden estar opcionalmente sustituidos
con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido,
nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Alquinileno” se refiere a un grupo alquinilo, como se ha definido anteriormente, que une al menos dos de otros grupos,
es decir, un radical de hidrocarburo divalente. Los dos restos unidos al alquinileno pueden unirse al mismo atomo o a
atomos diferentes del alquinileno. Los grupos alquinileno incluyen, pero no se limitan a, etinileno, propinileno,
isopropinileno, butinileno, sec-butinileno, pentinileno y hexinileno. Los grupos alquinileno pueden estar sustituidos o
no sustituidos. Los grupos alquinileno pueden estar opcionalmente sustituidos con uno 0 mas restos seleccionados
entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Halbégeno" o "halo" se refiere a fluor, cloro, bromo y yodo.

"Amina" o "amino" se refiere a un grupo -N(R)2 donde los grupos R pueden ser hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo, entre otros. Los grupos R pueden ser iguales o diferentes. Los grupos
amino pueden ser primarios (cada R es hidroégeno), secundarios (un R es hidrégeno) o terciarios (cada R es distinto
de hidrégeno). Los grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo pueden estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi,
haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Hidroxilo" o "hidroxi" se refiere a un grupo -OH. El hidroxilo puede estar en cualquier atomo de carbono adecuado.
"Tiol" se refiere a un grupo -SH. El grupo tiol puede estar en cualquier atomo de carbono adecuado.

"Ox0" se refiere a un grupo O de doble enlace (=0, -C(O)-). El grupo oxo puede estar en cualquier atomo de carbono
adecuado.

"Tioxo" se refiere a un grupo S de doble enlace (=S). El grupo tioxo puede estar en cualquier atomo de carbono
adecuado.

"Nitro" se refiere a un grupo -NQO2. El grupo nitro puede estar en cualquier atomo de carbono adecuado.
"Carboxi" se refiere a un grupo de acido carboxilico de férmula -C(O)OH o -CO2H.

"Cicloalquilo” se refiere a un conjunto de anillo monociclico, biciclico condensado o policiclico con puente saturado o
parcialmente insaturado, que contiene de 3 a 12 atomos en el anillo, o el nimero de atomos indicado. Cicloalquilo
puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal como Ca-s, Ca-6, Cs-6, C3-8, Ca-3, Cs-8, Ce-8, C3-9, C3-10, C3-11 y Cz-12. LOS
anillos cicloalquilo monociclicos saturados incluyen, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y
ciclooctilo. Los anillos cicloalquilo biciclicos y policiclicos saturados incluyen, por ejemplo, norbornano,
[2,2,2]biciclooctano, decahidronaftaleno y adamantano. Los grupos cicloalquilo también pueden estar parcialmente
insaturados, que tienen uno o mas dobles o triples enlaces en el anillo. Los grupos cicloalquilo representativos que
estan parcialmente insaturados incluyen, pero no se limitan a, ciclobuteno, ciclopenteno, ciclohexeno, ciclohexadieno
(isémeros 1,3 y 1,4), ciclohepteno, cicloheptadieno, cicloocteno, ciclooctadieno (isomeros 1,3, 1,4 y 1,5), norborneno
y norbornadieno. Cuando el cicloalquilo es un cicloalquilo Cs.s monociclico saturado, los grupos ilustrativos incluyen,
pero sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Cuando el cicloalquilo es
un cicloalquilo Cs.s monociclico saturado, los grupos ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo y ciclohexilo. Los grupos cicloalquilo pueden estar sustituidos o no sustituidos. Los grupos cicloalquilo
pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre alquilo, alquenilo, alquinilo, halo,
hidroxi, amino, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, tiol, nitro, oxo, tioxo y ciano. Por ejemplo, los grupos
cicloalquilo pueden estar sustituidos con alquilo Ci-s u oxo (=0), entre muchas otros.
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"Heterocicloalquilo" se refiere a un sistema de anillo saturado que tiene de 3 a 12 miembros de aniloy de 1 a 4
heteroatomos de N, O y S. También pueden ser Utiles heteroatomos adicionales, incluyendo, pero sin limitaciones, B,
Al, Siy P. Los heterodtomos también pueden estar oxidados, tales como, pero sin limitaciones, -S(0O)- y -S(O)2-. Los
grupos heterocicloalquilo pueden incluir cualquier nimero de atomos en el anillo, tal como,de 3a6,de4a6,de5 a
6,de3a8,de4a8 de5a8 deb6a8 de3a9 de3all de3daliode3a 12 miembros de anillo. Cualquier
nimero adecuado de heteroatomos puede incluirse en los grupos heterocicloalquilo, talcomo 1,2, 304,0de 1 a 2,
det1a3, delad4,de2a3, de2a4, ode 3 a4 Elgrupo heterocicloalquilo puede incluir grupos, tales como aziridina,
azetidina, pirrolidina, piperidina, azepano, azocano, quinuclidina, pirazolidina, imidazolidina, piperazina (isdmeros 1,2,
1,3 y 1,4), oxirano, oxetano, tetrahidrofurano, oxano (tetrahidropirano), oxepano, tiirano, tietano, tiolano
(tetrahidrotiofeno), tiano (tetrahidrotiopirano), oxazolidina, isoxazolidina, tiazolidina, isotiazolidina, dioxolano, ditiolano,
morfolina, tiomorfolina, dioxano o ditiano. Los grupos heterocicloalquilo también pueden condensarse a sistemas de
anillo aromaticos o0 no aromaticos para formar miembros, que incluyen, pero sin limitaciones, indolina. Los grupos
heterocicloalquilo pueden estar no sustituidos o sustituidos. Los grupos heterocicloalquilo pueden estar opcionalmente
sustituidos con uno 0 mas restos seleccionados entre alquilo, alquenilo, alquinilo, halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino,
alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano. Por ejemplo, los grupos heterocicloalquilo pueden estar
sustituidos con alquilo C1-6 u oxo (=0), entre muchas otros.

Los grupos heterocicloalquilo pueden estar unidos mediante cualquier posicion en el anillo. Por ejemplo, aziridina
puede ser 1- 0 2-aziridina, azetidina puede ser 1- 0 2-azetidina, pirrolidina puede ser 1-, 2- 0 3-pirrolidina, piperidina
puede ser 1-, 2-, 3- 0 4-piperidina, pirazolidina puede ser 1-, 2-, 3- 0 4-pirazolidina, imidazolidina puede ser 1-, 2-, 3- 0
4-imidazolidina, piperazina puede ser 1-, 2-, 3- 0 4-piperazina, tetrahidrofurano puede ser 1- o 2-tetrahidrofurano,
oxazolidina puede ser 2-, 3-, 4- 0 5-oxazolidina, isoxazolidina puede ser 2-, 3-, 4- 0 5-isoxazolidina, tiazolidina puede
ser 2-, 3-, 4- o 5-tiazolidina, isotiazolidina puede ser 2-, 3-, 4- 0 5-isotiazolidina, y morfolina puede ser 2-, 3- 0 4-
morfolina.

Cuando el heterocicloalquilo incluye de 3 a 8 miembros de anillo y de 1 a 3 heteroatomos, los miembros representativos
incluyen, pero no se limitan a, pirrolidina, piperidina, tetrahidrofurano, oxano, tetrahidrotiofeno, tiano, pirazolidina,
imidazolidina, piperazina, oxazolidina, isoxazolidina, tiazolidina, isotiazolidina, morfolina, tiomorfolina, dioxano y
ditiano. El heterocicloalquilo también puede formar un anillo que tiene de 5 a 6 miembros de anillo y de 1 a 2
heteroatomos, incluyendo los miembros representativos, pero sin limitaciones, pirrolidina, piperidina, tetrahidrofurano,
tetrahidrotiofeno, pirazolidina, imidazolidina, piperazina, oxazolidina, isoxazolidina, tiazolidina, isotiazolidina y
morfolina.

"Arilo" se refiere a un sistema de anillo aromatico que tiene cualquier nimero adecuado de atomos en el anillo y
cualquier nimero adecuado de anillos. Los grupos arilo pueden incluir cualquier nimero adecuado de atomos en el
anillo, tal como, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 atomos en el anillo, asi como de 6 a 10,de 6 a120de 6 a 14
miembros de anillo. Los grupos arilo pueden ser monociclicos, condensados para formar grupos biciclicos o triciclicos,
o unidos por un enlace para formar un grupo biarilo. Los grupos arilo representativos incluyen fenilo, naftilo y bifenilo.
Otros grupos arilo incluyen bencilo, que tiene un grupo de unién de metileno. Algunos grupos arilo tienen de 6 a 12
miembros de anillo, tales como fenilo, naftilo o bifenilo. Otros grupos arilo tienen de 6 a 10 miembros de anillo, tales
como fenilo o naftilo. Algunos otros grupos arilo tienen 6 miembros de anillo, tal como fenilo. Los grupos arilo pueden
estar sustituidos o no sustituidos. Los grupos arilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos
seleccionados entre alquilo, alquenilo, alquinilo, halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi,
amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Heteroarilo" se refiere a un conjunto de anillo monociclico o condensado biciclico o triciclico que contiene de 5 a 16
atomos en el anillo, donde de 1 a 5 de los atomos en el anillo son un heteroatomo, tal como N, O 0 S. Los heteroatomos
adicionales también pueden ser (tiles, incluyendo, pero sin limitaciones, B, Al, Si y P. Los heteroatomos también
pueden estar oxidados, tal como, pero sin limitaciones, -S(O)- y -S(O)2-. Los grupos heteroarilo pueden incluir cualquier
nimero de atomos en el anillo, tal como, de 3a6,de4a6,de5a6,de3a8,de4a8,de5a8 de6ag,deld3ay,
de 3a10,de 3 a110de3a 12 miembros de anillo. Cualquier nimero adecuado de heteroatomos puede estar incluido
en los grupos heteroarilo, tales como 1,2,3,405,0de1a2,de1a3, detad detab de2a3,de2a4,de2a
5,de 3a4o0de 3 ab5. Los grupos heteroarilo pueden tener de 5 a 8 miembros de anillo y de 1 a 4 heteroatomos o de
5 a 8 miembros de anillo y de 1 a 3 heteroatomos o de 5 a 6 miembros de anillo y de 1 a 4 heteroatomos o de 5 a 6
miembros de anillo y de 1 a 3 heteroatomos. El grupo heteroarilo puede incluir grupos, tales como pirrol, piridina,
imidazol, pirazol, triazol, tetrazol, pirazina, pirimidina, piridazina, triazina (isémeros 1,2,3, 1,2,4 y 1,3,5), tiofeno, furano,
tiazol, isotiazol, oxazol e isoxazol. Los grupos heteroarilo también pueden estar condensados a sistemas de anillo
aromatico, tal como un anillo fenilo, para formar miembros que incluyen, pero sin limitaciones, benzopirroles, tales
como indol e isoindol, benzopiridinas, tales como quinolina e isoquinolina, benzopirazina (quinoxalina), benzopirimidina
(quinazolina), benzopiridazinas, tales como ftalazina y cinnolina, benzotiofeno y benzofurano. Otros grupos heteroarilo
incluyen anillos heteroarilo unidos mediante un enlace, tales como bipiridina. Los grupos heteroarilo pueden estar
sustituidos o no sustituidos. Los grupos heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos
seleccionados entre alquilo, alquenilo, alquinilo, halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi,
amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.
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Los grupos heteroarilo pueden estar unidos mediante cualquier posicion en el anillo. Por ejemplo, pirrol incluye 1-, 2-
y 3-pirrol, piridina incluye 2-, 3- y 4-piridina, imidazol incluye 1-, 2-, 4- y 5-imidazol, pirazol incluye 1-, 3-, 4- y 5-pirazol,
triazol incluye 1-, 4- y 5-triazol, tetrazol incluye 1- y 5-tetrazol, pirimidina incluye 2-, 4-, 5- y 6-pirimidina, piridazina
incluye 3- y 4-piridazina, 1,2,3-triazina incluye 4- y 5-triazina, 1,2,4-triazina incluye 3-, 5- y 6-triazina, 1,3,5-triazina
incluye 2-triazina, tiofeno incluye 2- y 3-tiofeno, furano incluye 2- y 3-furano, tiazol incluye 2-, 4- y 5-tiazol, isotiazol
incluye 3-, 4- y 5-isotiazol, oxazol incluye 2-, 4- y 5-oxazol, isoxazol incluye 3-, 4- y 5-isoxazol, indol incluye 1-, 2- y 3-
indol, isoindol incluye 1-y 2-isoindol, quinolina incluye 2-, 3- y 4-quinolina, isoquinolina incluye 1-, 3- y 4-isoquinolina,
quinazolina incluye 2- y 4-quinoazolina, cinolina incluye 3- y 4-cinolina, benzotiofeno incluye 2- y 3-benzotiofeno y
benzofurano incluye 2- y 3-benzofurano.

Algunos grupos heteroarilo incluyen aquellos que tienen de 5 a 10 miembros de anillo y de 1 a 3 atomos en el anillo,
incluyendo N, O o S, tales como pirrol, piridina, imidazol, pirazol, triazol, pirazina, pirimidina, piridazina, triazina
(isémeros 1,2.3, 1,2,4 y 1,3,5), tiofeno, furano, tiazol, isotiazol, oxazol, isoxazol, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina,
quinoxalina, quinazolina, ftalazina, cinolina, benzotiofeno y benzofurano. Otros grupos heteroarilo incluyen aquellos
que tienen de 5 a 8 miembros de anillo y de 1 a 3 heteroatomos, tales como pirrol, piridina, imidazol, pirazol, triazol,
pirazina, pirimidina, piridazina, triazina (isémeros 1,2,3, 1,2,4 y 1,3,5), tiofeno, furano, tiazol, isotiazol, oxazol e isoxazol.
Algunos otros grupos heteroarilo incluyen aquellos que tienen de 9 a 12 miembros de anillo y de 1 a 3 heteroatomos,
tales como indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, quinoxalina, quinazolina, ftalazina, cinolina, benzotiofeno,
benzofurano y bipiridina. Otros grupos heteroarilo mas incluyen aquellos que tienen de 5 a 6 miembros de anillo y de
1 a 2 atomos en el anillo, incluyendo N, O o S, tales como pirrol, piridina, imidazol, pirazol, pirazina, pirimidina,
piridazina, tiofeno, furano, tiazol, isotiazol, oxazol e isoxazol.

"(Cicloalquil)alquilo" se refiere a un radical que tiene un componente de alquilo y un componente de cicloalquilo, donde
el componente de alquilo une el componente de cicloalquilo al punto de unién. El componente de alquilo es como se
ha definido anteriormente, excepto porque el componente de alquilo es al menos divalente, un alquileno, para unirse
al componente de cicloalquilo y al punto de unién. El componente de alquilo puede incluir cualquier nimero de
carbonos, tal como Ci-6, Ci2, Ci-3, Ci-4, Ci5, C23, C24, C2-5, C2-6, C3-4, C3-5, C3-6, Ca5, Ca-6 y Cs-6. El componente de
cicloalquilo es como se define dentro. Los grupos (cicloalquiljalquilo ilustrativos incluyen, pero no se limitan a,
metilciclopropilo, metil-ciclobutilo, metil-ciclopentilo y metil-ciclohexilo.

"(Heterocicloalquil)alquilo" se refiere a un radical que tiene un componente de alquilo y un componente de
heterocicloalquilo, donde el componente de alquilo une el componente de heterocicloalquilo al punto de unién. El
componente de alquilo es como se ha definido anteriormente, excepto porque el componente de alquilo es al menos
divalente, un alquileno, para unirse al componente de heterocicloalquilo y al punto de union. El componente de alquilo
puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal como Co-s, Ci-2, C1-3, Ci-4, Ci-5, Ci1-6, C2-3, C2.4, Co2:5, C2-6, C3-4, Ca-5, Cs-
6, Cas, Cas y Css. El componente de heterocicloalquilo es como se ha definido anteriormente. Los grupos
(heterocicloalquilyalquilo pueden estar sustituidos o no sustituidos.

"Arilalquilo" se refiere a un radical que tiene un componente de alquilo y un componente de arilo, donde el componente
de alquilo une el componente de arilo al punto de unién. El componente de alquilo es como se ha definido
anteriormente, excepto porque el componente de alquilo es al menos divalente, un alquileno, para unirse al
componente de arilo y al punto de unién. El componente de alquilo puede incluir cualquier nimero de carbonos, tal
como Cos, Ci-2, Ci3, Ci-4, Ci5, Ci6, C23, C24, C25, C26, C3-4, G35, C3.6, Ca5, Cas y Cse. El componente de arilo es
como se ha definido anteriormente. Los ejemplos de grupos arilalquilo incluyen, pero no se limitan a, bencilo y
etilbenceno. Los grupos arilalquilo pueden estar sustituidos o no sustituidos.

"Heteroarilalquilo” se refiere a un radical que tiene un componente de alquilo y un componente de heteroarilo, donde
el componente de alquilo une el componente de heteroarilo al punto de unién. El componente de alquilo es como se
ha definido anteriormente, excepto porque el componente de alquilo es al menos divalente, un alquileno, para unirse
al componente de heteroarilo y al punto de unién. El componente de alquilo puede incluir cualquier nimero de
carbonos, tal como Co-s, Ci-2, Ci-3, Ci4, Ci1:5, Ci6, C2.3, C2.4, Ca5, Ca-6, C3.4, C3-5, C3.6, Ca5, Ca6 y Cs.6. El cOmponente
de heteroarilo es como se define dentro. Los grupos heteroarilalquilo pueden estar sustituidos o no sustituidos.

"Carboxialquilo" se refiere a un grupo carboxi unido a un alquilo, como se ha descrito anteriormente, y que
generalmente tiene la férmula -alquilo C1-s-C(O)OH. Cualquier cadena de alquilo adecuada es util. Los grupos
carboxialquilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino,
tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano.

"Acilo" se refiere a un alquilo que contiene un carbono sustituido con oxo en el punto de unién (-C(O)-alquilo Ci-g).
Cualquier cadena de alquilo adecuada es Util. Los grupos acilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas
restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y
ciano.

"Hidroxialquilo" se refiere a un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, donde al menos uno de los atomos

de hidrégeno se ha reemplazado con un grupo hidroxi. Como para el grupo alquilo, los grupos hidroxialquilo pueden
tener cualquier nimero adecuado de atomos de carbono, tal como C1-6. Los grupos hidroxialquilo a modo de ejemplo
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incluyen, pero no se limitan a, hidroximetilo, hidroxietilo (donde el hidroxi esta en la posicién 1 o 2), hidroxipropilo
(donde el hidroxi esta en la posicion 1, 2 0 3), hidroxibutilo (donde el hidroxi esta en la posicion 1, 2, 3 0 4}, hidroxipentilo
(donde el hidroxi esta en la posicion 1, 2, 3, 4 0 5), hidroxihexilo (donde el hidroxi esta en la posicion 1, 2, 3, 4, 5 0 6),
1,2-dihidroxietilo y similares. Los grupos hidroxialquilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas restos
seleccionados entre halo, tiol, amino, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo y ciano. Un
experto en la materia apreciara que son Utiles otros grupos hidroxialquilo en la presente invencion.

"Alcoxi" se refiere a un grupo alquilo que tiene al menos un atomo de oxigeno puente. El atomo de oxigeno puente
puede estar en cualquier lugar dentro de la cadena de alquilo (alquil-O-alquilo) o el atomo de oxigeno puente puede
conectar el grupo alquilo al punto de unién (alquil-O-). En algunos casos, el alcoxi contiene 1, 2, 3, 4 o 5 atomos de
oxigeno puente. En cuanto al grupo alquilo, los grupos alcoxi pueden tener cualquier nimero adecuado de atomos de
carbono, tal como Ci-2, Ci-4 y Ci-6. Los grupos alcoxi incluyen, por ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, iso-propoxi, metiloxi-
etiloxi-etilo (C1-O-C2-0O-C2-), etc. Un ejemplo de un grupo alcoxi es polietilenglicol (PEG), en donde la cadena de
polietilenglicol puede incluir entre 2 y 20 monodmeros de etilenglicol. Los grupos alcoxi pueden estar opcionalmente
sustituidos con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, tiol, alquilamino, haloalquilo, carboxi, amido,
nitro, oxo, tioxo y ciano. Los grupos alcoxi pueden estar sustituidos o no sustituidos.

"Alquilamino” se refiere a un grupo alquilo como se define dentro, que tiene uno o mas grupos amino. Los grupos
amino pueden ser primarios, secundarios o terciarios. Los grupos alquilamino utiles en la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a, etilamina, propilamina, isopropilamina, etilendiamina y etanolamina. El grupo amino puede unir el
alquilamino al punto de unién con el resto del compuesto, estar en cualquier posicién del grupo alquilo, o unir entre si
al menos dos atomos de carbono del grupo alquilo. Los grupos alquilamino pueden estar opcionalmente sustituidos
con uno o mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, tiol, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo,
tioxo y ciano. Un experto en la materia apreciara que son (tiles otros alquilaminos en la presente invencion.

"Alquiltio" se refiere a un grupo alquilo como se define dentro, que tiene uno o mas grupos tiol. Los grupos alquiltio
Utiles en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, etiltiol, propiltiol e isopropiltiol. El grupo tiol puede unir el
alquiltio al punto de unién con el resto del compuesto, estar en cualquier posicion del grupo alquilo, o unir entre si al
menos dos atomos de carbono del grupo alquilo. Los grupos alquiltio pueden estar opcionalmente sustituidos con uno
0 mas restos seleccionados entre halo, hidroxi, amino, alquilamino, alcoxi, haloalquilo, carboxi, amido, nitro, oxo, tioxo
y ciano. Un experto en la materia apreciara que son Utiles otros alquiltio en la presente invencion.

La expresion "linea ondulada” significa el punto de unién del sustituyente al resto de la molécula. Cuando la linea
ondulada no se representa como unida especificamente a un atomo de anillo especifico, el punto de unién puede ser
cualquier atomo adecuado del sustituyente. Por ejemplo, la linea ondulada en la siguiente estructura:

O
NH

X

pretende incluir, como punto de unién, cualquiera de los atomos sustituibles.

La expresion "medicina regenerativa" se refiere a una rama de la medicina que se ocupa del proceso de sustitucion,
ingenieria o regeneracién de células, tejidos u 6rganos humanos para restablecer o establecer una funciéon normal. En
algunas realizaciones, la medicina regenerativa incluye cultivar tejidos y érganos en el laboratorio e implantarlos con
seguridad cuando el cuerpo no puede curarse a si mismo.

La expresion "tejido modificado por bioingenieria" se refiere a una o mas células, tejidos u 6rganos creados
sintéticamente creados con fines de medicina regenerativa. En algunas realizaciones, el tejido modificado por
bicingenieria se refiere a células, tejidos u érganos que fueron desarrollados en el laboratorio. En algunas
realizaciones, los tejidos modificados por bioingenieria se refieren al corazén, higado, pulmon, rifién, pancreas,
intestino, timo, coérnea, células madre (por ejemplo, células madre pluripotentes humanas, células madre
hematopoyéticas), linfocitos, granulocitos, células del sistema inmunolégico, células Oseas, organoides, células
embrionarias, ovocitos, espermatocitos, plaquetas de la sangre, células estromales, o una combinacién de los mismos
obtenidos en laboratorio.

La expresion "solucién crioprotectora” se refiere a una solucién usada para reducir o prevenir el dafio por congelacion
causado por la formacién de cristales de hielo. En algunas realizaciones, la solucién crioprotectora comprende uno o
mas polimeros peptoides descritos en el presente documento. En otras realizaciones, la solucién crioprotectora
comprende uno 0 mas polimeros peptoides y uno o mas hibridos peptoide-péptido descritos en el presente documento.
En algunas realizaciones, la solucién crioprotectora protege una muestra biolégica del dafio por congelacién. En
algunas realizaciones, la solucién crioprotectora protege una muestra no bioloégica de la formacién de cristales de
hielo. En algunas realizaciones, la solucién crioprotectora preserva una muestra biolégica durante una cantidad de
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tiempo mayor que si la muestra biolégica no estuviera expuesta a temperaturas reducidas.

Los términos "vitrificar" y "vitrificacion" significan la transformacién de una sustancia en un vidrio (es decir, un sélido
amorfo no cristalino). En el contexto del agua, vitrificacion se refiere a la transformacion del agua en un vidrio sin la
formacion de cristales de hielo, a diferencia de la congelacién ordinaria, lo que resulta en la formacién de cristales de
hielo. La vitrificacion a menudo se logra mediante un enfriamiento muy rapido y/o la introduccién de agentes que
suprimen la formacién de cristales de hielo. Por otro lado, "desvitrificar" y "desvitrificacion" se refieren al proceso de
cristalizaciéon en un vidrio previamente libre de cristales (amorfo). En el contexto del hielo de agua, desvitrificacion
puede significar la formacién de cristales de hielo a medida que el sélido amorfo previamente no cristalino
experimentan una fusién.

El término "peptoide" se refiere a una poliamida de entre aproximadamente 2 y 1.000 (por ejemplo, entre
aproximadamente 2y 1.000, 2 y 950, 2 y 900, 2 y 850, 2 y 800, 2y 750, 2y 700, 2y 650, 2 y 600, 2 y 550, 2 y 500, 2
y 450, 2y 400, 2y 350,2 y 300, 2y 250, 2y 200,2y 150,2y 100,2y 90,2y 80,2y 70,2y 60,2y 50,2y 40,2y
30,2y20,2y10,2y9,2y 8,2y 7,2y 6,2y 5,2y 4,02y 3)unidades que tienen sustituyentes "R! en los atomos
de nitrégeno de amida. Opcionalmente, un segundo sustituyente "R?", independientemente seleccionado, puede estar
unido al 4tomo de carbono que es a- al grupo carbonilo (es decir, unido al &tomo de carbono d). R? puede ser, pero
no se limita a, H. En casos particulares, un peptoide es un analogo sintético de un péptido en donde las cadenas
laterales que de otro modo estarian unidas a los atomos de carbono a estan unidas a los atomos de nitrégeno de
amida. Los peptoides son polimeros sintéticos con secuencias y longitudes controladas que pueden producirse
mediante sintesis organica automatizada en fase soélida para incluir una amplia variedad de cadenas laterales que
tienen diferentes funciones quimicas. Los grupos R' unidos a los atomos de nitrégeno de amida en los peptoides
pueden incluir, pero no se limitan a, grupos H, alquilo Ci-18 opcionalmente sustituido, alquenilo Cz-1s opcionalmente
sustituido, alquinilo C2-18 opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente
sustituido, alquilamino Ci-18 opcionalmente sustituido, alquiltio Ci-13 opcionalmente sustituido, carboxialquilo
opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs.10, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, (cicloalquil Cs-10)alquilo,
(heterocicloalquilyalquilo, arilalquilo y heteroarilalquilo, en donde cualquiera de los grupos cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo o heteroarilo estan opcional e independientemente sustituido con uno o mas grupos "R3". Cada
grupo R3 puede seleccionarse independientemente entre grupos halégeno, oxo, tioxo, -OH, -SH, amino, alquilo C1.s,
hidroxialquilo C1.s, alquilamino Ci-s, 0 alquiltio C1-s. Asimismo, Los grupos R! pueden comprender la cadena lateral de
cualquiera de los aminoacidos alanina (Ala), cisteina (Cys), acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), fenilalanina
(Phe), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), arginina (Arg), lisina (Lys), leucina (Leu), metionina (Met),
asparagina (Asn), prolina (Pro), glutamina (GlIn), serina (Ser), treonina (Thr), valina (Val), triptéfano (Trp) o tirosina
(Tyr).

La expresién "hibrido peptoide-péptido” se refiere a un oligdbmero que esta compuesto tanto de unidades monoméricas
peptoides como de alfa aminoacidos (es decir, unidades peptidicas).

Los términos "polipéptido”, "péptido”, y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de residuos de aminoacido, o un conjunto de multiples polimeros de residuos de aminoacido.

El término "aminoacido” incluye, aunque sin limitacion, a-aminoacidos de origen naturales y sus esterecisémeros.
"Estereoisémeros" de aminoacidos se refiere a isdbmeros de imagen especular de los aminoacidos, tales como L-
aminoacidos o D-aminoacidos. Por ejemplo, un esterecisémero de un aminoacido de origen natural se refiere al
isdbmero de imagen especular del aminoacido de origen natural (es decir, el D-aminoacido).

Los aminoacidos de origen natural son los codificados por el codigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se
modifican después (por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina). Los a-aminoacidos de origen
natural incluyen, sin limitacion, alanina (Ala), cisteina (Cys), acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), fenilalanina
(Phe), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), arginina (Arg), lisina (Lys), leucina (Leu), metionina (Met),
asparagina (Asn), prolina (Pro), glutamina (Gin), serina (Ser), treonina (Thr), valina (Val), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr),
y combinaciones de los mismos. Los esterecisomeros de a-aminoacidos de origen natural incluyen, sin limitacién, D-
alanina (D-Ala), D-cisteina (D-Cys), acido D-aspartico (D-Asp), acido D-glutamico (D-Glu), D-fenilalanina (D-Phe), D-
histidina (D-His), D-isoleucina (D-lle), D-arginina (D-Arg), D-lisina (D-Lys), D-leucina (D-Leu), D-metionina (D-Met), D-
asparagina (D-Asn), D-prolina (D-Pro), D-glutamina (D-Gin), D-serina (D-Ser), D-treonina (D-Thr), D-valina (D-Val), D-
triptéfano (D-Trp), D-tirosina (D-Tyr) y combinaciones de los mismos.

Los aminoacidos pueden mencionarse en el presente documento bien por sus simbolos habitualmente conocidos de
tres letras o bien mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de
la IUPAC-IUB. Por ejemplo, un L-aminoacido puede representarse en el presente documento por su simbolo de tres
letras comunmente conocido (por ejemplo, Arg para L-arginina) o por un simbolo de aminoacido de una letra en
mayusculas (por ejemplo, R para L-arginina). Un D-aminoacido puede representarse en el presente documento por su
simbolo de tres letras comunmente conocido (por ejemplo, D-Arg para D-arginina) o por un simbolo de aminoéacido de
una letra en mindscula (por ejemplo, r para D-arginina).
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lll. Descripcion detallada

En el presente documento se proporcionan polimeros peptoides y métodos para reducir o inhibir la formacién de
cristales de hielo a temperaturas inferiores a 0 °C y temperaturas criogénicas.

A. Polimeros peptoides

En algunos aspectos, en el presente documento se proporciona un polimero peptoide de formula (1):

R 0

N

un tautdmero del mismo o un esterecisémero del mismo,
en donde:

cada R' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-18 opcionalmente sustituido,
alquenilo C2-18 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-1s opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente
sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilamino C1-1s opcionalmente sustituido, alquiltio Ci-1s opcionalmente
sustituido, carboxialquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs.10, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo,
(cicloalquil Cs-10)alquilo, (heterocicloalquil)alquilo, arilalquilo, y heteroarilalquilo,

en donde al menos un caso de R' es hidroxialquilo Ci.1s, ¥

en donde cualquiera de los grupos cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo estd opcional e
independientemente sustituido con uno 0 mas grupos R?;

cada R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C+-18 opcionalmente sustituido,
alquenilo C2-18 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-1s opcionalmente sustituido, hidroxialquilo C1-1s opcionalmente
sustituido, alquilamino C1-1s opcionalmente sustituido, alquiltio Ci-18 opcionalmente sustituido y carboxialquilo
opcionalmente sustituido;

cada R?® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, oxo, tioxo, -OH, -SH, amino,
alquilo Ci-s, hidroxialquilo C1-s, alquilamino C1-s y alquiltio Ci-s;

X e Y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-s opcionalmente sustituido,
acilo Ci-s opcionalmente sustituido, alquilamino Ci.s opcionalmente sustituido, -OH, -SH, -NH2, carboxi,
hidroxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, alquilamino C1.s opcionalmente sustituido, alquiltio C2-s opcionalmente
sustituido, carboxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, y halégeno, o

alternativamente, X e Y se toman en conjunto para formar un enlace covalente; y

el subindice n, que representa el nimero de monémeros en el polimero, es de entre 2 y 50;

siempre que todos los casos de R' no sean hidroxietilo cuando n esta entre 3y 7.

En algunas realizaciones, cada caso de R! en el polimero peptoide se selecciona entre el grupo que consiste en:

OH OH OH
ey P s L e AR A

rrrf

R3
HO
%, Q/ \J\ ?NW‘&“ ol
HO 5
s Lo O] " ,y‘O% ¥

en donde: m es entre 1y 8;y R3 se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-s, hidroxilo, tiol, nitro, amina,
oxo, y tioxo. En algunas realizaciones, la unidad de repeticién, m, puede estarentre 1y 2,1y 3,1y 4,1y 5,1y 6,0
1y 7. En algunas realizaciones, la unidad de repeticion, m, esde 1,2, 3,4, 5,6, 7 u 8.

En algunas realizaciones, uno o mas mondmeros R’ tienen una estructura segun R'2:

R3

s Rla
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En algunas realizaciones, cada grupo R'2 se selecciona independientemente entre

RS RE

I

En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisémeros. En algunas realizaciones, solo se elige el
esterecisdmero R del monémero. En algunas realizaciones, solo se elige el estereoisémero S de este monémero.

Y

En algunas realizaciones, uno 0 mas mondémeros R! tienen una estructura segin R'®:

OH
))W R
En algunas realizaciones, cada grupo R'™ se selecciona independientemente entre
OH H

LA

En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisdbmeros. En algunas realizaciones, solo se elige el
esterecisdmero R del monémero. En algunas realizaciones, solo se elige el estereoisémero S de este monémero.

At

En algunas realizaciones, uno o mas monomeros R’ tienen una estructura segin R'c:

AJ{Y Rlc.

En algunas realizaciones, cada grupo R se selecciona independientemente entre

iilﬂ/

:fg .y .
En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisémeros. En algunas realizaciones, solo se elige el
estereoisdmero R del monémero. En algunas realizaciones, solo se elige el estereoisbmero S de este monémero.
En algunas realizaciones, uno 0 mas mondémeros R! tienen una estructura segin R'd:

OH
HO

An Rld.

En algunas realizaciones, cada grupo R'? se selecciona independientemente entre

OH QH
o A o
wnas /\“]‘m' .

Yy

En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisbmeros. En algunas realizaciones, solo se elige el
esterecisdmero R del monémero. En algunas realizaciones, solo se elige el estereoisémero S de este monémero.

En algunas realizaciones, uno 0 mas mondémeros R! tienen una estructura segin R'e:
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Ho/\rﬁi
R,

En algunas realizaciones, cada grupo R'® se selecciona independientemente entre

H O/\r‘?zl. MY !("'”"T;ii‘
Y '

En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisémeros. En algunas realizaciones, solo se elige el
estereoisdmero R del monémero. En algunas realizaciones, solo se elige el esterecisémero S de este monémero.

Siempre que cualquier monémero en el presente documento no indique estereoquimica, puede usarse cualquier
esterecisdmero. En algunas realizaciones, se elige una mezcla de los dos estereoisdmeros. En realizaciones que
comprenden una mezcla de esterecisomeros, la relacion de esterecisémero R a S del monémero en el polimero

peptoide puede variar de aproximadamente 955 a aproximadamente 90:10, de aproximadamente 90:10 a
aproximadamente 85:15, de aproximadamente 85:15 a aproximadamente 80:20, de aproximadamente 80:20 a
aproximadamente 75:25, de aproximadamente 75:25 a aproximadamente 70:30, de aproximadamente 70:30 a
aproximadamente 65:35, de aproximadamente 65:35 a aproximadamente 60:40, de aproximadamente 60:40 a
aproximadamente 55:45, de aproximadamente 55:45 a aproximadamente 50:50, de aproximadamente 50:50 a
aproximadamente 45:55, de aproximadamente 45:55 a aproximadamente 40:60, de aproximadamente 40:60 a
aproximadamente 35:65, de aproximadamente 35:65 a aproximadamente 30:70, de aproximadamente 30:70 a
aproximadamente 25:75, de aproximadamente 25:75 a aproximadamente 20:80, de aproximadamente 20:80 a

aproximadamente 15:85, de aproximadamente 15:85 a aproximadamente 10:90 o de aproximadamente 10:90 a
aproximadamente 5:95. En algunas realizaciones, solo se elige el esterecisdmero R del mondémero. En algunas
realizaciones, solo se elige el estereoisdmero S del monémero.

Siempre que se muestre una estereoquimica particular con una linea en cufia o discontinua, el monémero esta
sustancialmente libre de otros estereoisémeros. En algunas realizaciones, sustancialmente libre significa al menos un
70 % de pureza. En algunas realizaciones, sustancialmente libre significa al menos un 80 % de pureza. En algunas
realizaciones, sustancialmente libre significa al menos un 90 % de pureza. En algunas realizaciones, sustancialmente
libre significa al menos un 95 % de pureza. En algunas realizaciones, sustancialmente libre significa al menos un 99 %
de pureza. En algunas realizaciones, sustancialmente libre significa al menos un 99,9 % de pureza.

En algunas realizaciones, cada caso de R! en el polimero peptoide se selecciona entre el grupo que consiste en:

i ,
¥ONG N
i!{r:w/\ > j‘iJ:’y Nim'

En algunas realizaciones, al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas casos de R'
en el polimero peptoide son grupos hidroxialquilo Ci-18 independientemente seleccionados (por ejemplo, grupos
hidroxialquilo C1 independientemente seleccionados). En algunas realizaciones, cada caso de R' en el polimero
peptoide es un grupo hidroxialquilo C1-1s. En algunas realizaciones, cada caso de R' es un grupo hidroxialquilo Ci-6.
En algunas realizaciones, cada caso de R' es el mismo grupo hidroxialquilo ci-s. En algunas realizaciones, cada caso
de R' es un grupo hidroxialquilo donde la longitud del alquilo en cada grupo hidroxialquilo se selecciona de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o mas atomos de carbono. En algunas realizaciones, el grupo
hidroxialquilo contiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 sustituciones hidroxi. En algunas realizaciones, cada caso de R! es:

OH

/H

wvnnan .
En algunas realizaciones, cada caso de R? es H. En algunas realizaciones, al menos un R2 es un halégeno.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 3 y 25. En algunas
realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 5 y 25. En algunas realizaciones, la
longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 8 y 50. En algunas realizaciones, la longitud de la
secuencia del polimero peptoide, n, es de entre 8 y 25. En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del
polimero peptoide, n, es de entre 8 y 20. En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide,
n, puede estar entre de aproximadamente 10 a aproximadamente 28, de aproximadamente 12 a aproximadamente
26, de aproximadamente 14 a aproximadamente 24, de aproximadamente 16 a aproximadamente 22 o de
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aproximadamente 18 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero
peptoide, n, puede estar entre de aproximadamente 8 a aproximadamente 50, de aproximadamente 8 a
aproximadamente 45, de aproximadamente 8 a aproximadamente 40, de aproximadamente 8 a aproximadamente 35,
de aproximadamente 8 a aproximadamente 30, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25, de aproximadamente
10 a aproximadamente 20 o de aproximadamente 10 a aproximadamente 15. En algunas realizaciones, la longitud de
la secuencia del polimero peptoide, n, puede ser 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50.

En algunas realizaciones, X e Y son H, alquilamino C1-s opcionalmente sustituido, -OH, -SH, carboxi, hidroxialquilo Ci-
g opcionalmente sustituido, alquilamino Cis opcionalmente sustituido, alquiltio C2.s opcionalmente sustituido,
carboxialquilo Ci-s opcionalmente sustituido, o halégeno.

En algunas realizaciones, X e Y del polimero peptoide se toman en conjunto para formar un enlace covalente. La
formacién de un enlace covalente entre X e Y da como resultado una forma circularizada del polimero peptoide en la
gue estan unidos el grupo terminal NR' y el grupo terminal C=0, como se muestra a continuacion.

T
N
x %

[

En algunas realizaciones, el polimero peptoide consiste en unidades monoméricas seleccionadas entre el grupo de
mondémeros expuesto en la Tabla 1. Un experto en la materia reconocera que los limites de esta invencion no se
limitan a los monémeros enumerados en la Tabla 1, y que cualquier sustituyente N-sustituido (til puede usarse como
monémero peptoide N-sustituido. En algunas realizaciones, el sustituyente N-sustituido en el monémero peptoide N-
sustituido es cualquiera de las cadenas laterales de los aminoacidos alanina (Ala), cisteina (Cys), acido aspartico
(Asp), acido glutamico (Glu), fenilalanina (Phe), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), arginina (Arg), lisina (Lys),
leucina (Leu), metionina (Met), asparagina (Asn), prolina (Pro), glutamina (Gin), serina (Ser), treonina (Thr), valina
(Val), triptéfano (Trp) o tirosina (Tyr).

1 o]

Tabla 1
. X
o o}
HN\)J\OH HN\)J\OH
acido 2-(sec-butilamino)acético acido 2-((2-hidroxipropilyamino)acético
Nsb Nhp
OH
i A
HN
HN\)kOH
acido 2-(isobutilamino)acético acido 2-((2-hidroxietil)amino)acético
Nib Nhe
OH
HO\/\
i HN\i
HN\)kOH OH
acido 2-(butilamino)acético acido 2-((2,3-dihidroxipropil)amino)acético
Nbu Ndp
HN\)L HO/\rN\)kOH
OH
acido 2-(propilamino)acético acido 2-((1-hidroxipropan-2-iljamino)acético
Npr Nyp
HO.
HN Q
OH
HN\)kOH
acido 2-(isopropilamino)acético acido 2-((1-(4-hidroxifenil)etilyamino)acético
Nip Nep
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OH OH
| 0
HN Q
\)ko|_| HN
OH
acido 2-(metilamino)acético acido 2-((1,3-dihidroxipropan-2-iljamino)acético
Nme Ndh
0
H
%\/\/N\/U\OH
o}
acido 2-((3-(2-oxopirrolidin-1-il)propiljamino)acético
Nop

En algunas realizaciones, el polimero peptoide se selecciona entre el grupo de polimeros peptoides expuesto en la

Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8 o Tabla 9.

Tabla 2

fyk “) )“%J Wﬁ
ESEE

Compuesto 1

HN'

&

S ETETRIE
N N N N N\)J\N N

NH,

S Siesarsars

Compuesto 3

Compuesto 2
ﬁk?)w§g$%2
R TT

N
Compuesto 4

)ﬁdk e % j:dk
TR

Compuesto 5

oH oH oH oH

(@)
o
3
©
c
ot
(2]
@
(5]
o0

Compuesto 9

OH CFH ?H CH OH
/W ° /\ 5 ° )\ o /H o
HN ATNVLN/A\WN\/LN”‘ /N\/LN/ATNVH\N/WNQL NH,
Ho.. S 6w ) 5o 6 wo. J &

Compuesto 10

SEUSSeul
o T

)

/ﬁrN\)kNHz

)j

Lasarenl

Compuesto 12

R}rl [ o o AR
- \ ,; / ,‘ »-4\_\ ¢ - \] a jz\\
3 &3 H
Mb;" ™~ \» o \ el "-Ef gt g ,. -«"\?"\3«““\/’\"N‘A‘.r/"“\,/%
£ \/ & \/ AR e d 4 ;

Compuesto 13
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Tabla 3

| L g )ﬁ Lol
HT/\[!N\/ﬁ\N/ﬁ]/N\)l\T/ﬁc])/ \)k,i,/ﬁol/ \)I\N

HO\H 8 HOW)

[o]
PN
Daat
[o]

Compuesto 15

OH

o8|

Y

Compuesto 14
Y

N AN LA
/YN\)k /YN\)I\I/\"/N\)I\ /ﬁ]/ \)I\

Compuesto 16

S
/\OrN\)kl/\(N\)\

W)

Compuesto 17

Ar@mr“dL -

NSNS
H’\I‘/TNH\O)\SJ/WL\)I\N/W!N\)I\T/\[NJN

HO\H

Compuesto 18

[o}

|
/YN\)l\NHQ

HO\H 0

OH

Compuesto 19

OH

e A B
_ ___ Compuesto 20 _ Compuesto 21
lﬁ?;i 7) NH:);; L);;N/i?ﬂw
Compuesto 22
Tabla 4

pﬁﬂwﬁmﬁﬂwﬁ

Ho H\OHO

OH OH
Compuesto 23

N/\PV\iNHZ

H\o

OH

L 4

)0;
NJLNAWN\AN

/HOHO J)OHO\H

Compuesto 24

Tabla 5

Compuesto 25

%)k o WL 5 s
N N N\)l\N N\/iN N\)kNH,
H/\or HOW) 0 q HOW) /\rr Y )

Compuesto 27

Compuesto 28
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Tabla 6

Compuesto 29

Compuesto 30

Compuesto 31

Compuesto 32

Compuesto 33

Compuesto 34

Tabla 7

Compuesto 36
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(continuacion)

Compuesto 39

Tabla 8

Compuesto 42

Compuesto 43

Compuesto 44

Compuesto 45

Compuesto 46
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(continuacion)

Compuesto 49

Tabla 9

[T TU AT S SO U S S SO N SO S ORI SR RPN U T
T T e Ty - RS SR N g e g e By o
A 2

Compuesto 50

Compuesto 51

;.g o /}0; Q /Og o} j’% Q )O; Q /cq o] /CQ o} ;.g o} /jo; [¢] )O; Q /JO; Q
N )k \)L /WN\* WN\A /WNQL /YNQL\N/WNQLN Qk,q QLN %N ] ”\JKNHQ

S S S L S e

Compuesto 52

I B UM W
/Wfﬂ\ X *O%WOH“ﬁ~wr¢@\”ﬁ"”g¢~“ﬁ“%~wfiw

e i e i e

Compuesto 53

)o; o \H o )o% o )O; o \) o )o; o )O% o o

N PN v A PN v AL w A (RPN v A N

HN/W N/W N/W N/W Nﬁ( NAW N/T - N I
o Ho o o HO\H o HOW) o o HO\H W)

Compuesto 54

Yy o

NQJ\ NQL N N\)J\
N/W Nﬁ( N/ﬁ‘/ N i
3 ﬁ\ 3 HOW) o H\ o How)

Compuesto 55

Corh\puesté 56
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(continuacion)

Compuesto 57

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monomeros Nsb, 1 monémero Nhp y 9 mondmeros Nsb, 2 monémeros Nhp y 8 monémeros Nsb, 3
monémeros Nhp y 7 mondémeros Nsb, 4 monémeros Nhp y 6 monémeros Nsb, 5 monémeros Nhp y 5§ monémeros
Nsb, 6 monémeros Nhp y 4 monomeros Nsb, 7 monémeros Nhp y 3 mondémeros Nsb, 8 monémeros Nhp y 2
monémeros Nsb, 9 monémeros Nhp y 1 monémero Nsb, o 10 monémeros Nhp.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp
(SEQ ID NO:2), en donde X es H o acilo Ci-s e Y es -OH o -NH: o alquilo Ci-s. En algunas realizaciones, el polimero
peptoide tiene la secuencia Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb (SEQ ID NO:1), en donde X es H o acilo
Cise Y es -OH o -NHz o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-
Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp (SEQ ID NO:7), en donde X es H o acilo Cis e Y es -OH o -NH: o alquilo Cis. En
algunas realizaciones, el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb (SEQ
ID NO:8), en donde X es H o acilo Cis e Y es -OH o -NH:z o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, el polimero peptoide
tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp (SEQ ID NO:9), en donde X es Ho acilo Cise Y
es -OH o -NH: o alquilo C1-s. En algunas realizaciones, Y es una amina secundaria o una amina terciaria.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monémeros Nme, 1 mondémero Nhp y 9 monémeros Nme, 2 monémeros Nhp y 8 monémeros Nme, 3
monémeros Nhp y 7 monémeros Nme, 4 monémeros Nhp y 6 mondémeros Nme, 5 monémeros Nhp y 5 mondémeros
Nme, 6 monoémeros Nhp y 4 monémeros Nme, 7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nme, y 8 mondmeros Nhp y 2
monémeros Nme, 0 9 monémeros Nhp y 1 monémero Nme.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 1 monémero Nhe y 9 mondémeros Nsb, 2 monémero Nhe y 8 monomeros Nsb, 3 monémero Nhe y 7
monémeros Nsb, 4 monémero Nhe y 6 mondémeros Nsb, 5 monémero Nhe y 5 monémeros Nsb, 6 monomero Nhe y 4
monémeros Nsb, 7 monémero Nhe y 3 monémeros Nsb, 8 monémero Nhe y 2 monémeros Nsb, 9 monémeros Nhe y
1 monémeros Nsb, o 10 monomeros Nhe.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monémeros Nbu, 1 monémero Nhp y 9 monomeros Nbu, 2 monémeros Nhp y 8 monémeros Nbu, 3
monémeros Nhp y 7 mondmeros Nbu, 4 mondmeros Nhp y 6 monémeros Nbu, 5 monémeros Nhp y 5 monémeros
Nbu, 6 monémeros Nhp y 4 monémeros Nbu, 7 mondémeros Nhp y 3 monémeros Nbu, 8 monémeros Nhp y 2
monémeros Nbu, 0 9 monémeros Nhp y 1 monémero Nbu.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monémeros Nib, 1 monémero Nhp y 9 monémeros Nib, 2 monémeros Nhp y 8 monémeros Nib, 3
monémeros Nhp y 7 monémeros Nib, 4 monémeros Nhp y 6 monémeros Nib, 5 monémeros Nhp y 5 monémeros Nib,
6 monémeros Nhp y 4 monémeros Nib, 7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nib, 8 monémeros Nhp y 2 mondémeros
Nib, 0 9 monomeros Nhp y 1 monémero Nib.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monémeros Npr, 1 monémero Nhp y 9 monomeros Npr, 2 monomeros Nhp y 8 mondémeros Npr, 3
monémeros Nhp y 7 monémeros Npr, 4 monémeros Nhp y 6 monémeros Npr, 5 monémeros Nhp y 5 monémeros Npr,
6 monémeros Nhp y 4 mondémeros Npr, 7 monémeros Nhp y 3 mondmeros Npr, 8 monémeros Nhp y 2 monémeros
Npr, 0 9 monomeros Nhp y 1 monémero Npr.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 10, y el polimero peptoide
comprende: 10 monomeros Nip, 1 monémero Nhp y 9 monémeros Nip, 2 monomeros Nhp y 8 mondmeros Nip, 3
monémeros Nhp y 7 monémeros Nip, 4 monémeros Nhp y 6 monémeros Nip, 5 monomeros Nhp y 5 monémeros Nip,
6 monomeros Nhp y 4 monomeros Nip, 7 mondémeros Nhp y 3 mondémeros Nip, 8 monémeros Nhp y 2 monémeros
Nip, 0 9 monomeros Nhp y 1 monémero Nip.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 14, y el polimero peptoide
comprende: 6 monoémeros Nhp y 8 monémeros Nsb, 7 mondmeros Nhp y 7 mondmeros Nsb, 8 mondmeros Nhp y 6
monémeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 4 mondmeros Nsb, o 14 monémeros Nhp.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 14, y el polimero peptoide
comprende: 6 mondémeros Nhp y 8 mondémeros Nib, 7 monémeros Nhp y 7 monémeros Nib, 8 monémeros Nhp y 6
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monémeros Nib, 10 monémeros Nhp y 4 monémeros Nib, o 14 monémeros Nhp.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 16, y el polimero peptoide
comprende: 5 monémeros Nhp y 11 monémeros Nsb, 7 monomeros Nhp y 9 monémeros Nsb, 8 monémeros Nhp y 8
monomeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 6 monémeros Nsb, 12 monémeros Nhp y 4 monémeros Nsb, o 16 monémeros
Nhp.

En algunas realizaciones, la longitud de la secuencia del polimero peptoide, n, es de 22, y el polimero peptoide
comprende: 7 monémeros Nhp y 15 mondémeros Nsb, 10 monémeros Nhp y 12 monomeros Nsb, 11 monémeros Nhp
y 11 monémeros Nsb, 14 monémeros Nhp y 8 monémeros Nsb, 17 monémeros Nhp y 5 monémeros Nsb, o 22
monomeros Nhp.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide descrito en el presente documento forma una estructura helicoidal. En
algunas realizaciones, la estructura helicoidal adopta una estructura analoga a una hélice de poliprolina. En
determinados casos, el polimero peptoide forma una hélice de poliprolina I. En ciertos otros casos, el polimero peptoide
forma una hélice de poliprolina Il. En algunas realizaciones, se adopta una estructura helicoidal cuando el polimero
peptoide comprende al menos una cadena lateral N-arilo. En algunas realizaciones, la cadena lateral N-arilo es un
monomero Nep.

En algunas realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura
de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -20 °C. En otras realizaciones, el polimero peptoide reduce o
inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura de entre aproximadamente -20 °C y aproximadamente -
40 °C. En ciertas realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a
aproximadamente -20 °C. En ciertas otras realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacion de cristales
de hielo a una temperatura de entre aproximadamente -40°C y aproximadamente -200 °C (por ejemplo,
aproximadamente -196 °C).

En algunas realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura
de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -200 °C, de entre aproximadamente -10 °C y aproximadamente
-190 °C, de entre aproximadamente -20 °C y aproximadamente -180 °C, de entre aproximadamente -30°C y
aproximadamente -170 °C, de entre aproximadamente -40 °C y aproximadamente -160 °C, de entre aproximadamente
-50 °C y aproximadamente -150 °C, de entre aproximadamente -60 °C y aproximadamente -140 °C, de entre
aproximadamente -70 °C y aproximadamente -140 °C, de entre aproximadamente -80 °C y aproximadamente -130 °C,
de entre aproximadamente un -90°C a aproximadamente -120°C o de entre aproximadamente -100°C a
aproximadamente -110 °C.

En otras realizaciones, el polimero peptoide reduce o inhibe la formacion de cristales de hielo a o aproximadamente -
10 °C, a o aproximadamente -15 °C, a o aproximadamente -25 °C, a o0 aproximadamente -30 °C, a o aproximadamente
-35°C, a o aproximadamente -40°C, a o aproximadamente -45°C, a o aproximadamente -50°C, a o
aproximadamente -55 °C, a o aproximadamente -60 °C, a o aproximadamente -65 °C, a o aproximadamente -70 °C,
a o aproximadamente -75 °C, a o aproximadamente -80 °C, a o aproximadamente -85 °C, a o aproximadamente -
90 °C, a o aproximadamente -95°C, a o aproximadamente -100°C, a o aproximadamente -105°C, a o
aproximadamente -110 °C, a o aproximadamente -115 °C, a o aproximadamente -120 °C, a o aproximadamente -
125°C, a o aproximadamente -130°C, a o aproximadamente -135°C, a o aproximadamente -140°C, a o
aproximadamente -145 °C, a o aproximadamente -150 °C, a o aproximadamente -155 °C, a o aproximadamente -
160 °C, a o aproximadamente -165°C, a o aproximadamente -170°C, a o aproximadamente -175°C, a o
aproximadamente -180 °C, a o aproximadamente -185 °C, a o aproximadamente -190 °C, a o aproximadamente -
195 °C, a o aproximadamente -196 °C o a o aproximadamente -200 °C.

En algunas realizaciones, la concentracién del polimero peptoide (por ejemplo, presente en una composicion,
formulacién o producto tal como una solucién crioprotectora, solucién anticongelante, producto alimenticio congelado
o producto de cuidado cosmético) esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 100 mM. En ciertas
realizaciones, la concentracién del polimero peptoide (por ejemplo, presente en una composicion, formulacién o
producto tal como una solucidn crioprotectora, solucién anticongelante, producto alimenticio congelado o producto de
cuidado cosmético) esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 250 nM, entre aproximadamente 250
nM y aproximadamente 500 nM, entre aproximadamente 500 nM y aproximadamente 750 nM, entre aproximadamente
750 nM y aproximadamente 1 uM, entre aproximadamente 1 UM y aproximadamente 5 UM, entre aproximadamente
5 uM y aproximadamente 25 M, entre aproximadamente 25 uM y aproximadamente 50 pM, entre aproximadamente
50 uM y aproximadamente 100 puM, entre aproximadamente 100 puM vy aproximadamente 250 uM, entre
aproximadamente 250 uM y aproximadamente 500 UM, entre aproximadamente 500 UM y aproximadamente 750 uM,
entre aproximadamente 750 UM y aproximadamente 1 mM, entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 10 mM,
entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 50 mM o entre aproximadamente 50 mM y aproximadamente 100
mM. En otras realizaciones, la concentracioén del polimero peptoide (por ejemplo, presente en una composicion,
formulacién o producto tal como una solucién crioprotectora, solucién anticongelante, producto alimenticio congelado
o producto de cuidado cosmético) es de aproximadamente 100 nM, aproximadamente 1 uM, aproximadamente 10 puM,
aproximadamente 100 puM, aproximadamente 1 mM, aproximadamente 10 mM o aproximadamente 100 mM. En
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realizaciones particulares, la concentracién del polimero peptoide es de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,90 10
mM.

B. Hibridos peptoide-péptido

En otro aspecto, la invencién proporciona un hibrido peptoide-péptido. En algunas realizaciones, el hibrido peptoide-
péptido comprende un polimero peptoide descrito en el presente documento y uno o mas aminodacidos. Los
aminoacidos pueden ser aminoacidos de origen natural o variantes de los mismos. En algunas realizaciones, el hibrido
peptoide-péptido comprende entre aproximadamente 1 y 10 aminoacidos (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9 0 10 aminoacidos). En otras realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende entre aproximadamente
10 y 100 amino&cidos (por ejemplo, aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 o0 100 aminoacidos). En algunas realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende mas de aproximadamente
100 amino&cidos. En otras realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende entre 2 y 50 mondémeros peptoides
(por ejemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 monémeros peptoides) y al menos entre
aproximadamente 1 y 100 aminoacidos (por ejemplo, al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 aminoacidos).

Los aminoacidos pueden ubicarse en cualquier posicion dentro del polimero, incluso en los extremos N- y C-terminales
y/o entre cualquiera de los monémeros peptoides. En los casos donde el hibrido peptoide-péptido comprende dos o
mas aminoacidos, los aminoacidos pueden ser todos contiguos, o solo una parte de ellos puede ser contigua. Como
alternativa, todos los aminoacidos pueden estar separados por uno 0 mas mondémeros peptoides.

En algunas realizaciones, los aminoacidos son D-aminoacidos. En otras realizaciones, los aminoacidos son L-
aminoacidos. En algunas realizaciones diferentes, el hibrido peptoide-péptido comprende una combinacién de D-y L-
aminoacidos. En algunas realizaciones, los uno o mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo que consiste en
alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, arginina, lisina, leucina,
metionina, asparagina, prolina, glutamina, serina, treonina, valina, triptéfano, tirosina, y una combinacion de los
mismos. En algunos casos, los uno o mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo que consiste en isoleucina,
treonina, alanina y una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, uno o mas monomeros peptoides Nsb en un polimero peptoide se reemplazan con uno o
mas residuos de aminoacidos de isoleucina para crear un hibrido peptoide-péptido. Los uno o mas aminoacidos de
isoleucina pueden ser D-amino&cidos, L-aminoacidos, o una combinacion de los mismos. En otras realizaciones, uno
o0 mas mondémeros peptoides Nhp en un polimero peptoide se reemplazan con uno o mas residuos de aminoacidos
de treonina para crear un hibrido peptoide-péptido. Los uno o mas aminoacidos de treonina pueden ser D-
aminoacidos, L-aminoacidos, o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones diferentes, uno o0 mas
mondémeros peptoides Nme en un polimero peptoide se reemplazan con uno o mas residuos de aminoacidos de
alanina para crear un hibrido peptoide-péptido. Los uno o mas aminoacidos de alanina pueden ser D-aminoacidos, L-
aminoacidos, o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende la secuencia:
Nep-Nep-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Nep-Nep-Nep-Nep-Nme-Nme (SEQ ID NO:3);

en donde los residuos de aminoacidos Xaa son aminoacidos independientemente seleccionados, tales como D-
aminoacidos, L-aminoacidos, o una combinacién de los mismos. Como ejemplo no limitante, todos los casos de Xaa
son residuos de amino&cido Arg, Ala, Val y/o Ser.

En otras realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende la secuencia:

Nme-Nme-Xaa-Nme-Nme-Nme-Nme-Nhp-Nhp-Nsb-Xaa-Nme-Nme-Xaa-Nme-
Nme-Nme  (SEQ ID NO:4),

en donde los residuos de aminoacidos Xaa son aminoacidos independientemente seleccionados, tales como D-
aminoacidos, L-aminoacidos, o una combinacién de los mismos. Como ejemplo no limitante, todos los casos de Xaa
son residuos de aminoacido Arg, Ala, Val y/o lle.

Aln en otras realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende la secuencia:
Nme-Nme-Xaa-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-Xaa-Xaa (SEQ ID NO:5);

en donde los residuos de aminoacidos Xaa son aminoacidos independientemente seleccionados, tales como D-
aminoacidos, L-aminoacidos, o una combinacién de los mismos. Como ejemplo no limitante, todos los casos de Xaa
son residuos de aminoacido Arg, Ala, Val y/o Leu.

En algunas realizaciones, el hibrido peptoide-péptido comprende la secuencia:
Arg-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb (SEQ ID NO:6);
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en donde el residuo de aminoacido Arg es un D-amino&cido o un L-amino&cido. En algunas realizaciones, el hibrido
peptoide-péptido comprende la estructura expuesta en la Tabla 10.

—Tabla 10
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C. Métodos de sintesis

En el presente documento se describe un método para sintetizar un polimero peptoide o un hibrido peptoide-péptido.
Los polimeros peptoides y los hibridos peptoide-péptido de la invencion pueden prepararse a partir de materiales de
partida facilmente disponibles usando los métodos y procedimientos generales descritos en el presente documento.
Se apreciara que cuando se dan las condiciones de proceso tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion,
tiempos, reacciones molares de los reactivos, disolventes, presiones, etc.), también pueden usarse otras condiciones
de proceso a menos que se indique otra cosa. Las condiciones 6ptimas de reaccion pueden variar con los reactivos o
disolventes particulares usados, pero dichas condiciones pueden ser determinadas por un experto en la materia
mediante procedimientos de optimizacion rutinarios.

Los polimeros peptoides y los hibridos peptoide-péptido de la invencién pueden prepararse a partir de reactivos y
materiales de partida conocidos o disponibles comercialmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los
disolventes y reactivos se compran en fuentes comerciales y se usaron sin purificacion adicional.

En algunos aspectos, el enfoque de submonémero (FIG. 1) se usa para la sintesis de peptoides, donde cada
monémero de glicina N-sustituido se ensambla a partir de dos "submonémeros" faciimente disponibles. La sintesis de
peptoides oligoméricos se basa en la quimica sélida de los métodos estandar en fase sélida, analogos a la sintesis de
péptidos. Cada ciclo de adicién de monémero consiste en dos etapas, una etapa de acilacién y una etapa de
desplazamiento nucleofilico. En algunos aspectos, el ensamblaje en fase sélida elimina la necesidad de monémeros
N-protegidos porgque no hay funcionalidades de cadena lateral reactiva que deban protegerse. Un experto en la materia
reconocera que existen muchos métodos de sintesis en fase sdlida, incluyendo sintetizadores automatizados
roboticos. En algunos aspectos, el sintetizador usado es el Symphony® X Multiplex Peptide Synthesizer fabricado por
Protein Technologies, Inc. En algunos aspectos, el sintetizador usado es el Overture Peptide Synthesizer fabricado
por Protein Technologies, Inc. En otros aspectos, los peptoides se sintetizan manualmente usando métodos de
quimica organica tradicionales conocidos en la técnica. Al proporcionar los aminoacidos apropiados en lugar de
monomeros peptoides en los momentos apropiados durante la sintesis, las mismas técnicas o técnicas similares a las
descritas anteriormente pueden aplicarse a la sintesis de oligbmeros de peptoide-péptido.

Como ejemplo no limitante, los polimeros peptoides pueden sintetizarse en 100 mg de resina de amida Rink
(NovaBiochem; 0,49 mmol/g). La resina de amida Rink (100 mg) puede lavarse dos veces en 1,5 ml de DCM, seguido
de hinchamiento en 1,5 ml de DMF. La etapa de hinchamiento puede realizarse dos veces. El grupo protector Fmoc
puede eliminarse de la resina afiadiendo un 20 % de piperidina/DMF. La mezcla puede agitarse durante 10 minutos,
drenarse y repetirse el tratamiento con piperidina, seguido de lavados extensivos con DMF (cinco veces con 1,5 ml).
El primer monémero puede afiadirse manualmente haciendo reaccionar 37 mg de acido bromoacético (0,27 mmol;
Sigma-Aldrich) y 189 pl de DIEA (1,08 mmol; Chem Impex International) en 2 ml de DCM en una plataforma agitadora
durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de lavados extensivos con DCM (cinco veces con 2 ml) y DMF
(cinco veces con 2 ml). La resina bromoacilada puede incubarse con 2 ml de submonémero de amina 1 M en DMF en
una plataforma agitadora durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de lavados extensivos con DMF (cinco
veces con 2 ml). Después de la carga manual inicial de acido bromoacético, la primera etapa de desplazamiento del
submondémero y todas las etapas posteriores de bromoacetilacion y desplazamiento de la amina pueden realizarse
mediante un sintetizador robotizado hasta obtener la longitud de oligomero deseada. La etapa de bromoacetilacion
automatizada se puede realizar afiadiendo 1660 pl de acido bromoacético 1,2 M en DMF y 400 pl de DIC (Chem Impex
International). La mezcla puede agitarse durante 20 min, drenarse y lavarse con DMF (tres veces con 2 ml).
Seguidamente, pueden afiadirse 2 ml de una solucién 1 M de submonémero (2 mmol) en DMF para introducir la
cadena lateral mediante desplazamiento nucleofilico del bromuro. La mezcla puede agitarse durante 20 min, drenarse,
lavarse con DMF (tres veces con 2 ml) y lavarse con DCM (tres veces con 2 ml). La resina peptoide puede escindirse
en 2 ml de HFIP al 20 % (Alfa Aesar) en DCM (v/v) a temperatura ambiente. La escision se puede llevar a cabo en un
tubo de vidrio con agitacion constante durante 30 minutos. HFIP/DCM puede evaporarse bajo una corriente de gas
nitrdgeno. El producto final puede disolverse en 5 ml de ACN al 50 % en HPLC grado H20 vy se filtré con un filtro con
punta de jeringa fritado de acero inoxidable de 0,5 pm (Upchurch Scientific). Los oligdmeros peptoides pueden
analizarse en una columna de HPLC analitica en fase inversa C+s a temperatura ambiente (Peeke Scientific, 5 pm,
120 A, 2,0 x 50 mm) usando un instrumento Beckman Coulter System Gold. Se puede utilizar un gradiente lineal de
5-95 % de acetonitrilo/agua (0,1 % de TFA, Acros Organics) durante 20 minutos con un caudal de 0,7 ml/min. Con el
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fin de eliminar cualquier traza de HFIP en la solucidon de muestra, los precursores lineales disueltos en 50 % de
ACN/H20 pueden liofilizarse durante la noche.

Los polimeros peptoides y los hibridos peptoide-péptido pueden analizarse mediante espectrometria de masas de
ionizacion por electropulverizacion (ESI). En general, se preparan 0,5-2 ml de 1-5 uM de polimero peptoide o hibrido
peptoide-péptido a analizar en un 50 % de H20 desionizado/50 % de HPLC grado ACN con 1 % de un &cido organico
tal como el acido trifluoroacético. Las muestras preparadas se ionizan mediante bombardeo con electrones, lo que
hace que las moléculas se rompan en fragmentos cargados. Luego, los iones se separan segln su relacién masa a
carga acelerando los fragmentos y exponiéndolos a un campo eléctrico o magnético. Los iones son detectados por un
mecanismo capaz de detectar particulas cargadas, como un multiplicador de electrones. Los peptoides y los hibridos
peptoide-péptido se identifican correlacionando masas con las masas identificadas o mediante un patrén de
fragmentacioén caracteristico.

D. Métodos de uso

En algunos aspectos, la presente invencién proporciona una solucion crioprotectora. En algunas realizaciones, la
solucion crioprotectora comprende un polimero peptoide descrito en el presente documento, un hibrido peptoide-
péptido descrito en el presente documento, o una combinacion de los mismos. En otras realizaciones, la solucién
crioprotectora comprende ademas un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en una especie idnica, un
crioprotector penetrante, un crioprotector no penetrante, un antioxidante, un compuesto estabilizador de membrana
celular, una acuaporina u otro compuesto formador de canales, un alcohol, un azlcar, un derivado de azucar, un
tensioactivo no idnico, una proteina, dimetilsulféxido (DMSQ), polietilenglicol (PEG), Ficoll®, polivinilpirrolidona, alcohol
polivinilico, hialuronano, formamida, un hidrogel natural o sintético, y una combinacion de los mismos. En realizaciones
particulares, el crioprotector penetrante penetra la membrana celular y reduce la concentracion de agua intracelular,
reduciendo con ello la cantidad de hielo formado a cualquier temperatura. En otras realizaciones particulares, el
crioprotector no penetrante induce cambios en la presién osmética coloidal y modifica las asociaciones de la
membrana celular con el agua extracelular mediante interaccién iénica inducida.

En algunos casos, la solucién crioprotectora comprende ademas un alcohol que se selecciona del grupo que consiste
en propilenglicol, etilenglicol, glicerol, metanol, butilenglicol, adonitol, etanol, trimetilenglicol, dietilenglicol, 6xido de
polietileno, eritritol, sorbitol, xitiritol, polipropilenglicol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), manitol, inositol, ditioritol, 1,2-
propanodiol y una combinacién de los mismos.

En otros casos, la solucién crioprotectora comprende ademas un azlcar que se selecciona entre el grupo que consiste
en un monosacarido, un disacarido, un polisacarido y una combinacién de los mismos. En casos particulares, el aztcar
se selecciona entre el grupo que consiste en glucosa, 3-O-metil-D-glucopiranosa, galactosa, arabinosa, fructosa,
xilosa, manosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa, rafinosa, dextrano y una combinacioén de los mismos.

En otros casos, la solucion crioprotectora comprende ademas PEG o una pluralidad de compuestos de PEG diferentes.
En algunos otros casos, al menos uno de los compuestos de PEG tiene un peso molecular promedio inferior a
aproximadamente 1.000 g/mol (por ejemplo, inferior a aproximadamente 1.000 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600,
550, 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150 o 100 g/mol). En casos particulares, al menos uno de los compuestos de
PEG tiene un peso molecular promedio entre aproximadamente 200 y 400 g/mol (por ejemplo, aproximadamente 200,
210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390 0 400 g/mol). En algunos
casos, la solucién crioprotectora comprende PEG o una pluralidad de compuestos de PEG seleccionados entre el
grupo gue consiste en PEG 200, PEG 300, PEG 400 y una combinacion de los mismos.

En otros casos, la solucién crioprotectora comprende ademas una proteina que se selecciona entre el grupo que
consiste en albimina de huevo, seroalbumina bovina, seroalbdimina humana, gelatina y una combinacién de las
mismas. En aln otros casos, la solucién crioprotectora comprende ademas un hidrogel natural o sintético, en donde
el hidrogel natural o sintético comprende quitosano, acido hialurénico o una combinacién de los mismos.

Los ejemplos no limitantes de diversas propiedades de la solucién crioprotectora tales como concentraciéon eficaz,
viscosidad, solubilidad en agua y/o permeabilidad de la membrana pueden evaluarse usando una célula o tejido
modelo que incluye, pero sin limitaciones, células madre, tejido hepatico o hepatocitos, rifidn, intestino, corazén,
pancreas, médula 6sea, organoides y otros tejidos biologicos para criopreservacion.

En algunas realizaciones, la solucién crioprotectora reduce o inhibe la formacion de cristales de hielo a una
temperatura de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -20°C. En otras realizaciones, la solucion
crioprotectora reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura de entre aproximadamente -20 °C
y aproximadamente -40 °C. En ciertas realizaciones, la solucion crioprotectora reduce o inhibe la formacién de cristales
de hielo a aproximadamente -20 °C. En ciertas otras realizaciones, la solucién crioprotectora reduce o inhibe la
formacién de cristales de hielo a una temperatura de entre aproximadamente -40 °C y aproximadamente -200 °C (por
ejemplo, aproximadamente -196 °C).

En algunas realizaciones, la solucién crioprotectora reduce o inhibe la formacion de cristales de hielo a una
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temperatura de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -200 °C, de entre aproximadamente -10°C y
aproximadamente -190 °C, de entre aproximadamente -20 °C y aproximadamente -180 °C, de entre aproximadamente
-30 °C y aproximadamente -170 °C, de entre aproximadamente -40 °C y aproximadamente -160 °C, de entre
aproximadamente -50 °C y aproximadamente -150 °C, de entre aproximadamente -60 °C y aproximadamente -140 °C,
de entre aproximadamente -70 °C y aproximadamente -140 °C, de entre aproximadamente -80 °C y aproximadamente
-130 °C, de entre aproximadamente un -90 °C a aproximadamente -120 °C o de entre aproximadamente -100 °C a
aproximadamente -110 °C.

En otras realizaciones, la soluciéon crioprotectora reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a o
aproximadamente -10 °C, a o aproximadamente -15 °C, a o aproximadamente -25 °C, a o aproximadamente -30 °C,
a o aproximadamente -35 °C, a o aproximadamente -40 °C, a o aproximadamente -45 °C, a o aproximadamente -
50 °C, a o aproximadamente -55 °C, a o aproximadamente -60 °C, a o0 aproximadamente -65 °C, a o aproximadamente
-70°C, a o aproximadamente -75°C, a o aproximadamente -80°C, a o aproximadamente -85°C, a o
aproximadamente -90 °C, a o aproximadamente -95 °C, a o aproximadamente -100 °C, a o aproximadamente -105 °C,
a o aproximadamente -110 °C, a o aproximadamente -115 °C, a o aproximadamente -120 °C, a o aproximadamente -
125°C, a o aproximadamente -130°C, a o aproximadamente -135°C, a o aproximadamente -140°C, a o
aproximadamente -145 °C, a o aproximadamente -150 °C, a o aproximadamente -155 °C, a o aproximadamente -
160 °C, a o aproximadamente -165°C, a o aproximadamente -170°C, a o aproximadamente -175°C, a o
aproximadamente -180 °C, a o aproximadamente -185 °C, a o aproximadamente -190 °C, a o aproximadamente -
195 °C, a o aproximadamente -196 °C o a o aproximadamente -200 °C.

En algunas realizaciones, la concentraciéon del polimero peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucién
crioprotectora esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 100 mM. En algunas realizaciones, la
concentracion del polimero peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucion crioprotectora esta entre
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 250 nM, entre aproximadamente 250 nM y aproximadamente 500 nM,
entre aproximadamente 500 nM y aproximadamente 750 nM, entre aproximadamente 750 nM y aproximadamente 1
UM, entre aproximadamente 1 UM y aproximadamente 5 UM, entre aproximadamente 5 UM y aproximadamente 25 uM,
entre aproximadamente 25 puM y aproximadamente 50 uM, entre aproximadamente 50 UM y aproximadamente
100 UM, entre aproximadamente 100 uM y aproximadamente 250 uM, entre aproximadamente 250 uM vy
aproximadamente 500 uM, entre aproximadamente 500 uM y aproximadamente 750 UM, entre aproximadamente
750 uMy aproximadamente 1 mM, entre aproximadamente 1 mMy aproximadamente 10 mM, entre aproximadamente
10 mM y aproximadamente 50 mM o entre aproximadamente 50 mM y aproximadamente 100 mM. En algunas
realizaciones, la concentracion del polimero peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucién crioprotectora es
de aproximadamente 100 nM, aproximadamente 1 M, aproximadamente 10 uM, aproximadamente 100 pM,
aproximadamente 1 mM, aproximadamente 10 mM o aproximadamente 100 mM. En realizaciones particulares, la
concentracion del polimero peptoide y/o del hibrido peptoide-péptido en la solucién crioprotectora es de
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9 0 10 mM.

En otros aspectos, en el presente documento se proporciona un método para preservar una muestra biolégica. En
realizaciones particulares, la muestra bioloégica posee una composicion celular. En algunas realizaciones, la muestra
bioclégica es un tejido. En otras realizaciones, la muestra bioloégica es un 6rgano. En otras realizaciones mas, la muestra
bioldégica es una célula. En realizaciones particulares, la muestra biolégica comprende uno o mas tejidos, 6rganos,
células o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra biolégica con un polimero peptoide descrito en el presente documento, un hibrido peptoide-péptido descrito
en el presente documento, una solucién crioprotectora descrita en el presente documento, o una combinacion de los
mismos. En algunos casos, cuando se usa una combinacion de composiciones o soluciones, el contacto de la muestra
biolégica con las composiciones o soluciones puede lograrse en multiples etapas. Como ejemplo no limitante, una
muestra biolodgica puede ponerse en contacto primero con un polimero peptoide descrito en el presente documento, y
luego, en un momento posterior, la muestra bioldégica puede ponerse en contacto con una solucién crioprotectora
descrita en el presente documento.

En casos particulares, el tejido es un tejido modificado mediante bioingenieria. En algunos casos, la muestra biologica
se selecciona entre el grupo que consiste en corazén, higado, pulmén, rifidn, pancreas, intestino, timo, cérnea, células
nerviosas, plaquetas de la sangre, espermatocitos, ovocitos, células embrionarias no humanas, células madre, células
Oseas y una combinacion de los mismos.

La crioproteccién de muestras bioldgicas es Util para cualquier nimero de fines. Los ejemplos no limitantes incluyen
la preservacion de organoides, preservacion de células madre (por ejemplo, células madre hematopoyéticas, células
madre embrionarias no humana (ES), células madre pluripotentes (PSC) y células madre pluripotentes inducidas
(iPSC)), preservacion de células adultas y lineas celulares (por ejemplo, linfocitos, granulocitos, células del sistema
inmunolégico, células éseas), preservacion de embriones no humanos, espermatozoides y ovocitos, preservacion de
tejidos y preservacion de 6rganos. La preservacion de tejidos, 6rganos y otras muestras y estructuras biolégicas es
especialmente util, por ejemplo, en el campo del trasplante de érganos. Un experto en la materia conocera facilmente
otras aplicaciones Utiles de la presente invencion para la crioproteccidn de muestras biolégicas.

En otros aspectos mas, en el presente documento se proporciona un método para preservar una o mas
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macromoléculas biologicas. Dichas macromoléculas biolégicas pueden ser de origen natural o no natural. Los
ejemplos no limitantes de macromoléculas biologicas que son adecuados para la crioproteccion mediante
composiciones y métodos de la presente invencion incluyen acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARN), aminoacidos,
proteinas, péptidos, lipidos y estructuras compuestas (por ejemplo, liposomas). En algunas realizaciones, el método
comprende poner en contacto la macromolécula biolégica con un polimero peptoide descrito en el presente
documento, un hibrido peptoide-péptido descrito en el presente documento, una solucién crioprotectora descrita en el
presente documento, o una combinacion de los mismos. En algunos casos, la macromolécula biolégica es una proteina
aislada. En casos particulares, la proteina aislada es una proteina proteasa. En algunos casos, cuando se usa una
combinaciéon de composiciones o soluciones, el contacto de las una o mas macromoléculas bioldégicas con las
composiciones o soluciones puede lograrse en multiples etapas. Como ejemplo no limitante, las una o mas
macromoléculas biolégicas pueden poner en contacto primero con un polimero peptoide descrito en el presente
documento, y luego, en un momento posterior, la muestra bioldégica puede ponerse en contacto con una solucién
crioprotectora descrita en el presente documento.

La crioproteccion de macromoléculas biolégicas usando composiciones y métodos de la presente invencién es Util
para diversos fines. Los ejemplos no limitantes de tales propésitos incluyen la preservacion de muestras de ADN (por
ejemplo, ADN genoémico) y ARN, la preservacion de factores de crecimiento de células madre y la preservacion de
anticuerpos. Otros propoésitos Utiles y aplicaciones apropiadas para las composiciones y métodos de la presente
invencién seran facilmente conocidos por un experto en la materia.

En realizaciones particulares, la proteina aislada ha sido cristalizada. La crioproteccion de cristales se ha convertido
en una herramienta esencial en el repertorio de métodos cristalograficos para estudiar macromoléculas biologicas (por
ejemplo, proteinas y péptidos). En muchos casos, la crioproteccion y la posterior recopilaciéon de datos a temperatura
criogénica son esenciales para obtener un conjunto de datos completo al superar el problema del dafio por radiacién
de la linea de haz de rayos x. Por otro lado, los criométodos permiten a los cristalografos trabajar con cristales
pequefios, y dichos métodos se han convertido en un método ideal para realizar el almacenamiento a largo plazo de
los cristales sin perder la calidad de la difraccién. Los crioprotectores proporcionan un medio para proteger los cristales
macromoleculares de los efectos dafiinos de la formacién de hielo durante el proceso de crioenfriamiento. La
crioproteccion por lo general implica sumergir el cristal en una solucion que forma un vidrio amorfo (es decir,
vitrificacién) mientras se enfria de manera instantanea en nitrogeno liquido. Los crioprotectores ideales para
cristalografia deben ser hipereficaces (es decir, los crioprotectores consiguen un resultado eficaz a baja
concentracion). Los crioprotectores disponibles actualmente no son hipereficaces. Por consiguiente, si la
concentracion de crioprotector es demasiado baja, durante el experimento, se formara hielo cristalino, lo que provocara
una interferencia de fondo. Si la concentracién de crioprotector es demasiado alta, la fusién inmediata de la estructura
cristalina puede deberse a la energia del haz, lo que da como resultado datos de baja calidad que afectan al analisis
de estructura posterior. Por ejemplo, las soluciones crioprotectoras de Ultima generacion usadas en aplicaciones de
cristalografia de rayos x requieren el uso de etilenglicol al 20 % para evitar la formacién de cristales de hielo a
temperaturas de almacenamiento de proteinas cristalizadas. Durante la recopilacion de datos de rayos x, el etilenglicol
calienta y disuelve los cristales impidiendo una mayor recopilaciéon de datos. Para mas informacién, véase, p. €j.,
Garman et al. J. Appl. Cryst. 30:211 (1997).

En algunas realizaciones, el polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido, o solucién crioprotectora descrita en el
presente documento, o una combinacién de los mismos, disminuye la disolucién del cristal durante la recopilacion de
datos de rayos x. En algunas realizaciones, el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucién crioprotectora
descritos en el presente documento, o una combinacion de los mismos, reduce la dispersién de fondo.

Las muestras biolégicas y macromoléculas que son adecuadas para la crioproteccidon segin las composiciones y
métodos de la presente invencion pueden proceder de cualquier reino bioldgico (por ejemplo, Animalia (incluyendo,
aunque sin limitacion, humanos y animales de ganado), Plantae, Fungi (incluyendo, aunque sin limitacién, hongos),
Protista, Archaea/Archaeabacteria y Bacteria/Eubacteria).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto de cuidado cosmético. En algunas realizaciones, el
producto de cuidado cosmético comprende un polimero peptoide descrito en el presente documento, un hibrido
peptoide-péptido descrito en el presente documento, una solucién de crioproteccién descrita en el presente
documento, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el producto de cuidado cosmético es un
producto para el cuidado de la piel. En algunas realizaciones, el producto para el cuidado de la piel se aplica
topicamente. Las formulaciones tipicas de productos topicos incluyen cremas, sueros, pomadas, pulverizadores,
lociones y parches.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un producto anticongelante tal como un producto antihielo o de
inhibicion de hielo. En algunas realizaciones, el producto anticongelante comprende un polimero peptoide descrito en
el presente documento, un hibrido peptoide-péptido descrito en el presente documento, una solucién de crioproteccion
descrita en el presente documento, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el producto
anticongelante se usa para prevenir, inhibir o retrasar la formacién de hielo en objetos que incluyen, pero sin
limitaciones, equipo mecanico y eléctrico en general. En algunas realizaciones, el producto anticongelante previene,
inhibe o retrasa la formacién de hielo en aeronaves o partes de las mismas, drones, automéviles o partes de los
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mismos, incluyendo motores de automoévil, sistemas de engranaje, sistemas de frenado, ventanas, sistemas de
rociadores, gasoductos, o cables eléctricos, incluyendo lineas de energia eléctrica. En otros casos, el producto
anticongelante actia como inhibidor de hidrato cinético. En algunas realizaciones, el producto anticongelante
comprende ademas etilenglicol, metanol, propilenglicol, glicerol, o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un producto alimenticio congelado. En algunas realizaciones, el
producto alimenticio congelado comprende un polimero peptoide descrito en el presente documento, un hibrido
peptoide-péptido descrito en el presente documento, una solucién de crioproteccién descrita en el presente
documento, o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el producto alimenticio congelado se
selecciona entre el grupo que consiste en helado, yogur, marisco, fruta y productos carnicos. En algunas realizaciones,
el producto alimenticio congelado comprende ademas propilenglicol.

E. Protocolos de criopreservacion

Las composiciones y métodos descritos en el presente documento son adecuados para su uso en cualquier nimero
de protocolos de criopreservacion. Como ejemplo no limitante, las composiciones y métodos de la presente invenciéon
son Utiles para la criopreservacion durante el sobreenfriamiento a temperaturas bajo cero elevadas (por ejemplo, de
0 °C a -20 °C). En el campo del trasplante de 6rganos, los érganos normalmente se enfrian en hielo (por ejemplo, a
0-4 °C), lo que limita la ventana del trasplante a aproximadamente diez horas. Mediante el uso de la perfusién
mecanica ex-vivo con crioprotectores que contienen CPA de molécula pequefia estandar, ha sido posible conservar
organos hasta 96 horas a una temperatura de -6 °C. Si bien es deseable reducir ain mas la temperatura de
criopreservacion por debajo de -6 °C, lo que prolongaria el posible tiempo de criopreservacion, no ha sido posible
hacerlo debido a que las altas concentraciones de CPA estandar necesarias para reducir ain mas la temperatura
provocan dafios organicos irreversibles debido a la toxicidad relacionada con CPA. Para obtener informacién adicional,
véase, p. €., Uygun K, et. al. Nat. Protoc. 10(3):484-94 (2015). Emplear métodos de perfusién ex-vivo o contacto de
otro modo con muestras bioldgicas (por ejemplo, 6rganos y tejidos) o macromoléculas con polimeros peptoides,
hibridos peptoide-péptido y/o soluciones crioprotectoras descritos en el presente documento son Utiles para
sobreenfriamiento a temperaturas bajo cero elevadas, permitiendo la criopreservacioén durante periodos de tiempo
mas largos y a temperaturas mas bajas que las actualmente factibles. Otras aplicaciones adecuadas de la presente
invencién para un sobreenfriamiento a temperaturas bajo cero elevadas seran facilmente conocidas por un experto en
la materia.

Como otro ejemplo no limitante, las composiciones y métodos de la presente invencién son Utiles para la
criopreservacion durante los protocolos de congelacién (por ejemplo, de -20 °C a -196 °C). Los protocolos de
congelacion normalmente se realizan a una velocidad controlada (a veces denominada congelacion lenta) durante al
menos parte de la reduccién de temperatura. Por ejemplo, una muestra biolégica o macromolécula puede ponerse en
contacto con un polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido y/o solucion crioprotectora descritos en el presente
documento, y la temperatura puede reducirse a una velocidad controlada (por ejemplo, disminuirse a una velocidad
de 1 °C por minuto) hasta alcanzar la temperatura deseada. Como alternativa, la temperatura puede reducirse a una
velocidad controlada hasta alcanzar la temperatura deseada (por ejemplo, entre -80 °C y -180 °C), y luego la muestra
o macromolécula puede congelarse de manera instantanea (por ejemplo, sumergiendo la muestra 0 macromolécula
en nitrogeno liquido o colocar la muestra o macromolécula encima del nitrégeno liquido). El polimero peptoide, hibrido
peptoide-péptido o solucidon crioprotectora puede ponerse en contacto con la muestra o macromolécula que se
criopreserva en cualquier momento durante el protocolo, siempre que sea antes de la formacién de cristales de hielo
que dafian la muestra 0 macromolécula que se preserva.

Como otro ejemplo no limitante adicional, las composiciones y métodos de la presente invencion son Utiles para
protocolos de congelacion criogénica (por ejemplo, -90 °C a -196 °C). Por ejemplo, una muestra biolégica o
macromolécula puede ponerse en contacto con un polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido, o solucién
crioprotectora descrito en el presente documento, luego sumergirse en nitrogeno liquido o en una corriente de vapor
de nitrégeno liquido con el fin de congelar rapidamente la muestra sin la formacién de cristales de hielo. No existe una
estructura reticular de hielo y, por lo tanto, el agua dentro de la muestra 0 macromolécula esta en un estado amorfo o
similar al vidrio. Por consiguiente, no se forma hielo dafino.

Un experto en la materia apreciara facilmente que las concentraciones y composiciones de los polimeros peptoides,
hibridos peptoide-péptido y soluciones crioprotectoras descritos en el presente documento se puedan modificar
dependiendo de la muestra biolégica y/o macromolécula particular que se criopreserva y el protocolo de
criopreservacion particular que se emplea.

F. Métodos de deteccion

En el presente documento se describen métodos para identificar selectivamente polimeros peptoides, hibridos
peptoide-péptido y/o soluciones crioprotectoras para la actividad.

En un aspecto, el polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido, y/o solucién crioprotectora para reducir el punto de
congelacién del agua usando un microscopio de luz polarizada para detectar la formacién de cristales de hielo. La
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microscopia de luz polarizada es una técnica de microscopia optica que usa luz polarizada como fuente de luz. El
contraste de la imagen surge de la interaccion de la luz polarizada en un plano con una especie birrefringente (o
doblemente refractiva) para producir dos componentes de onda individuales, cada uno de los cuales esta polarizado
en planos mutuamente perpendiculares. Las velocidades de estos componentes, que se denominan frentes de onda
ordinarios y extraordinarios, son diferentes y varian con la direccién de propagacion a través del espécimen. Después
de salir del espécimen, los componentes de la luz se desfasan, pero se recombinan con interferencias constructivas y
destructivas cuando pasan por el analizador. Esta interferencia crea un contraste detectable en la muestra. La
formacién de cristales de hielo se detecta facilmente mediante esta técnica porque los cristales de hielo son especies
birrefringentes. En un experimento estandar, las muestras que comprenden el polimero peptoide, el hibrido peptoide-
péptido y/o la solucién crioprotectora se enfrian a una temperatura deseada durante un periodo de tiempo deseado.
Una o mas muestras, a la temperatura deseada, se colocan bajo el microscopio de luz polarizada y se inspeccionan
visualmente para determinar la formacion de cristales de hielo.

En un aspecto, el polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido y/o solucién crioprotectora se identifican de manera
selectiva para reducir el punto de congelacién de una solucién acuosa usando calorimetria diferencial de barrido para
cuantificar la actividad de histéresis térmica. La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica en la
que la diferencia en la cantidad de calor necesaria para aumentar la temperatura de una muestra y la de referencia se
mide en funcién de la temperatura. Cuando se produce una transformacion fisica, como la transicién de fase, sera
necesario que fluya mas o menos calor a la muestra que la referencia para mantener ambas a la misma temperatura.
La diferencia de temperatura entre la transicién de fase de la referencia y la muestra informa sobre la capacidad de la
muestra para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a temperaturas inferiores a 0 °C. En un experimento
estandar, una muestra que comprende el polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido y/o solucién crioprotectora se
compara con una referencia que carece del polimero peptoide, hibrido peptoide-péptido y/o solucién crioprotectora.

G. Ensayos de viabilidad celular para evaluar la actividad

En el presente documento se describen ensayos de viabilidad celular para evaluar la capacidad del polimero peptoide,
hibrido peptoide-péptido y/o solucion crioprotectora para mantener la viabilidad celular a temperaturas reducidas.

En algunos aspectos, la viabilidad celular se evallia usando el protocolo de ensayo de viabilidad celular alamarBlue®
proporcionado por Thermo Fisher Scientific, Inc. Brevemente, alamarAzul® es el nombre comercial de resazurina (10-
oxido de 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona), que es un compuesto permeable a las células no tdéxico de color azul y
practicamente no fluorescente. Al entrar en las células, la resazurina se reduce a resorufina, un compuesto de color
rojo y altamente fluorescente. Las células viables convierten de manera continua la resazurina en resorufina,
aumentando la fluorescencia y el color generales de los medios que rodean las células. Las células no viables no
convierten la resazurina en resorufina, por tanto, la fluorescencia y el color generales de los medios que rodean a las
células son una indicacion de la cantidad relativa de células viables en la muestra. En un experimento estandar, las
células y el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido y/o la solucion crioprotectora se mezclan en cualquier
recipiente adecuado. Seguidamente la mezcla se enfria a la temperatura inferior a 0 °C deseada y se mantiene durante
la cantidad de tiempo deseada. Las células se devuelven luego a temperatura ambiente y se afiade el reactivo
almarBlue®, se incuba y se mide siguiendo el protocolo Thermo Fisher. Normalmente, la lectura directa de la viabilidad
celular se determina midiendo la fluorescencia relativa de las muestras en las longitudes de onda

Abx ~560 nm/ Apm ~590 nm

En algunos aspectos, la viabilidad celular se evallia usando el kit de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD®, para células
de mamiferos proporcionado por Thermo Fisher Scientific, Inc. Este kit usa dos moléculas indicadoras: calceina AM y
homodoimero-1 de etidio (EthD-1). Las células vivas se distinguen por la presencia de actividad esterasa intracelular
ubicua, determinada por la conversion enzimatica de la calceina AM permeable a las célula practicamente no
fluorescente en la calceina intensamente fluorescente. El colorante polianionico calceina se retiene bien dentro de las

) . . . . . ) -~ Kex ~495 nm / R
células vivas, produciendo una intensa fluorescencia verde uniforme en células vivas ( Ex B 515 nm).
En cambio, EthD-1 entra en las células con membranas dafiadas y experimenta un aumento de fluorescencia de 40
veces al unirse a los acidos nucleicos, produciendo asi una fluorescencia roja brillante en las células muertas (

Rex ~495 nm / Apm ~635 M) De forma notable, EthD-1 esta excluido por la membrana plasmaética intacta de las
células vivas, por lo que la determinacion de células vivas y muertas es facilmente distinguible. La calceina y EthD-1
se pueden observar simultdneamente con un filtro de paso largo de fluoresceina convencional. Como alternativa, la
fluorescencia de estos colorantes también puede observarse por separado; la calceina puede observarse con un filtro
de paso de banda de fluoresceina estandar y el EthD-1 puede observarse con filtros para yoduro de propidio o
colorante rojo Texas®. En un experimento estandar, las células y el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido y/o
la solucién crioprotectora se mezclan en cualquier recipiente adecuado. Luego, la mezcla se enfria a la temperatura
deseada por debajo de 0 °C, se mantiene a esa temperatura durante el tiempo deseado y luego vuelve a la temperatura
ambiente. Las etapas posteriores que implican la adicién de los reactivos de calceina AM y EthD-1 y la medicion de
los resultados del ensayo se realizan como se describe en el protocolo de Thermo Fisher. Normalmente, la lectura
directa de la viabilidad celular se determina midiendo la fluorescencia relativa en las longitudes de onda indicadas
anteriormente para ambos reactivos.
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En algunos aspectos, la viabilidad celular se evallia usando el ensayo MTT. El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico
de viabilidad y proliferacién celular que se basa en la reduccién de tetrazolio amarillo MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan insoluble, que tiene un color morado. La reduccion del colorante de
tetrazolio depende de las enzimas oxidorreductasa dependientes de NAD(P)H, ubicadas principalmente en el
compartimento citosoélico de las células metabdlicamente activas. El ensayo de MTT esta disponible, por ejemplo, en
ATCC (www.atcc.org) o Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com). En un experimento estandar, las células y el polimero
peptoide, el hibrido peptoide-péptido y/o la solucién crioprotectora se mezclan en cualquier recipiente adecuado.
Seguidamente la mezcla se enfria a la temperatura inferior a 0 °C deseada y se mantiene durante la cantidad de
tiempo deseada. Las células se devuelven luego a temperatura ambiente y se afiade el reactivo MTT, se incuba y se
mide siguiendo el protocolo ATCC o Sigma-Aldrich. Normalmente, la absorbancia del colorante convertido se mide a
una longitud de onda de 570 nm con sustraccion de fondo a 630-690 nm.

IV. Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencién reivindicada.
Ejemplo 1. Inhibicion mediada por peptoides de la formacion de cristales de hielo.

Este ejemplo ilustra las propiedades de inhibicién de los cristales de hielo de los polimeros peptoides N-sustituidos y
de los hibridos peptoide-péptido a temperaturas inferiores a 0 °C.

Ensayos de tubo capilar

En este experimento, se prepararon cuatro muestras con base acuosa en tubos capilares que contenian agua
purificada MilliQ. Una muestra contenia solo agua y otra muestra contenia etilenglicol (EG) 160 mM. Las otras dos
muestras contenian cada una un polimero peptoide a 9 mM. Una de las muestras de polimero peptoide contenia el
polimero peptoide llamado "Compuesto 1", mientras que la otra muestra contenia el polimero peptoide llamado
"Compuesto 10". Las secuencias de los polimeros peptoides son las siguientes:

Compuesto 1: Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb (SEQ ID NO:1);
Compuesto 10: Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp (SEQ ID NO:2).
Las estructuras quimicas de estos compuestos se proporcionan en la Tabla 2.

Después de la preparacion de la muestra, todas las muestras se enfriaron lentamente y se incubaron a -20 °C en una
placa enfriada Peltier. Después de una hora, las muestras se extrajeron y se fotografiaron inmediatamente usando
una camara digital conectada a un microscopio estéreo con zoom 180x (FIG. 2A). Las muestras de agua y EG
mostraron una importante formacién de cristales de hielo, aunque la muestra de EG mostré menos formacién de hielo
que la muestra de solo agua. Por el contrario, ninguna de las muestras que contenian los compuestos de polimero
peptoide presentd una formacién significativa de cristales de hielo. Los datos normalizados se presentan en la FIG.
2B. Como observacion, la muestra de EG, que contenia una concentracién de CPA que era aproximadamente 18
veces mayor que las concentraciones de la muestra de peptoide, todavia presentaron una formacién de hielo
significativa, mientras que las muestras de peptoides no lo hicieron.

Ensayos de difraccion de rayos x cristalograficos

Con el fin de aumentar el rendimiento del analisis de la biblioteca, se usé una técnica cristalografica de difraccion de
rayos x (DRX) para evaluar la formacion de cristales de hielo. Para estos experimentos, se evaluaron los compuestos
denominados "Compuesto 2", "Compuesto 8", "Compuesto 10", "Compuesto 11", "Compuesto 12", "Compuesto 13",
y "Compuesto 58". Los compuestos 2, 8, 10, 11, 12 y 13 son polimeros peptoides, cuyas estructuras se proporcionan
en la Tabla 2. El Compuesto 58 es un hibrido peptoide-péptido, cuya estructura se proporciona en la Tabla 10. El
Compuesto 58 es similar al Compuesto 12, excepto que se ha afiadido un aminoacido de arginina al extremo N-
terminal.

Para estos experimentos, se usaron concentraciones de EG entre 15 % y 30 % (v/v). Normalmente, EG, DMSO y otros
crioprotectores se usan durante el andlisis de muestras XRD en concentraciones del 35-40 % (wv/v) para vitrificar
soluciones y evitar interferencias de difraccion de cristales de hielo. Se usaron concentraciones de 1y 5 mg/ml de los
compuestos peptoide y peptoide-péptido. Las FIG. 3A, 3B y 3C ilustran datos de XRD ilustrativos en condiciones de
vitrificacién completa, vitrificacién parcial con presencia de hielo cubico y congelacion (cristales de hielo clbicos),
respectivamente. Los datos de XRD para los Compuestos 8, 10, 11, 12, 13 y 58 se proporcionan en las FIG. 4A-4G y
las FIG. 5A-5G. La FIG. 3D proporciona puntuaciones de anillos de hielo para una variedad de concentraciones de
EG y dos concentraciones de los Compuestos 2, 8y 12.

Varias mezclas de los conjuntos de muestras de solucion de ensayo mostraron un fuerte efecto antihielo. La FIG. 3D
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muestra los resultados experimentales de algunas soluciones de polimeros peptoides en comparacion con EG. "Anillo
de hielo 1"y "Anillo de hielo 2" se refieren a puntuaciones de formacién de hielo, que varian entre 0 (sin formacion de
hielo) y 15 (formacién de hielo grande). Los Compuestos 2, 12 y 8 y otros redujeron significativamente las
concentraciones necesarias de EG al tiempo que previnieron la formacién de hielo.

La muestra que contenia el Compuesto 12 en una concentraciéon de 5 mg/ml (0,5 % (p/v)) y EG en una concentracion
del 17,5 % (v/v) en agua estaba libre de hielo después de la congelacion instantanea. Se constaté que esta mezcla en
particular eliminaba por completo toda la formacién de hielo en multiples ensayos de congelacién instantanea en una
corriente de vapor de nitrégeno liquido (FIG. 3A) y superé ampliamente a una solucién estandar de 30 % de EG (FIG.
3B). En las figuras, los puntos negros y los anillos representan cristales de hielo. En comparacion con EG con la misma
concentracion molar, este efecto antihielo es 500 veces mas potente y, sin quedar ligados a teoria particular alguna,
sugiere un mecanismo no coligativo para antihielo, que es el mecanismo usado por las proteinas anticongelantes
naturales.

Ensayos de mayor volumen

Con el fin de evaluar la utilidad de las composiciones de la presente invencion a escalas mayores, se realizaron
experimentos usando voliimenes de solucién similares a los volimenes usados para la preservacion estandar de
ovulos y células madre. Para estos experimentos, dos muestras, una que contenia 22,5 % de EG y tampdn solamente,
y otra que contenia 22,5 % de EG y 5 mg/ml (0,5 % p/v) del Compuesto 12 y tampén, se congelaron de manera
instantanea en nitrégeno liquido. Como se muestra en la FIG. 6A, la solucién del Compuesto 12 mostro una vitrificacion
completa sin formacion de hielo inmediatamente después de su eliminacion del nitrégeno liquido, mientras que la
solucion de control se habia congelado claramente, produciendo una masa de cristales de hielo blancos. El
recalentamiento de las soluciones en un bafio de agua a 37 °C produjo un resultado inesperado y beneficioso. La
solucion del Compuesto 12 pas6 por alto la desvitrificacién en menos de 2 segundos tras el recalentamiento (FIG. 6B,
derecha), mientras que se observaron trozos de hielo flotando en la muestra de control (FIG. 6B, izquierda) después
de 20 segundos. Se observé condensacion en cada uno de los tubos porque los tubos todavia estaban muy por debajo
de la temperatura ambiente. Este resultado muestra que el Compuesto 12 actiia como un descongelante activo durante
la descongelacion.

Asimismo, después de dejar las muestras de 100 pl en un congelador a -20 °C durante la noche, se constaté que la
solucion del Compuesto 12 no se habia congelado (FIG. 6C, derecha). Este resultado muestra que las composiciones
de la presente invencion proporcionan la capacidad de preservar muestras a temperaturas inferiores a 0 °C durante
largos periodos de tiempo sin formacion de hielo. Asimismo, estos experimentos muestran que se pueden alcanzar
condiciones sin hielo mediante criopreservacion hipotérmica o mediante el método de sobreenfriamiento, a -20 °C, asi
como cerca de la vitrificacion a -80 °C mediante la incorporacién de compuestos de la presente invencion para reducir
significativamente la concentracion critica de CPA penetrantes y mitigar la toxicidad de la criopreservacion.

Como se muestra aqui, se constatdé que una formulacién del Compuesto 12 previene la formacién de hielo durante la
vitrificacién en volimenes inferiores a mililitros. De hecho, las soluciones pudieron permanecer completamente
descongeladas a -20 °C y también pudieron vitrificarse cuando se congelaron instantdneamente a -196 °C.
Actualmente, las técnicas estandar de preservacion de évulos humanos para la fertilizacion in vitro se limitan a
volimenes de solucion de menos de 5 ul (a menudo de 0,5 a 2,5 pl) mientras se usan concentraciones de
crioprotectores del 50 % o superiores. Por tanto, El Compuesto 12 pudo prevenir la formacion de hielo en un volumen
practico, con muchisimo menos crioprotector, lo que lo hace (til, por ejemplo, para preservar ovocitos humanos para
fertilizacién in vitro.

Ejemplo 2. Cribado de citotoxicidad y criopreservacion.
Este ejemplo muestra que las composiciones de la presente invencién tienen poca o ninguna toxicidad celular y pueden
lograr una criopreservaciéon superior en comparacion con los compuestos existentes, al tiempo que reducen la cantidad

necesaria de CPA y, por tanto, reducen la toxicidad asociada a CPA.

Ensayos de citotoxicidad

Con el fin de demostrar la seguridad de las composiciones crioprotectoras de la presente invencion, se desarrollé un
ensayo de citotoxicidad basado en células de alto rendimiento usando la linea celular HEK 293, que es una linea de
células madre resistente y robusta cultivada a partir de células de rifibn embrionario humano en cultivo de tejidos.

Se uso una estacion de trabajo robética Tecan Genesis para preparar soluciones en placas de 96 y 384 pocillos. Las
soluciones contenian medios de cultivo, tampones, una composicién crioprotectora de la presente invenciéon
(Compuesto 12) o DMSO. Las soluciones se ajustaron al pH deseado. Se realizaron diluciones en serie para obtener
soluciones que contenian diversas concentraciones de Compuesto 12 y DMSO. Los experimentos de control se
realizaron usando Unicamente medios de cultivo.

Para estos experimentos, las células se sembraron a baja densidad (es decir, 10 % de confluencia), se expusieron a
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soluciones que contenian el Compuesto 12 o DMSO, y se colocaron en una incubadora a 37 °C. Se dej6 que las
células crecieran hasta que las células de control que se trataron solo con vehiculo vacio alcanzaran una confluencia
del 70 % (normalmente, entre 3 y 5 dias). La evaluacion de la citotoxicidad del compuesto se realizé mediante ensayo
de MTT.

Como se puede ver en la FIG. 7, la toxicidad del Compuesto 12 no se desvio significativamente de la de los medios
de cultivo solos cuando se analiz6 mediante ensayo de MTT. Por otro lado, el DMSO no permiti6 la supervivencia en
caliente durante un periodo prolongado de tiempo a ninguna concentracion superior al 0,5 % (v/v). De forma notable,
el Compuesto 12 no mostro toxicidad en las concentraciones en las que puede prevenir la formacion de hielo en una
muestra no biolégica (0,5 % w/v) y tampoco mostro toxicidad significativa en concentraciones cuatro veces mayores
que esta concentracion.

Estos resultados muestran que las composiciones de la presente invencion fueron eficaces para prevenir la formacion
de hielo incluso en concentraciones en las que la toxicidad del DMSO reducia significativamente la supervivencia
celular.

Ensayos de criopreservacion

Los ensayos iniciales de criopreservacion se realizaron usando soluciones muy simples, con y sin la adicion del
Compuesto 12, con el fin de minimizar factores de confusién externos. Para este primer conjunto de experimentos, se
prepararon dos soluciones de muestra. La primera solucién de muestra contenia tampén simple y etilenglicol (EG) en
una concentracién del 22,5 % (v/v), y la segunda solucién de muestra contenia un tampén simple, EG (22,5 % (v/v)),
y 5 mg/ml (0,5 % (w/v)) del Compuesto 12.

Las células HEK 293 se cultivaron hasta un 70 % de confluencia, luego se trataron con tripsina para eliminar las
proteinas de adhesion y producir células flotantes libres. Las células se contaron usando un hemocitémetro y las
concentraciones de las células de la muestra se ajustaron a concentraciones finales de 10.000 células por microlitro.
Luego, las células se comprimieron en granulos apretados mediante centrifugacion y posteriormente cada muestra se
mezcld con 20 pl de una de las soluciones de muestra. Seguidamente las muestras se congelaron de manera
instantanea mediante inmersion en nitrégeno liquido, seguido de recalentamiento en un bafio de agua a 37 °C.
Después del proceso de congelacién-descongelacion, las células se suspendieron en un volumen de 400x de medios
de cultivo para su recuperacion. La muestra de control positivo se traté con medio de cultivo a 37 °C y no se sometié
al proceso de congelacién-descongelacion. La muestra de control negativo se traté con medios de cultivo solamente
durante el proceso de congelacién-descongelacién. Tras la recuperacion, las células se tifieron con calceina AM
durante 30 minutos y se midi6 la viabilidad celular usando un lector de placas de fluorescencia.

Como se muestra en la FIG. 8, la adicion del Compuesto 12 mejoré enormemente la supervivencia celular y demostré
la capacidad de este compuesto para criopreservar células. Se observd que la muestra que contenia el Compuesto
12 logrd una vitrificacion completa sin formacion de hielo durante el proceso de congelacion. Ademas, el proceso de
desvitrificacion se evité mucho mas rapidamente en comparacién con la muestra que carecia del Compuesto 12.

Se realizd una segunda serie de experimentos para evaluar el potencial de criopreservacién de una formulaciéon que
contenia 5 mg/ml del Compuesto 12 mas una mezcla de glicoles, disacaridos y un tampén general. La supervivencia
posdescongelacion tras la vitrificacidn en nitrogeno liquido se evalué como se ha descrito anteriormente. Como se
puede ver en la FIG. 9, la formulacién logro cerca del 100 % (es decir, 98 %) de supervivencia de las células después
de la descongelacion, que fue similar al grupo de control que no se expuso al tratamiento de congelaciéon. Las
morfologias celulares y las sefiales de fluorescencia parecian idénticas a las de los controles no congelados, lo que
indicé que se produjo poco dario a las células durante el experimento.

Como parte del segundo conjunto de experimentos, se compar6 el potencial de criopreservacion de la formulaciéon con
dos reactivos de criopreservacion conocidos. VS2E es una solucion libre de DMSO vy libre suero que contiene
polimeros no definidos quimicamente (véase, p. €j., Nishigaki et al. Int. J. Dev. Biol. 55:3015-311 (2011)), y M22 es
una solucién de vitrificacién de 6rganos disponible en 218t Century Medicine. La FIG. 9 muestra que la formulacion
que contiene el Compuesto 12 logré una criopreservacion superior, ya que la supervivencia celular fue del 72 % vy del
51 % para VS2E y M22, respectivamente. Cabe sefialar que para la muestra M22, la fluorescencia de fondo puede
haber sesgado este resultado, ya que un recuento de células vivas en la imagen sugirié que mucho menos del 51 %
de las células habian sobrevivido.

Las composiciones de la presente invencion fueron muy eficaces para prevenir la formacion de hielo en soluciones
que contienen etilenglicol significativamente reducido. En particular, concentraciones bajas de las composiciones (por
ejemplo, 0,5 % (w/v)) fueron suficientes para bloquear el crecimiento de hielo durante la vitrificacion y para mantener
las soluciones en un estado liquido, libre de hielo en la escala de 20 ul, que es una escala que es Util para la
preservacion de varios tipos de células.

Resumiendo, estos resultados muestran que las composiciones de la presente invencién pueden lograr una
criopreservacion superior y reducir la cantidad necesaria de CPA, reduciendo con ello la toxicidad celular asociada
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con los CPA. Las propiedades superiores de las composiciones de la presente invencién son especialmente Utiles
para el tratamiento de lineas celulares particularmente sensibles y/o cuando las células necesitan ser cultivadas
durante periodos de tiempo mas prolongados.

VI. Listado informal de secuencias

SEQID

NO: Secuencia Notas
1 Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nsb Compuesto 1
2 Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp Compuesto 10
3 Nep-Nep-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Nep-Nep-Nep-Nep-Nme-Nme Hibrido peptoide-péptido

Nmc-Nme-Xaa-Nme-Nme-Nme-Nme-Nhp-Nhp-Nsb-Xaa-
4 Nme-Nme-Xaa-Nme-Nme-Nme Hibrido peptoide-péptido
Nme-Nme-Xaa-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-Nme-
5 Xaa-Xaa Hibrido peptoide-péptido
Hibrido peptoide-péptido

6 Arg-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsbh-Nsb (Compuesto 58)
7 Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp Compuesto 6
8 Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb Compuesto 12
9 Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp Compuesto 8

10 Nsb-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nsb-Nhp Compuesto 2

35



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2958 531 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polimero peptoide segun la formula (1):

R M

o estereoisémero del mismo,
en donde:

cada R' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Ci-1s, alquenilo Co.1s
opcionalmente sustituido, alquinilo C2-18 opcionalmente sustituido, hidroxialquilo Ci-1s opcionalmente sustituido,
alcoxi opcionalmente sustituido, alquilamino C1-1s opcionalmente sustituido, alquiltio C1-1s opcionalmente sustituido,
carboxialquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs-10, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, (cicloalquil Cs.
10)alquilo, (heterocicloalquil)alquilo, arilalquilo, y heteroarilalquilo,

en donde al menos 4 casos de R! son grupos hidroxialquilo C1-1s independientemente seleccionados, y

en donde cualquiera de los grupos cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo estd opcional e
independientemente sustituido con uno 0 mas grupos R3;

cada R? es H;

cada R?® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en halégeno, oxo, tioxo, -OH, -SH, amino,
alquilo Ci-s, hidroxialquilo C1-s, alquilamino C1-s y alquiltio Ci-s;

X e Y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-s opcionalmente sustituido,
acilo Ci-s opcionalmente sustituido, alquilamino Ci.s opcionalmente sustituido, -OH, -SH, -NH2, carboxi,
hidroxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, alquilamino C1.s opcionalmente sustituido, alquiltio C2-s opcionalmente
sustituido, carboxialquilo C1-s opcionalmente sustituido, y halégeno, o

alternativamente, X e Y se toman en conjunto para formar un enlace covalente; y

el subindice n, que representa el nimero de mondémeros en el polimero, es de entre 8 y 25.

2. El polimero peptoide de la reivindicaciéon 1, en donde cada R se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en

OH  OH OH
lﬁ,\h‘ﬁM”, PPV Ao T e

HO/\r‘&‘" \Q\M( HOTJ\‘;’ ?NH\?E’ y \o‘%\’{)%\g’

mesentre1y8;y
R3 se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.s, halégeno, hidroxilo, tiol, nitro, amina, oxo y tioxo;
opcionalmente en donde:

en donde:

(a) uno o mas R’ tienen una estructura segun R':

R3

Y . la.
: R’

opcionalmente en donde:

(i) cada grupo R'@ se selecciona independientemente entre:
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T
y
(i) cada grupo R'@2es:
Rs\@\/
5 ey
0
(i) cada grupo R'@ es:
RB
10

)
(b) uno o mas R’ tienen una estructura segun R'®:
15 on
e
opcionalmente en donde:
20

(i) cada grupo R'™ se selecciona independientemente entre:

OH OH
(i) cada grupo R™ es:
25
OH
0
30

(iiiy cada grupo R'® es:

oy

consiste en

3. El polimero peptoide de la reivindicacién 1, en donde cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que

1 X
« T e T
40

4. El polimero peptoide de la reivindicacion 1, en donde cada caso de R' es un grupo hidroxialquilo Ci-s seleccionado
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independientemente,

opcionalmente en donde cada caso de R' es el mismo grupo hidroxialquilo Cr-s,
opcionalmente en donde cada caso de R! es

OH

5. El polimero peptoide de la reivindicacién 1, en donde:

(a) n esta entre 10 y 25;

(b) n esta entre 8 y 20;

(c) X se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo Cig y acilo Ci-s; e Y se selecciona del grupo que
consiste en -OH y amino; o

(d) X e Y se toman en conjunto para formar un enlace covalente.

6. El polimero peptoide de la reivindicacién 1, en donde n es 10 y el polimero peptoide comprende:

4 monémeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropilyamino)acético) y 6 monémeros Nsb (acido 2-(sec-butilamino)acético);
0

5 monémeros Nhp y 5 monémeros Nsb; o

6 monémeros Nhp y 4 monémeros Nsb; o

7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nsb; o

8 mondémeros Nhp y 2 monémeros Nsb; o

10 mondémeros Nhp;

opcionalmente en donde:

(a) el polimero peptoide tiene la secuencia Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp; X es H o acilo C1s; e
Y es -OH o -NH: o alquilo C1-s;

(b) el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp; X es H o acilo C1s; e
Y es -OH o -NH: o alquilo C1-s;

(c) el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb-Nhp-Nhp-Nsb-Nsb; X es H o acilo Cis; e
Y es -OH o -NH: o alquilo Cis; 0

(d) el polimero peptoide tiene la secuencia Nsb-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nhp-Nsb-Nhp-Nhp-Nhp; X es H o acilo C1s;
Y es -OH o -NH: o alquilo Ci-s.

7. El polimero peptoide de la reivindicacién 1, en donde:

(a) nes 10 y el polimero peptoide comprende:

4 monémeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropil)amino)acético) y 6 mondémeros Nme (&cido 2-(metilamino)acético);
0

5 mondémeros Nhp y 5 monémeros Nme; o

6 monémeros Nhp y 4 monémeros Nme; o

7 monémeros Nhp y 3 monémeros Nme; o

8 monoémeros Nhp y 2 mondémeros Nme;

(b) nes 10 y el polimero peptoide comprende:

5 monomeros Nhe (acido 2-((2-hidroxietil)amino)acético) y 5 mondémeros Nsb (acido 2-(sec-butilamino)acético);
o}

5 mondémeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropil)amino)acético) y 5 monémeros Nbu (acido 2-butilamino)acético);
opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 4;

(cynes 10y el polimero peptoide comprende:

4 mondmeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropil)amino)acético) y 6 mondémeros Nib (acido 2-
(isobutilamino)acético); o

4 mondémeros Nhp y 6 monémeros Nbu (acido 2-butilamino)acético); o

4 monémeros Nhp y 6 mondémeros Npr (acido 2-propilamino)acético); o

4 mondémeros Nhp y 6 mondémeros Nip (acido 2-(isopropilamino)acético);

opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 5;
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(d) n es 14 y el polimero peptoide comprende:

6 mondmeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropil)amino)acético) y 8 monomeros Nsb (acido 2-(sec-
butilamino)acético); o

7 monémeros Nhp y 7 monémeros Nsb; o

8 mondémeros Nhp y 6 monémeros Nsb; o

10 mondémeros Nhp y 4 monémeros Nsb; o

14 mondémeros Nhp;

opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 6;

(e) n es 14 y el polimero peptoide comprende:

6 mondémeros Nhp (&cido 2-((2-hidroxipropiljamino)acético) y 8 monémeros Nib (acido 2-
(isobutilamino)acético); o

7 monémeros Nhp y 7 monémeros Nib; o

8 mondémeros Nhp y 6 monémeros Nib; o

10 mondémeros Nhp y 4 monémeros Nib; o

14 mondémeros Nhp;

opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 7;

(f) n es 16 y el polimero peptoide comprende:

5 monomeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropiljamino)acético) y 11 monomeros Nsb (acido 2-(sec-
butilamino)acético); o

7 monémeros Nhp y 9 mondémeros Nsb; o

8 monoémeros Nhp y 8 mondémeros Nsb; o

10 mondémeros Nhp y 6 monémeros Nsb; o

12 mondémeros Nhp y 4 monémeros Nsb; o

16 mondémeros Nhp;

opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 8; o

(9) n es 22 y el polimero peptoide comprende:

7 monomeros Nhp (acido 2-((2-hidroxipropillamino)acético) y 15 monoémeros Nsb (&cido 2-(sec-
butilamino)acético); o

10 mondémeros Nhp y 12 monémeros Nsb; o

11 mondémeros Nhp y 11 monémeros Nsb; o

14 mondémeros Nhp y 8 monémeros Nsb; o

17 monémeros Nhp y 5 mondémeros Nsb; o

22 monémeros Nhp;

opcionalmente en donde el polimero peptoide tiene una secuencia expuesta en la Tabla 9.

8. El polimero peptoide de la reivindicacion 1, en donde el polimero peptoide:

a) forma una estructura helicoidal;

b) reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura entre 0 °C y -20 °C;

¢) reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura entre -20 °C y -40 °C;
d) reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a -20 °C; o

e) reduce o inhibe la formacién de cristales de hielo a una temperatura entre -40 °C y -200 °C.

(
(
(
(
(

9. Un hibrido peptoide-péptido que comprende un polimero peptoide de la reivindicacién 1 y uno o mas aminoacidos,
en donde uno o mas aminoacidos estan situados en uno o ambos extremos del polimero peptoide; opcionalmente en
donde:

(a) los uno o0 mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo que consiste en alanina, cisteina, acido aspartico,
acido glutamico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, arginina, lisina, leucina, metionina, asparagina, prolina,
glutamina, serina, treonina, valina, triptéfano, tirosina y una combinacién de los mismos; o

(b) los uno 0 mas aminoacidos se seleccionan entre el grupo que consiste en isoleucina, leucina, serina, treonina,
alanina, valina, arginina, y una combinacién de los mismos.

10. Una soluciéon crioprotectora que comprende un polimero peptoide de la reivindicacion 1, un hibrido peptoide-
péptido de la reivindicacién 9, o una combinacion de los mismos;

opcionalmente que comprende ademas un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en una especie ionica,
un crioprotector penetrante, un crioprotector no penetrante, un antioxidante, un compuesto estabilizador de membrana
celular, una acuaporina u otro compuesto formador de canales, un alcohol, un azlcar, un derivado de azucar, un
tensioactivo no i6nico, una protefna, dimetilsulféxido (DMSO), polietilenglicol (PEG), Ficoll®, polivinilpirrolidona, alcohol
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polivinilico, hialuronano, formamida, un hidrogel natural o sintético y una combinacion de los mismos; opcionalmente
en donde:

(a) el alcohol se selecciona entre el grupo que consiste en propilenglicol, etilenglicol, glicerol, metanol, butilenglicol,
adonitol, etanol, trimetilenglicol, dietilenglicol, 6xido de polietileno, eritritol, sorbitol, xitiritol, polipropilenglicol, 2-
metil-2,4-pentanodiol (MPD), manitol, inositol, ditioritol, 1,2-propanodiol y una combinacién de los mismos;

(b) el aztcar es un monosacarido, opcionalmente en donde el monosacarido se selecciona entre el grupo que
consiste en glucosa, 3-O-metil-D-glucopiranosa, galactosa, arabinosa, fructosa, xilosa, manosa y una combinacion
de los mismos;

(c) el azucar es un disacarido, opcionalmente en donde el disacarido se selecciona entre el grupo que consiste en
sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa y una combinacién de los mismos;

(d) el azucar es un polisacarido, opcionalmente en donde el polisacarido se selecciona entre el grupo que consiste
en rafinosa, dextrano y una combinacién de los mismos;

(e) el PEG tiene un peso molecular promedio inferior a 1.000 g/mol;

(f) el PEG tiene un peso molecular promedio entre 200-400 g/mol;

(g) la proteina se selecciona entre el grupo que consiste en albimina de huevo, seroalblimina bovina, seroalblimina
humana, gelatina y una combinacién de las mismas;

(h) el hidrogel natural o sintético comprende quitosano, acido hialurénico, o una combinacién de los mismos; o

(i) el tensioactivo no idnico se selecciona entre el grupo que consiste en polioxietileno lauril éter, polisorbato 80 y
una combinacion de los mismos.

11. Un método para preservar un tejido, érgano o célula, comprendiendo el método poner en contacto el tejido, érgano
o célula con un polimero peptoide de |a reivindicacién 1, un hibrido peptoide-péptido de la reivindicacién 9, una solucion
crioprotectora de la reivindicacion 10, o una combinacién de los mismos; opcionalmente en donde:

(a) el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, 0 una combinacién de los mismos,
esta presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a una temperatura
de entre 0 °C y -20 °C;

(b) el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, o una combinacién de los mismos,
esta presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a una temperatura
de entre -20 °C y -40 °C;

(c) el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucién crioprotectora, o una combinacién de los mismos,
esta presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacién de cristales de hielo a -20 °C;

(d) el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, la solucion crioprotectora, o una combinacién de los mismos,
esta presente en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la formacion de cristales de hielo a una temperatura
de entre -40 °C y -200 °C;

(e) el tejido es un tejido modificado mediante bioingenieria;

(f) el polimero peptoide, el hibrido peptoide-péptido, 0 una combinacién de los mismos, esta presente en una
cantidad entre 100 nM y 100 mM; o

(g) el tejido, 6rgano o célula se selecciona entre el grupo que consiste en corazoén, higado, pulmén, rifidn, pancreas,
intestino, timo, cérnea, células nerviosas, plaquetas de la sangre, espermatocitos, ovocitos, células embrionarias
no humanas, células madre, células madre pluripotentes humanas, células madre hematopoyéticas, linfocitos,
granulocitos, células del sistema inmunolégico, células 6seas, organoides, y una combinacion de los mismos.

12. Un método para preservar una macromolécula biolégica, comprendiendo el método poner en contacto la
macromolécula biolégica con un polimero peptoide de la reivindicacién 1, un hibrido peptoide-péptido de la
reivindicacion 9, una solucién crioprotectora de la reivindicacién 10, o una combinacién de los mismos;
opcionalmente en donde la macromolécula biolégica se selecciona entre el grupo que consiste en un acido nucleico,
un aminodcido, una proteina, una proteina aislada, un péptido, un lipido, una estructura compuesta, y una combinacion
de los mismos.

13. Un producto de cuidado cosmético que comprende un polimero peptoide de la reivindicacién 1, un hibrido peptoide-
péptido de la reivindicacion 9, una solucion crioprotectora de la reivindicacién 10, o una combinacién de los mismos.

14. Un producto anticongelante que comprende un polimero peptoide de la reivindicacion 1, un hibrido peptoide-
péptido de la reivindicacion 9, una solucién crioprotectora de la reivindicacién 10, o una combinacion de los mismos;

opcionalmente en donde el producto anticongelante es un producto antihielo o de inhibicion de hielo usado para
prevenir, inhibir o retrasar la formacién de hielo en un objeto;

opcionalmente en donde el objeto se selecciona entre el grupo que consiste en una aeronave 0 una parte de la
misma, un gasoducto, una ventana, equipo eléctrico, un dron, un cable, una linea de energia eléctrica,
equipamiento mecanico, un motor de automovil, un sistema de engranaje y un sistema de frenado.

15. Un producto alimenticio congelado que comprende un polimero peptoide de la reivindicacién 1, un hibrido peptoide-

péptido de la reivindicacion 9, una solucion crioprotectora de la reivindicacion 10, o una combinacion de los mismos;
opcionalmente en donde el producto alimenticio congelado se selecciona entre el grupo que consiste en helado, yogur,
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marisco, fruta y productos carnicos.
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FIG. 1

DIC, BMF ‘
ETAPA 1 ETAPA 2

42



ES 2958 531 T3

EG Comp. 10

Comp. 1

Agua

FIG. 2B

Formacion de cristales de hielo (hormalizado)

",

e, R
T S NI e T
,}7&//;?,%,,//,, \

1?
o N NN

2N

Comp. 10 (1 eq.)

Comp. 1 (1 eq.}

18 eq.)

(

Etilenglicol

Agua

43



ES 2958 531 T3

8z sopeligy a7 SOpEeID) 87 sopeio
05 oy 08 0 ol 0 05 Oy 08 02 O O 05 Oy O£ 0C 0L O
1 v sennney ¥ O g v 2 momx grrmrgmnnag: 2 2 GQP..
) ‘ . 4
_— s,
N, _ 00z 0t =
¥ ~ 008 21 S 00r 3 007
: W - 1000E Bt kY YN 008 3
‘ | | oosy & N 1008 &t 00y &
. oi b 2 " 005 &
1 + 0008 {008 & A kY 009
93 %5°L1 4 93 %08 PoI00vE ¥ QI %USLLAQHWE
e ORT ee 0081 4002
g g &mww&mm&?@cmww
z £ (u/duwor)
o 0 %S4 B3 e/Busl g
4 y fwfw T g
$ a  es7iosliw/Budlg
1 v /B i g
4 € (iepupiss) %07 93
5 % (JepuRISe) %4 E 55 ‘
g £ WL D3 e ooIgna ojety op erpussald L .
b / S07 €3 SOOIGNT Oy b4 d : 2191chUIOD UOIIBROLUBA
g ; et oy O SPEISLO opejebucs UoD JBiaIBG UCIOBIRLRA
5 ; " - a8 ‘B4 g8 94 Ve OlA
Lz oy ep olmy | ofaly ep ofuy ugionjog :

O[9I Bp UQIDEBILLIO) B 8P X SOARE ap ugnoeyp (p)

ag 4

44



ES 2958 531 T3

 FIG.4A

1200
1000
5 800
600
400

Compuesto 10
5 mg/mi

Intensidad

200}

0

020 30
Grados 268

40 50

Compuesto 12
5 mg/mi

Intensidad

,,’e\\
NM\A“\.\\”’., .

ey

FiG. 4C

0

W0 3040 5
Grados 20

700
600
200
400
3003
200

108
0
-108

Compuesto 8
5 mg/mi

intensidad

FiG. 4D

1600
1400
1200
T 1000
800
600
400
200

Compuesto 13
5 mg/mi

intensid

0

10 0 30 40 50
Gratos 28

""\—,‘M\“

e

45

0
-200 &

2

1020 30 40 50
Grados 28



Compuesto 11
5 mg/mi

Compuesto 58
5 mg/ml

Control
15% EG

46

ES 2958 531 T3

FiG. 4E

1200
1000
S 800
600
400
200

Intensid

0 L

o
ey

X

010 0 A s
(Grados 28

Intensidad
[y
=

et

FIG. 4G

¢ 10 20 30 40 50
Grados 28

2500
20001
1500
10001

500

Intensidad

e
R

010 0 30 4 s
Grados 28



ES 2958 531 T3

FIG. 5A
1000

Compuesto 10
1 mg/mi

intensidad
[ o [57 ]
> >
O‘ <>

Compuesto 12
1 mg/mi

[5]
2o SN o |
Lo S oo

.

10 20 30 40 50
Grados 28

Compuesto 8
1 mg/ml

Intensidad

FIG. 5D
1000
860

Compuesto 13
1 mg/mi

Intensidad

47

0

W 20 30 4 =0
Grados 20

ey

0

w0 3/ 40 50
Grados 28

\\\‘"\v-‘m

0

1020 30 40 50
Grados 28



Compuesto 11
1 mg/mi

Compuesto 58
1 mg/ml

Contirol
17,.5% EG

Intensidad

ES 2958 531 T3

FIG. 5F

intensidad

Intensidad

48

1200 ¢
1000

800

800 ¢
400
200 ¢

FIG. 5G

S
e,

01020 30 40
Grados 26

50

H
N\
\ .f"\

g
N,
“
""W.\‘
.,
N,

T

Grados 28

1800 +

1400
1200
1060

860

800

460

200 +

2001

W0 26 30 40
Grados 28

50



ES 2958 531 T3

FiG. 6A FIG. 68 FIG. 6C

Control Compuesto 12 Control Compuesto 12 Control Compuesto 12

49



o o
Ke)} fo

o
(S

Viabilidad celular (MTT/UA)}

o
F3
»

ES 2958 531 T3

FIG. 7
Datos de toxicidad a 37 ° C (HEK 293)

Comp. | DMSO

4% Compuesto 12 1 2,00 | 2500

2 1,00 | 12,50
~& Medios de cultivo / 3 0,50 | 6,25
4 | 025 | 3,13
- DMSO 5 0,43 | 1,56
6 | 006 | 078
7 0,03 | 0,39
f g | 002 | 0,20
— o 1001 | 0,10
10 1 0,00 | 005

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10

Dilucion {2°n}

50



ES 2958 531 T3

FIG. 8

Viabilidad celular 12 horas después de la descongelacion en HEK 293 (normalizado)
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FiG. 9

Viahitidad celular 16 horas después de la descongelacidn en HEK 293 (normalizado) tras la vitrificacion an LN2

100% T_. QR0

72%

0%
Sin CPA  Control

{sin conge

S o

lar)
Ny

52



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - CLAIMS
	Page 37 - CLAIMS
	Page 38 - CLAIMS
	Page 39 - CLAIMS
	Page 40 - CLAIMS
	Page 41 - CLAIMS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS
	Page 44 - DRAWINGS
	Page 45 - DRAWINGS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS

