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DESCRIPCION
Procedimientos y dispositivos de vitrificacién asistida por capilaridad
Campo

La presente invencién se refiere a la vitrificacién no criogénica de materiales biolégicos, en particular de materiales
biolégicos vitrificados en un medio de vitrificacién mediante secado rapido asistido por capilaridad.

Antecedentes

La vitrificacién es el procedimiento de transicién directa de un estado liquido a un estado vitreo amorfo y se utiliza a
menudo para conservar materiales bioldgicos enfriandolos hasta temperaturas criogénicas a altas tasas de
enfriamiento. A temperaturas criogénicas, la técnica de vitrificacién evita los efectos dafiinos de los cristales de hielo,
que se sabe que se forman durante la crioconservacién convencional usando tasas de enfriamiento lentas. Sin
embargo, con el fin de evitar la nucleacién de hielo durante el enfriamiento, se requieren concentraciones
extremadamente altas y potencialmente téxicas (6-8 M) de crioprotectores (CPA). Entre los CPA més comlinmente
usados estan el dimetilsulféxido (DMSO), el glicerol, el etilenglicol (EG) y el 1,2-propanodiol (PROH). Como resultado,
se requieren multiples etapas y complejos protocolos elaborados para cargar y descargar los CPA en las células. Por
tanto, a lo largo de los afios se han buscado enfoques alternativos para lograr la vitrificacién sin necesidad de exponer
los productos biolégicos a altas concentraciones de CPA a temperatura no criogénica.

Se sabe que, con el fin de lograr la vitrificacién criogénica a concentraciones de CPA més bajas, se requieren tasas
de transferencia de calor ultrarrapidas. Las tasas de transferencia de calor pueden aumentarse reduciendo el volumen
de la muestra y/o aumentando la tasa de enfriamiento. Se han utilizado varias técnicas para aumentar la tasa de
enfriamiento, tales como el empleo de pajitas finas o peliculas ultrafinas para minimizar el volumen que va a vitrificarse.
La solicitud de patente US 2013/0157250 A1, publicada el 20/6/2013, divulga un método para la vitrificacién criogénica
de espermatozoides humanos en baja concentracién de CPA empleando una pajita fina. Méas recientemente,
aprovechando la alta conductividad térmica de los capilares de cristal de cuarzo (QC), la solicitud de patente US
2013/0260452 A, publicada el 3/10/2013, en la que N. Chakraborty es un inventor habitual, divulga un método para la
vitrificacién de células de mamiferos en medio de baja concentraciéon de CPA a tasas de enfriamiento ultrarrapidas.

La vitrificacién anhidra a temperaturas ambientales también puede ser una estrategia alternativa para conservar
materiales biolégicos. En la naturaleza, una gran variedad de organismos pueden sobrevivir a la deshidratacion
extrema, que en muchos casos se correlaciona con la acumulaciéon de grandes cantidades (hasta el 20 % de su peso
seco) de azUcares formadores de vidrio, tales como la trehalosa y la sacarosa, en el espacio intracelular. Tales
azucares “formadores de vidrio” tienen que estar presentes en ambos lados de la membrana plasmética para
proporcionar proteccién contra los efectos dafiinos de la desecacién. Las técnicas de desecacion limitan o detienen
drasticamente los procesos bioquimicos del material en una matriz vitrea. A pesar del éxito en la vitrificacién de muchos
materiales bioldgicos, tales como las proteinas, mediante vitrificacién anhidra, las aplicaciones mas amplias a los
materiales celulares siguen requiriendo que se aumente la tolerancia a la desecacién de las células.

Los métodos para potenciar la tolerancia a la desecacidn incluyen la utilizacién de un medio de vitrificacién mejorado
que contenga trehalosa, glicerol y sacarosa. Aunque los métodos mejorados para cargar las células con agentes
protectores son Utiles, existe una necesidad adicional de desarrollar técnicas para minimizar las lesiones celulares
durante la desecacion. Las lesiones y la degradacién pueden ser el resultado de la alta sensibilidad de las células en
general a la exposicién prolongada al estrés osmético durante el procesamiento en seco. El estrés osmético puede
provocar la muerte de las células con un contenido de humedad relativamente alto, incluso en presencia de azlcares
protectores tales como la trehalosa.

El enfoque mas comun para la desecacién de células implica el secado en gotas sésiles con células en suspension.
Sin embargo, la desecacién usando secado por evaporacién de gotas sésiles es intrinsecamente lenta y no uniforme
en la naturaleza. Se forma una piel vitrea en la superficie de contacto liquido/vapor de la muestra cuando las células
se desecan en disoluciones formadoras de vidrio. Esta piel vitrea ralentiza y, en Gltima instancia, impide una mayor
desecacion de la muestra mas alléd de un determinado nivel de sequedad e induce una importante falta de uniformidad
espacial del contenido de agua en la muestra. Como resultado, las células atrapadas en la muestra parcialmente
desecada bajo la piel vitrea pueden no vitrificarse sino degradarse debido a la alta movilidad molecular.

La patente estadounidense n.° 7.883.664, en la que N. Chakraborty es un inventor habitual, divulga un método para
potenciar la tasa de desecacién empleando secado por microondas. Ademés, la patente estadounidense n.°
8.349.252, en la que N. Chakraborty es un inventor habitual, divulga una composicién vitrificada que comprende
trehalosa para la vitrificacion mediante secado por microondas. Sin embargo, el método no puede lograr un secado
continuo ya que la temperatura del material biol6gico aumenta continuamente hasta niveles inseguros y requiere un
complicado control del proceso. Chakraborty et al. también han empleado la técnica de secado por centrifugacién para
crear peliculas ultrafinas y vitrificar con éxito células de ovario de hamster en medio de trehalosa. Sin embargo, este
enfoque todavia tiene las limitaciones de que la desecacién no puede realizarse de manera uniforme en toda la
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superficie de la muestra. Ademas, la pelicula tiene que ser ultrafina para una vitrificaciéon exitosa.

El articulo “Isothermal vitrification methodology development for non-cryogenic storage of archival human sera” de R.
Less et al., Cryobiology, 2013, vol. 66, paginas 176-185, divulga un enfoque que usa un filtro de microfibra de vidrio
convencional para adsorber muestras de suero ya dopadas con una disolucién lioprotectora para inducir una fuerza
capilar en el suero.

El documento US 2004/0081588 A1 divulga un aparato de liofilizacién que comprende una cavidad dividida en un
compartimento de liofilizacién y un compartimento de procesamiento al vacio, en el que la cara superior del
compartimento de liofilizacién esta fabricada con una membrana flexible de tamafio de poro controlado.

El desarrollo de una técnica de desecacién rapida y practica para lograr niveles de humedad finales muy bajos y
uniformes en toda la muestra podria superar las deficiencias de las técnicas de vitrificacién anhidra. La conservacion
en seco tiene una importante limitacién en el almacenamiento a largo plazo debido a la degradacién del material
biolégico por las tensiones quimicas acumulativas que se producen cuando la disolucién de vitrificaciéon se concentra
en el espacio extracelular. Esto da como resultado un dafio celular irreversible antes de que las células y la disolucién
de vitrificacién puedan alcanzar un contenido de humedad adecuadamente bajo para volverse vitreas. Por tanto, existe
la necesidad de un medio de vitrificacibn mejorado para vitrificar los materiales biolégicos mediante un secado rapido
manteniendo la viabilidad del material. Un método de desecacidn rapida con una viabilidad celular mejorada facilitara
enormemente el almacenamiento a largo plazo de materiales biol6gicos a temperaturas no criogénicas, asi como
superara los desafios asociados a las tecnologias de vitrificacién y almacenamiento criogénicas.

Sumario

El siguiente sumario se proporciona para facilitar la comprensién de la presente invencidn y no pretende que sea una
descripcién completa. Una apreciacién completa de los diversos aspectos de la invencién puede obtenerse tomando
la memoria descriptiva completa, las reivindicaciones, los dibujos y el resumen como un todo. El alcance de la
invencién se define en las reivindicaciones adjuntas.

Las realizaciones de la presente invencion resuelven uno o mas problemas de la técnica anterior proporcionando, en
al menos una realizacién, un método para la eliminacién rapida y uniforme de la humedad durante la vitrificacién no
criogénica de materiales biolégicos.

En otra realizacién, que no forma parte de la presente invencién, se proporciona una composicién de vitrificacién
preferida para conservar la integridad estructural (fisiolégica y/o molecular) del material biolégico durante el secado
rapido. Dicha composicién de vitrificacién comprende trehalosa, glicerol y un tampén iénico que contiene uno o més
iones organicos grandes tales como colina y betina.

En aun otra realizacién, se proporciona un dispositivo de vitrificacién no criogénica. El dispositivo de vitrificacién
comprende proporcionar un receptaculo con paredes que contienen una pluralidad de canales capilares y una cantidad
necesaria de dichos materiales biolégicos y un medio de vitrificacion operativamente en contacto con las primeras
aberturas de los canales capilares, y proporcionar un recinto operativamente en comunicacién con las segundas
aberturas de los canales capilares, asi como con un ambiente externo en el que pueden controlarse la presién, la
temperatura y la humedad dentro del recinto.

En auln ofra realizacién adicional, que no forma parte de la presente invencién, se proporciona un protocolo de
vitrificacién y almacenamiento a largo plazo de dichos materiales biolégicos vitrificados. El protocolo incluye colocar
una cantidad necesaria de dichos materiales biolégicos con medio de vitrificacién en un receptaculo que comprende
una pluralidad de dichos canales capilares, emplear el método de vitrificacién de la presente divulgacién, empaquetar
dicho receptaculo con materiales biolégicos vitrificados en un recinto protector y almacenar dicho paquete a
temperaturas entre -196 °C y 60 °C para su almacenamiento a largo plazo.

Breve descripcién de los dibujos

Los dibujos no son necesariamente a escala; algunas caracteristicas pueden exagerarse o minimizarse para mostrar
detalles de componentes particulares. Por tanto, los detalles estructurales y funcionales especificos divulgados en el
presente documento no deben interpretarse como limitativos, sino meramente como una base representativa para
ensefiar a un experto en la técnica a emplear de forma diversa la presente invencién. Los aspectos a modo de ejemplo
se entenderan més completamente a partir de la descripcién detallada y los dibujos adjuntos, en los que:

la figura 1 es un esquema a modo de ejemplo de la vitrificacién de una gota sésil mediante desecacién en un sustrato
impermeable segln al menos una técnica conocida;

la figura 2 es un esquema a modo de ejemplo que describe el mecanismo de secado asistido por capilaridad en el que

la fuerza capilar actia de manera opuesta a la gravedad y la segunda abertura estd operativamente en comunicacién
con el ambiente de desecacién segln al menos una realizacién de la presente divulgacién;
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la figura 3 es un esquema a modo de ejemplo que describe el mecanismo de secado asistido por capilaridad en el que
la fuerza capilar actta en la misma direccién de la gravedad y la segunda abertura del canal capilar es hidréfoba y
esta operativamente en comunicacién con el ambiente de desecacidén segln al menos una realizacién de la presente
divulgacién;

la figura 4 es un esquema a modo de ejemplo que describe el mecanismo de secado asistido por capilaridad en el que
la fuerza capilar actlia en la misma direccion de la gravedad y la segunda abertura del canal capilar es hidréfila y esta
operativamente en comunicacién con el ambiente de desecacién;

la figura 5 muestra una realizacién a modo de ejemplo de la vitrificacién asistida por capilaridad de una gota sésil
soportada por un sustrato que comprende una pluralidad de canales capilares segun las ensefianzas de la presente
divulgacién;

la figura BA muestra una realizacién a modo de ejemplo de un sustrato que comprende una pluralidad de canales
capilares formados haciendo agujeros en el sustrato;

la figura 6B muestra una realizacién a modo de ejemplo de un sustrato que comprende una pluralidad de canales
capilares formados por tejido;

la figura 7A muestra un resultado a modo de ejemplo de la desecaciéon de ovocitos de ratdn realizada segun las
presentes ensefianzas, en la que el medio de vitrificacion carece del agente formador de vidrio trehalosa;

la figura 7B muestra un resultado a modo de ejemplo de la desecaciéon de ovocitos de ratén realizada segun las
presentes ensefianzas, en la que la mezcla de vitrificacién contiene trehalosa, HEPES, colina y betina;

la figura 8A ilustra la formacién de cristales de hielo durante el secado rapido de peliculas ultrafinas que comprenden
células de ovario de hamster chino en ausencia del agente de vitrificacién trehalosa;

la figura 8B muestra la vitrificacién completa durante el secado rapido de peliculas ultrafinas que comprenden células
de ovario de hamster chino y medio de vitrificacién que contiene células de ovario de hamster chino, HEPES 20 mM,
ChCl 120 mM, trehalosa 1,8 M, betina 60 mM y agua;

la figura 9 muestra la temperatura de transicién vitrea de un medio vitrificado que contiene células de ovario de hamster
chino, trehalosa 1,8 M y agua;

la figura 10 muestra la temperatura de transicién vitrea de un medio vitrificado que contiene células de ovario de
hamster chino, HEPES 20 mM, ChCI 120 mM, trehalosa 1,8 M, betina 60 mM y agua;

la figura 11 demuestra la eficacia deltampdn betina de grandes iones orgénicos en comparacién con el tampén HEPES
en la viabilidad de células de ovario de hamster chino vitrificadas desecadas en una caja seca convencional, donde
los puntos brillantes corresponden a células vivas (verde) y los puntos grises mas oscuros corresponden a células
muertas (rojo);

la figura 12 muestra una realizacién a modo de ejemplo de un dispositivo de vitrificacidén asistida por capilaridad segun
las ensefianzas de la presente divulgacién;

la figura 13 muestra otra realizacién a modo de ejemplo de un dispositivo de vitrificacién asistida por capilaridad segun
las ensefianzas de la presente divulgacién, en el que se proporcionan tubos/mechas capilares internos dentro de la
mezcla de vitrificacion;

la figura 14 muestra aln otra realizacién a modo de ejemplo de un dispositivo de vitrificacién asistida por capilaridad
segun las ensefianzas de la presente divulgacion, en el que se proporcionan mdlltiples cavidades con espacio de
secado entre cavidades y una tapa comun;

la figura 15 muestra la eficacia de retencién de la integridad de la membrana celular de células de ovario de hamster
chino cuando se desecan segln las presentes ensefianzas en comparaciéon con el método de desecacién en caja
seca convencional, donde el nivel de sequedad alcanzado al final del procedimiento se expresa en unidades de
gH-O/gdw y 150 se refiere al tampén betina de secado por capilaridad, 154 se refiere al tampén betina, y 152 (circulos
abiertos) se refiere al sistema de tampén HEPES-trehalosa;

la figura 16 muestra la capacidad de lograr un nivel de humedad extremadamente bajo mientras se conserva la
integridad de la membrana celular de células de ovario de hamster chino cuando se desecan usando los métodos del
ejemplo 1, ilustrando los datos 150 de la figura 15 en una escala ampliada donde el nivel de sequedad alcanzado al
final del procedimiento se expresa en unidades de gH-O/gdw; y
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la figura 17 muestra la retencién potenciada de la actividad de la insulina cuando se deseca segln el método de
vitrificacidn tal como se describe en el presente documento, donde la actividad de la insulina se midié mediante ELISA
después de la rehidratacion de las muestras, donde 170 ilustra el patrén, 172 ilustra los resultados después de la
desecacién usando una muestra de insulina 1 uM, trehalosa 100 mM, glicerol al 5 % y 25 min de tiempo de desecacién
demostrando una excelente recuperacién de la actividad, 174 ilustra insulina 1 pMdespués de 25 min de desecacién,
y 176 ilustra insulina 1 pMen trehalosa 100 mM, glicerol al 5 % y 0 min de tiempo de desecacion.

Descripcion detallada

Segln sea necesario, en el presente documento se divulgan aspectos detallados de la presente invencién; sin
embargo, debe entenderse que los aspectos divulgados son meramente a modo de ejemplo de la invencién que
pueden realizarse en formas diversas y alternativas. La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

Las figuras no son necesariamente a escala.

Se entendera que, aunque los términos “primero”, “segundo’, “tercero’, etc., pueden usarse en el presente documento
para describir diversos elementos, componentes, regiones, capas y/o secciones, estos elementos, componentes,
regiones, capas y/o secciones no deben estar limitados por estos términos. Estos términos sélo se usan para distinguir
un elemento, componente, regidén, capa o seccién de otro elemento, componente, regién, capa o seccidén. Por tanto,
“un primer elemento”, “componente”, “regién”, “capa” o “seccién” que se menciona a continuacién podria denominarse
segundo (u otro) elemento, componente, regién, capa o seccién sin apartarse de las ensefianzas del presente
documento.

La terminologia usada en el presente documento tiene el propésito de describir Gnicamente realizaciones particulares
y no pretende ser limitativa. Tal como se usa en el presente documento, se pretende que las formas singulares “un” y
“una” incluyan las formas plurales, incluyendo “al menos uno”, a menos que el contenido indique claramente lo
contrario. “O” significa “y/0”. Tal como se usa en el presente documento, el término “y/o0” incluye todas y cada una de
las combinaciones de uno o mas de los elementos enumerados asociados. Se entenderd ademas que los términos
“comprende” y/o “que comprende” o “incluye” y/o “que incluye” cuando se usan en esta memoria descriptiva,
especifican la presencia de las caracteristicas, regiones, niumeros enteros, etapas, operaciones, elementos y/o
componentes indicados, pero no excluyen la presencia o adicibn de una o mas de otras caracteristicas, regiones,
ndameros enteros, etapas, operaciones, elementos, componentes y/o grupos de los mismos. El término “o una
combinacién de los mismos” significa una combinacién que incluye al menos uno de los elementos anteriores.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos (incluyendo los términos técnicos y cientificos) usados en el
presente documento tienen el mismo significado que entiende cominmente una persona con conocimientos ordinarios
en la técnica a la que pertenece esta divulgacién. Se entenderd ademés que los términos, tales como los definidos en
los diccionarios de uso comun, deben interpretarse con un significado que sea coherente con su significado en el
contexto de la técnica pertinente y la presente divulgacién, y no se interpretaran en un sentido idealizado o
excesivamente formal a menos que se definan expresamente en el presente documento.

En esta memoria descriptiva se usan las siguientes unidades que no son del Sl, que pueden convertirse a la unidad
del S| o métrica respectiva segun la siguiente tabla de conversién:

Nombre de la unidad Factor de conversién Unidad del S/ o métrica

pulgadas 2,54 cm

Los siguientes términos o expresiones usados en el presente documento tienen los significados a modo de ejemplo
enumerados a continuacién en relacién con al menos un aspecto:

“Amorfo” o “vidrio” se refiere a un material no cristalino en el que no existe un orden de largo alcance de las posiciones
de los atomos referido a un parametro de orden de 0,3 o0 menos. La solidificacién de un sélido vitreo se produce a la
temperatura de transicién vitrea Ty. En algunos aspectos, el medio de vitrificacién puede ser un material amorfo. En
otros aspectos, el material biolégico puede ser un material amorfo.

“Temperatura de transicién vitrea” significa la temperatura por encima de la cual el material se comporta como un
liquido y por debajo de la cual el material se comporta de manera similar a la de una fase sélida y entra en estado
amorfo/vitreo. No se trata de un punto fijo de temperatura, sino que es variable en funcién de la escala de tiempo de
la medicién usada. En algunos aspectos, el estado vitreo puede referirse al estado en el que entra la composicidén
biolégica al caer por debajo de su temperatura de transicién vitrea. En otros aspectos, el estado vitreo puede referirse
al estado en el que entra la mezcla de vitrificacidén y/o el agente de vitrificacién al caer por debajo de su temperatura
de transicién vitrea. En aln otros aspectos, el estado vitreo puede tener la rigidez mecénica de un cristal, pero la
disposicién desordenada aleatoria de las moléculas caracteriza a un liquido.
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“Cristal” significa una estructura atémica, i6nica o0 molecular tridimensional que consiste en una disposicién geométrica
especifica y ordenada, que se repite periédicamente y que se denomina red cristalina o celda unitaria.

“Cristalino” significa la forma de una sustancia que estd compuesta por constituyentes dispuestos en una estructura
ordenada a nivel atémico, en contraposicién a la forma vitrea o amorfa. La solidificacién de un sélido cristalino se
produce a la temperatura de cristalizacién Te.

“Vitrificacién”, tal como se usa en el presente documento, es un procedimiento de conversién de un material en un
material amorfo. El sélido amorfo puede estar libre de cualquier estructura cristalina.

“Mezcla de vitrificacién”, tal como se usa en el presente documento, significa una mezcla heterogénea de materiales
biolégicos y un medio de vitrificacion que contiene agentes de vitrificacién y, opcionalmente, otros materiales.

“Material biolégico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a materiales que pueden aislarse o derivarse
de organismos vivos. Los ejemplos de materiales biolégicos incluyen, pero no se limitan a, proteinas, células, tejidos,
6rganos, constructos basados en células, o combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el material biolégico
puede referirse a células de mamiferos. En otros aspectos, el material biolégico puede referirse a células madre
mesenquimatosas humanas, células de fibroblastos murinos, plaquetas sanguineas, bacterias, virus, membranas de
células de mamiferos, liposomas, enzimas, o combinaciones de los mismos. En otros aspectos, el material biolégico
puede referirse a células reproductoras, incluyendo espermatozoides, espermatocitos, ovocitos, évulos, embriones,
vesiculas germinales, o combinaciones de los mismos. En otros aspectos, el material biolégico puede referirse a
sangre completa, glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, virus, bacterias, algas, hongos, o combinaciones de los
mismos.

“Agente de vitrificacién”, tal como se usa en el presente documento, es un material que forma una estructura amorfa,
0 que suprime la formacién de cristales en otro(s) material(es), a medida que la mezcla del agente de vitrificacién y
otro(s) material(es) se enfria o se deseca. El/los agente(s) de vitrificacién también puede(n) proporcionar proteccién
osmética o permitir de otro modo la supervivencia de las células durante la deshidratacién. En algunos aspectos, el/los
agente(s) de vitrificacién puede(n) ser cualquier disolucién soluble en agua que produzca una estructura amorfa
adecuada para el almacenamiento de materiales biolégicos. En otros aspectos, el agente de vitrificacién puede
incorporarse dentro de una célula, un tejido o un érgano.

“Que puede almacenarse o almacenamiento”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de
un material biolégico de conservarse y permanecer viable para su uso en un momento posterior.

“Por encima de la temperatura criogénica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una temperatura
por encima de -80 °C. Temperatura ambiente, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un intervalo de
temperatura de entre 18 y 37 °C.

“Hidréfilo”, tal como se usa en el presente documento, significa que atrae o se asocia preferentemente con las
moléculas de agua. Los materiales hidréfilos con una afinidad especial por el agua maximizan el contacto con el agua
y tienen angulos de contacto mas pequefios con el agua.

“Hidréfobo”, tal como se usa en el presente documento, significa que carece de afinidad por el agua. Los materiales
que son hidréfobos repelen naturalmente el agua, provocando la formacién de gotas, y tienen pequefios angulos de
contacto con el agua.

“Capilaridad”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a o se produce en o como si estuviera en un tubo
de calibre fino que tiene un area de seccion transversal de 2000 um? o menos.

A menudo, los materiales vitrificados se preparan enfriando rdpidamente un material liquido, o pequefios volimenes
de materiales biolégicos sumergidos directamente en nitrégeno liquido. El enfriamiento reduce la movilidad de las
moléculas del material antes de que puedan empaquetarse en un estado cristalino méas favorable
termodinamicamente. Los aditivos que interfieren con la capacidad de cristalizacion del constituyente primario pueden
producir un material amorfolvitrificado. En presencia de agentes formadores de vidrio apropiados, es posible
almacenar materiales biolégicos en una matriz vitrificada por encima de las temperaturas criogénicas y la vitrificacién
puede lograrse mediante deshidratacion.

Algunos animales y numerosas plantas son capaces de sobrevivir a una deshidratacién completa. Esta capacidad de
sobrevivir en estado seco (anhidrobiosis) depende de varios mecanismos genéticos y fisicoquimicos intracelulares
complejos. Entre estos mecanismos se encuentra la acumulacién intracelular de azlcares (por ejemplo, sacéridos,
disacéridos, oligosacaridos) que actlan como protectores durante la desecacién. La trehalosa es un ejemplo de
disacérido producido de manera natural en los organismos tolerantes a la desecacién.

Los azUcares tales como la trehalosa pueden ofrecer proteccidn a los organismos tolerantes a la desecacion de varias
maneras diferentes. Una molécula de trehalosa puede sustituir eficazmente a una molécula de agua ligada por
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hidrégeno de la superficie de una proteina plegada sin cambiar su geometria conformacional ni su plegado, debido a
la ubicacién Unica de los grupos hidroxilo en una molécula de trehalosa. Una molécula de azlcar también puede evitar
la fuga citoplasmica durante la rehidratacién al unirse a las cabezas de los fosfolipidos de la bicapa lipidica. Ademas,
muchos azlcares tienen una alta temperatura de transicién vitrea, lo que les permite formar un vidrio por encima de
la temperatura criogénica o temperatura ambiente con un bajo contenido de agua. El estado “vitreo” altamente viscoso
reduce la movilidad molecular, lo que a su vez impide las reacciones bioquimicas degradativas que conducen al
deterioro de la funcién celular y a la muerte.

La vitrificacién de materiales biolégicos mediante deshidratacién en presencia de trehalosa, un azlcar formador de
vidrio, se ha divulgado por N Chakraborty, et al., Biopreservation and Biobanking, 2010, 8 (2), 107-114. Con referencia
a la figura 1, el sistema 10 es el enfoque méas comun para deshidratar un material biolégico. Una gota 11 sésil se
coloca en un sustrato 12 y se deseca por evaporacién en un recinto 16 que tiene un ambiente 13 de baja humedad.
La humedad, la presidn y la temperatura dentro del recinto pueden controlarse operativamente mediante un dispositivo
17 de control. Sin embargo, la desecacién usando secado por evaporaciéon de las gotas sésiles del sistema 10 es
intrinsecamente lenta y de naturaleza no uniforme. Se forma una piel 15 vitrea en la superficie 14 de contacto
liquido/vapor de la muestra cuando los materiales biol6gicos se desecan en el medio formador de vidrio. Esta piel 15
vitrea ralentiza y, en ultima instancia, impide una mayor desecacién de la muestra mas all4 de un determinado nivel
de sequedad e induce una importante falta de uniformidad espacial del contenido de agua en la muestra. Como
resultado, las células atrapadas en la muestra parcialmente desecada bajo la piel vitrea pueden no vitrificarse sino
degradarse debido a la alta movilidad molecular.

La patente estadounidense n.° 7.883.664 y la patente estadounidense n.° 8.349.252, en las que N. Chakraborty es un
inventor habitual, divulgan métodos para potenciar la tasa de desecacién empleando calentamiento por microondas.
Sin embargo, el método no puede lograr un secado continuo ya que la temperatura del material biolégico aumenta
continuamente hasta niveles inseguros y requiere un complicado control del proceso. Chakraborty et a/. también han
empleado la técnica de secado por centrifugacién para crear peliculas ultrafinas y potenciar la tasa de desecacién. Sin
embargo, este enfoque todavia tiene las limitaciones del sistema 10, de la figura 1, y la desecacién no puede realizarse
de manera uniforme en toda la superficie de la muestra.

En vista de las limitaciones descritas anteriormente, un aspecto de la presente invencién se refiere a un método para
la desecacién rapida y uniforme de una mezcla de vitrificacion. Un objeto de otro aspecto de la presente invencion es
proporcionar un dispositivo para realizar el método de manera eficiente.

Con referencia a la figura 2, cuando un capilar 24 de dimensién de seccidn transversal lineal y uniforme (2r, donde r
es Y2 de la dimensién de seccién transversal) se coloca en un medio liquido o una mezcla heterogénea que contiene
liquido (por ejemplo, un medio poroso) 22, el nivel del liquido subiré en el capilar hasta una altura h que viene dada
por:

h=(%) cosa; (Ec. 1)

donde, p es la densidad del liquido, o es la tensién superficial, o es el angulo de contacto, g es la gravedad, y la
presién en la superficie de evaporacién P, = presién en el liquido P;. En el interior del capilar existird una presioén
negativa, conocida como potencial de succién, en el liquido. Inmediatamente por debajo del menisco 26, el potencial
de succidén sera equivalente a la altura de la columna de liquido h. Esta es la altura a la que la cabeza gravitacional
equilibra la fuerza impulsora capilar méxima que provoca el cese del flujo, y también podria considerarse como la
longitud caracteristica para un capilar dado. A medida que el liquido se evapora, el menisco 26 capilar descendera
dando lugar a una caida de cabeza o presién capilar h. El liquido fluird hacia el capilar para compensar la pérdida de
cabeza. La tasa de secado eg de uno (0 mas) capilares con un &rea de seccién transversal total A que depende de la
densidad de flujo q que fluye a través del capilar puede expresarse como:

eoA=qmr? (Ec. 2)

Sila densidad de flujo g no puede mantenerse a la par con latasa de secado, el aire entra cada vez mas profundamente
en el capilar y reduce la presién capilar, asi como la tasa de secado. Ademds, a altas tasas de evaporacién a través
de capilares finos, el flujo de liquido puede implicar una disipacién viscosa significativa con una pérdida de cabeza
que es proporcional a la velocidad de flujo.

Por tanto, la tasa de evaporacién asistida por capilaridad se ve afectada tanto por la demanda atmosférica (humedad,
temperatura y velocidad de aire/gas en la superficie de evaporaciéon) como por (i) las caracteristicas de los canales
capilares que generan la fuerza capilar impulsora, (ii) la profundidad del menisco de liquido, y (iii) la resistencia viscosa
al flujo a través del capilar. Por consiguiente, las interacciones complejas y altamente dinamicas entre las propiedades
capilares, los procedimientos de transporte y las condiciones limite dan como resultado una amplia gama de
comportamientos de evaporacién. Para el secado rapido, los parametros clave son: (1) las condiciones que respaldan
la formacién y sostienen una red de liquido en la superficie de evaporacién y (2) las caracteristicas que promueven la
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formacién de una presién capilar que induce un flujo suficiente para suministrar agua en la superficie de evaporacién.
En el aspecto 20 de la figura 2, el gradiente de presién capilar hacia la superficie se opone a las fuerzas gravitacionales
y a la disipacién viscosa, mientras que el gradiente de presién capilar esta respaldado por un didmetro capilar mas
pequefio, asi como por un angulo de contacto mas pequefio o por un material capilar hidréfilo. Hay que tener en cuenta
que cuanto menor es el diametro capilar, mayor es la disipacién viscosa. Para lograr una tasa de evaporacién éptima,
deben equilibrarse cuidadosamente el angulo de contacto o la humectabilidad, la longitud y el didmetro del canal
capilar.

En referencia a la figura 3, el aspecto 30 proporciona un método de secado por capilaridad donde el secado se realiza
en un soporte que incluye canales 34 capilares. Por tanto, la fuerza gravitacional, en lugar de oponerse al gradiente
de presién capilar, se convierte en aditiva. Como resultado, el diametro capilar puede ampliarse, reduciendo la
disipacién viscosa que controla la tasa de evaporacién. Ademés, el menisco de liquido/vapor permanece siempre fuera
del capilar, impidiendo la entrada de aire en el mismo, lo que permite un secado constante hasta la desecacién
completa. Tal como se mencioné anteriormente, un angulo de contacto menor o un material capilar hidréfilo favorece
una mayor cabeza capilar y es preferible. Sin embargo, no se prefiere un material capilar totalmente hidréfilo para un
mejor secado. En referencia a la figura 4, en el aspecto 40, un material capilar hidréfilo promoveria la propagacion del
agua en la punta 46 y formaria una capa limite de humedad reduciendo la tasa de evaporacién. Por el contrario, un
capilar 34 hidréfilo con una punta 36 hidréfoba del aspecto 30 de la figura 3 proporciona caracteristicas mejoradas
para el secado. Sin embargo, todavia puede lograrse un secado significativo en ausencia de esta combinacién.

En referencia a la ecuacién 1, la altura capilar se estim6é basédndose en el supuesto de que las presiones a ambos
lados de la superficie de contacto son iguales, es decir, P, = P;. Sin embargo, una presién reducida en la superficie de
contacto de evaporacién, es decir, Po<P;, puede ayudar adicionalmente a la fuerza capilar y mejorar la tasa de secado,
asi como el nivel de secado. Esto es particularmente importante hacia el final del procedimiento, cuando el nivel de
humedad es bajo y la fuerza capilar por si sola ho puede mantener una red de liquido en la superficie de evaporacion.

En referencia a la figura 5, que ilustra condiciones favorables para el secado asistido por capilaridad, el aspecto 50
divulga un método para la vitrificacién de materiales biolégicos, comprendiendo el método: proporcionar una pluralidad
de canales capilares que forman una placa/membrana 53 capilar, teniendo los canales capilares una primera abertura
54 y una segunda abertura 56; colocar una mezcla 52 de vitrificaciéon en la primera abertura 54, exponiendo ademas
las segundas aberturas 56 y la superficie 59 de la mezcla de vitrificacién a una atmésfera 58 circundante que tiene
una humedad inferior a la de la mezcla de vitrificacién; y desecar dicha mezcla de vitrificaciéon por accién capilar hasta
que dicha mezcla de vitrificacién entre en un estado vitreo. La quimica, la humedad, la presién y la temperatura dentro
del recinto 55 se controlan mediante un mecanismo 57 de control.

El mecanismo 57 de control se simplifica con propésitos de ilustraciéon Unicamente y puede tener multiples sistemas y
mecanismos para lograr las condiciones més favorables para la desecacién y vitrificaciéon. En algunos aspectos, una
segunda placa/membrana capilar similar a la 53 se coloca directamente encima la mezcla 52 de vitrificaciéon para
beneficiarse del método de secado asistido por capilaridad de la presente divulgacién en la superficie superior de la
mezcla 52 de vitrificacién. Sin embargo, la gravedad no favorecera la fuerza capilar en la parte superior. En algunos
aspectos, se proporciona un flujo de gas de baja humedad (menos del 30 % de humedad relativa) a través de las
segundas aberturas 56 de la placa/membrana capilar para potenciar el efecto capilar. Como gas de baja humedad
pueden usarse gases inertes o relativamente inertes, tales como nitrégeno, argén, xenén, u otros. En algunos
aspectos, se mantiene una presién reducida o un vacio dentro del recinto 55. En algunos aspectos, se proporciona
una fuerza/presién de succién a través de la segunda abertura 56 para lograr una mayor velocidad de desecacién.
Cabe sefialar que mantener un ambiente de baja humedad (opcionalmente un 5 % de humedad relativa 0 menos) es
esencial para evitar la rehidratacién después de la desecacién.

En referencia a la figura 6A, en el aspecto 60, la placa/membrana capilar incluye un sustrato 62 con agujeros 64
cilindricos que forman una pluralidad de canales capilares. Debe observarse que se muestran canales rectos,
sustancialmente paralelos, con propésitos de ilustracién Unicamente, los canales realmente usados pueden tener
cualquier forma de seccién transversal y configuracién adecuadas para el propésito, ilustrativamente ovalada, circular,
poligonal, irregular, u otra forma. Con propésitos de ilustracién, la figura 6B muestra un aspecto 65 donde los canales
69 de seccidn transversal cuadrada estan formados por hilos 67 de tejido. La placa/membrana de secado por
capilaridad es lo suficientemente fina y resistente como para proporcionar una baja disipacién viscosa y a la vez
contener los materiales biolégicos durante el procedimiento de desecacién.

Un canal capilar tiene una longitud definida opcionalmente por el grosor de un sustrato que forma los canales o por
uno o una pluralidad de los propios canales individuales. Una longitud de canal capilar es opcionalmente de un
milimetro o menos, pero no esta limitada a esta especificacién. Opcionalmente, una longitud de canal capilar esta
entre 0,1 micrémetros y 1000 micrémetros, o cualquier valor o intervalo entre los mismos. Opcionalmente, una longitud
de canal capilar es de 5-100 micrémetros, opcionalmente de 1-200 micrémetros, opcionalmente de 1-100 micrémetros.
Una longitud de canal capilar es opcionalmente de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 6 100 micrémetros. En algunos aspectos, la longitud de los canales capilares varia a lo largo de una pluralidad de
canales capilares, opcionalmente en una variacién no uniforme.
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El 4rea de seccidn transversal del/de los canal(es) capilar(es) sera de 2000 um? o menos. Opcionalmente, el area de
seccién transversal es de desde 0,01 um? hasta 2000 um?, opcionalmente de 100 um? a 2000 um?, o cualquier valor
o intervalo entre los mismos. Opcionalmente, un area de seccién transversal del/de los canal(es) capilar(es) es de
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 9200, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900 0 2000 um?
0 menos. Segun la reivindicacién 1, cada uno de los canales capilares tiene un area de seccidn transversal de 0,01 a
100 micrémetros cuadrados.

Opcionalmente, elllos canal(es) capilar(es) de la invencién tendra(n) una dimensién, opcionalmente un didmetro, de
seccion transversal lineal de 0,1-10 micrémetros, o cualquier valor o intervalo entre los mismos. Para los canales que
no son de seccion transversal circular, esto corresponderia a un area de seccién transversal de 0,01 micrémetros
cuadrados a 100 micrémetros cuadrados.

La placa/membrana de secado por capilaridad puede estar constituida por un material que no sea téxico para los
biomateriales y que no reaccione quimica o fisicamente con el medio de vitrificacién. Puede ser un polimero, un metal,
una ceradmica, un vidrio, o una combinacién de los mismos, adecuado. Se prefieren los polimeros inertes o sus
compuestos. En algunos aspectos, la membrana capilar se forma a partir polidimetilsiloxano (PDMS), policarbonato,
poliuretano, poliéster (por ejemplo, poli(tereftalato de etileno)), entre otros. Los ejemplos ilustrativos de una membrana
que contiene canales capilares adecuada como superficie en los dispositivos y procedimientos proporcionados en el
presente documento incluyen membranas de filtracién hidréfilas tales como las comercializadas por EMD Millipore,
Bellerica, MA. Una placa/membrana de secado por capilaridad se forma opcionalmente a partir de un material no
reactivo con el material biolégico o con el agente de vitrificaciéon, o con otros reactivos/materiales usados en el sistema.
Una placa/membrana de secado por capilaridad no reactiva no se uniré a, ni alterara ni producira de otro modo una
asociacion quimica o fisica con un componente del medio de vitrificacién (por ejemplo, una muestra biolégica).
Opcionalmente, una placa/membrana de secado por capilaridad no esta derivatizada. Opcionalmente, los canales
capilares pueden formarse en un sustrato de material y grosor deseados mediante técnicas de formacién de PDMS,
perforacién con laser, u otra técnica de formacién de orificios conocida en la técnica.

La presencia de agentes de vitrificacién adecuados en la mezcla de vitrificacion es fundamental a medida que la
mezcla se deseca. El método de desecacidn rapida por si mismo no garantiza la viabilidad de las células u otro material
biolégico vitrificado. Se requiere que un material/agente de vitrificacién forme cristales, o suprima la formacién de
cristales en otros materiales. El/los agente(s) de vitrificacion también puede(n) proporcionar proteccién osmética o
permitir de otro modo la supervivencia de las células durante la deshidratacién. En referencia a la figura 7A, las
estructuras 72 dendriticas indeseables y dafiinas que significan cristalizaciéon, asi como el ovocito 70
comprometido/dafiado, pueden verse en la muestra cuando se desecd empleando el método de la presente
divulgacién en ausencia de cualquier agente de vitrificacién formador de vidrio. Los detalles del protocolo experimental
se proporcionan en el ejemplo 2.

Los ejemplos ilustrativos de un agente de vitrificacién incluyen, pero no se limitan a, dimetilsulféxido, glicerol, azlcares,
polialcoholes, metilaminas, betinas, proteinas anticongelantes, agentes antinucleantes sintéticos, poli(alcohol vinilico),
ciclohexanotrioles, ciclohexanodioles, sales inorganicas, sales orgénicas, liquidos iénicos, o combinaciones de los
mismos. Un medio de vitrificacién contiene opcionalmente 1, 2, 3, 4, o méas agentes de vitrificacién.

El medio de vitrificacién incluye un agente de vitrificacién a una concentracién que depende de la identidad del agente
de vitrificacién. Opcionalmente, la concentracién del agente de vitrificacién estda a una concentracién que esta por
debajo de la que sera toxica para la muestra biolégica que esta vitrificAndose, cuando la toxicidad es tal que no se
logra la viabilidad funcional o bioldgica en el uso posterior de la muestra. La concentraciéon de un agente de vitrificacién
es opcionalmente de 500 puM a 6 M, o cualquier valor o intervalo entre los mismos. Para el agente de vitrificacién
trehalosa, la concentracién es opcionalmente de 1 M a 6 M. Opcionalmente, la concentracion total de todos los agentes
de vitrificacién cuando se combinan es opcionalmente de 1 M a 6 M.

El medio de vitrificacién incluye opcionalmente agua u otro disolvente, un agente de tamponamiento, una o mas sales
u otros componentes. Un agente de tamponamiento es cualquier agente con un pKa de 6 a 8,5 a 25 °C. Los ejemplos
ilustrativos de agentes de tamponamiento incluyen HEPES, TRIS, PIPES, MOPS, entre otros. Un agente de
tamponamiento se proporciona a una concentracién adecuada para estabilizar el pH del medio de vitrificaciéon a un
nivel deseado.

En referencia a la figura 7B, se logrd una vitrificacién completa cuando los ovocitos de ratén se desecaron empleando
el método de la presente divulgacién utilizando una mezcla de vitrificacién que contenia trehalosa (1,8 M), glicerol,
colina y betina (60 mM). La integridad del ovocito 75 es evidente y representa los beneficios del método 77 de
vitrificacién asistida por capilaridad divulgado en el presente documento. La importancia de un medio de vitrificacién
apropiado se ilustra ademas en las figuras 8A y 8B. Incluso a las rapidas tasas de desecacidn posibles en las peliculas
ultrafinas (secado por centrifugacién tal como el que se usa en los métodos anteriores, tal como se ilustra en la figura
1) no se garantiza una vitrificacién homogénea, y la figura 8A muestra la formacién de cristales 84 de hielo en la mezcla
de vitrificacion que comprende células de ovario de hamster chino (CHO) pero sin agente formador de vidrio. Por el
contrario, el medio de vitrificacién que comprende trehalosa, HEPES, ChCl y betina dio como resultado un material 86
biolégico uniformemente vitrificado bajo la configuracién de peliculas ultrafinas (secado por centrifugacién) tal como
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se muestra en la figura 8B. En comparacién con el secado por centrifugacion, el método de desecacién asistida por
capilaridad divulgado en el presente documento no restringe la mezcla de material biolégico a adaptarse a la forma de
pelicula ultrafina para lograr tasas de desecacién muy rapidas de 3 gH-O/gdw/min - 2 gH>-O/gdw/min.

La trehalosa, un azlcar formador de vidrio, se ha empleado en la vitrificacién anhidra y puede proporcionar tolerancia
a la desecacién de varias maneras. En referencia a la figura 9, la calorimetria diferencial de barrido muestra que una
trehalosa 1,8 M vitrificada en agua tiene una temperatura 90 de transicidn vitrea de -15,43 °C. Para lograr la vitrificacién
por encima del punto de congelacién del agua, 0 °C, esta concentracién no es ideal y se requieren concentraciones
méas altas (6-8 M) que podrian ser perjudiciales para los materiales biolégicos. En referencia a la figura 10, una mezcla
vitrificada que incluye trehalosa 1,8 M, HEPES 20 mM, ChCl 120 mM y betina 60 mM muestra una temperatura 100
de transicion vitrea de +9 °C. Ademas se advierte la influencia de los agentes de tamponamiento. Tal como se muestra
en la figura 11, el uso del tampén betina que contiene grandes iones organicos muestra una influencia notable en el
recuento 110 de células de ovario de hamster chino (CHO) vivas/muertas después de 40 minutos de desecacion en
una caja seca convencional en comparacién con el uso de HEPES 112, que también contiene grandes iones orgénicos.
Las placas 114 y 116 lo subrayan adicionalmente en cuanto a recuentos de células vivas y muertas después de 55
minutos.

Un medio de vitrificacién a modo de ejemplo para el método de vitrificacién asistida por capilaridad divulgado en el
presente documento puede incluir trehalosa, y uno o mas agentes de tamponamiento que contengan iones orgénicos
grandes (>120 kDa) tales como colina o betina o HEPES, asi como agente(s) de tamponamiento que contenga(n)
iones pequefios tales como K o Na o Cl. La influencia de esta composicién del medio de vitrificacién en la integridad
de la membrana celular bajo el método de desecacién rapida de la presente divulgacién, donde pueden alcanzarse
instantdneamente niveles de humedad ultrabajos (por ejemplo, 0,1 gH>O/gdw 0 menos), se ilustra ademés en las
figuras 15 y 16 usando un medio de vitrificacién que incluye trehalosa (para conservar/estabilizar las biomoléculas
grandes), glicerol (para conservar/estabilizar las biomoléculas pequefias y evitar la movilidad molecular en los espacios
intersticiales), y un tampén cloruro de colina. Esta composicién a modo de ejemplo no limita el alcance del uso de
formulaciones alternativas para el método divulgado en el presente documento.

El método de vitrificacién asistida por capilaridad puede realizarse a una temperatura de desde -80 °C hasta +60 °C.
El intervalo de temperatura es opcionalmente donde la movilidad de las moléculas de agua en la muestra es alta y la
temperatura no es perjudicial para la salud ni la viabilidad del material biolégico. Esto variaria de un material a otro,
asi como la composicidén del medio de vitrificacién. En algunos aspectos, la temperatura de vitrificacién es de 0,1 °C a
40 °C. Opcionalmente, la temperatura de vitrificacién es de 4 °C a 26 °C. Opcionalmente, la temperatura de vitrificacién
es de 25 °C.

El método de vitrificacién asistida por capilaridad puede realizarse en una atmésfera o ambiente seco. Un ambiente
seco es un ambiente con un nivel de humedad inferior a la saturaciéon. En algunos aspectos, el nivel de humedad del
ambiente, tal como el ambiente en el segundo lado del tubo capilar, es del 30 % de humedad relativa o menos,
opcionalmente el 20 % o menos, opcionalmente el 10 % o menos, opcionalmente el 5 % o menos. Un ambiente seco
tiene opcionalmente una humedad de entre el 1% y el 30 % o cualquier valor o intervalo entre los mismos,
opcionalmente entre el 1 % y el 5 %.

El método de vitrificacidén asistida por capilaridad puede realizarse en un ambiente de baja presién (menos de 1 atm
(760 mmHg)). Un ambiente de baja presién tendrd un impacto favorable en la tasa de vitrificacién. La presién ambiental
es opcionalmente de 100 mmHg o 0,1 atm. Opcionalmente, la presién ambiental es de desde 10 mmHg hasta
760 mmHg, o cualquier valor o intervalo entre los mismos. Opcionalmente, la presién ambiental es de desde 10 mmHg
hasta 200 mmHg.

El método de vitrificacién asistida por capilaridad puede realizarse durante un tiempo de desecacién. Un tiempo de
desecacién es un tiempo suficiente para promover un secado adecuado para vitrificar el medio de vitrificaciéon. Un
tiempo de desecacién es opcionalmente de 1 segundo a 1 hora. Opcionalmente, un tiempo de desecacién es de
1 segundo a 50 min, opcionalmente de 5 segundos a 60 min. El tiempo de desecacién puede variar segun el tipo de
muestra o las caracteristicas fisicas y las particularidades de los canales capilares.

Los beneficios del método de vitrificaciéon asistida por capilaridad divulgado en el presente documento se ilustran
ademas en la figura 17. Cuando las muestras de insulina se desecan de forma idéntica en ausencia de agente de
vitrificacién, se produce una pérdida significativa de actividad, 174, en comparacién con las desecadas en presencia
de agente de vitrificacién, 172. Ademés, la presencia del propio agente de vitrificacién no es suficiente para conservar
la actividad de la insulina, 176, sin desecacidén. En general, puede conservarse un nivel significativo de actividad de la
insulina siguiendo el método de vitrificacién asistida por capilaridad divulgado en el presente documento. Diversos
materiales proteicos pueden estabilizarse siguiendo el método de vitrificacion asistida por capilaridad divulgado en el
presente documento. Se aprecia que estos materiales bioldgicos vitrificados pueden sellarse en paquetes protectores,
para su transporte y almacenamiento a largo plazo. Ademas, algunas de las muestras biolégicas vitrificadas pueden
almacenarse a temperaturas ambientales sin necesidad de una cadena de frio. Pueden utilizarse tras su rehidratacién.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, insulina, interleucina 1, interleucina 2, vacunas contra el tétanos y la
hepatitis, etc.
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En referencia a la figura 12, el aspecto 120 ilustra un dispositivo de vitrificacién no criogénica de material biolégico a
modo de ejemplo para aprovechar los beneficios del método de vitrificacién asistida por capilaridad tal como se
proporciona en el presente documento, que incluye: un receptaculo 126 constituido por una placa/membrana de
secado por capilaridad de la presente divulgacién, que tiene una primera abertura capilar en el interior del receptaculo
y una segunda abertura capilar en el exterior del receptaculo; una tapa 127 desmontable constituida por una
placa/membrana de secado por capilaridad de la presente divulgaciéon para llenar una cantidad necesaria de dicha
mezcla 125 de vitrificacién dentro del receptaculo en el que dicha mezcla de vitrificacién estd operativamente en
contacto con las primeras aberturas de los canales capilares; y un recinto 121 operativamente en comunicacién
gaseosa con las segundas aberturas de los canales capilares, asi como con un ambiente externo en el que pueden
controlarse operativamente la presién, la temperatura y la humedad dentro del recinto. La superficie exterior del
receptaculo 126 mantiene un espacio 128 desde el limite del recinto 121 mediante la colocacién de separadores 124
perforados para facilitar el flujo de gas y la accién de desecacién. Una vista ampliada del separador 124 se muestra
en 1245,

El recinto del aspecto 120 es impermeable a la humedad y al gas y tiene entrada(s) 122 y salida(s) 123 sellable(s).
La(s) entrada(s) y salida(s) sellable(s) permite(n) el flujo de gas a través de la superficie exterior del receptaculo o
mantiene(n) una presién reducida a través de la misma con el fin de potenciar la accién de desecacién. Puede haber
una o una pluralidad de entradas o salidas. El mecanismo de sellado puede ser mecanico, basado en adhesivo o por
consolidacién térmica (sellado por calor). El método de vitrificacién asistida por capilaridad puede llevarse a cabo in
situ conectando la(s) entrada(s) y salida(s) a dispositivos adecuados que puedan controlar la humedad, la presién y la
temperatura dentro del recinto. Se consigue una desecacién muy rapida gracias a un area de contacto capilar méas
grande con la mezcla de vitrificacién desde todos los lados. Esto también permite la vitrificacién de mayores volumenes
de mezcla de vitrificacién, lo que constituye una grave limitacién de los métodos y sistemas anteriores. En general, el
grosor de la muestra sera de 1 centimetro o menos. Opcionalmente, el grosor sera de aproximadamente 1 milimetro
0 menos. Se entiende que la especificacién del grosor del aspecto 120 es a lo largo del eje vertical de la imagen y
puede intercambiarse en un constructo tridimensional. El método puede realizarse en un area grande.

Una vez completado el procedimiento de desecacién hasta un nivel de humedad deseado, la entrada y la salida se
sellan para evitar la rehidrataciéon del material vitrificado. Alternativamente, pero que no forma parte de la presente
invencién, el receptaculo puede utilizarse para desecar la mezcla de vitrificacibn en una cédmara independiente
empleando el método divulgado en el presente documento y luego sellarse en el recinto 121. El dispositivo 120 puede
configurarse en un dispositivo portatil en el que, opcionalmente, la tapa 127 superior y el recinto externo a lo largo de
la linea 122 y 123 de sello pueden retirarse y adherirse a la superficie de aplicacién. Son posibles muchas
configuraciones y aplicaciones. Pueden encontrarse ejemplos ilustrativos de un dispositivo portétil en la publicacién
de solicitud de patente estadounidense n.° 2011/0054285 A1.

En referencia a la figura 13, se proporciona un potenciamiento adicional al dispositivo en otro aspecto 130, en el que
se proporcionan una pluralidad de tubos/mechas 139 capilares en comunicacién operativa con la mezcla de
vitrificacién y el ambiente del recinto con el fin de potenciar la accién de desecacién. Esta caracteristica adicional
permitiria la desecacioén de un volumen mas espeso de la mezcla de vitrificacién. Debe hacerse una distincién entre
los canales capilares de la presente divulgacién y el tubo 139 capilar. El dispositivo 139 capilar puede ser un cilindro
hueco que comprende las caracteristicas del receptaculo 136 tal como se muestra en 1395. Como tal, un tubo puede
imaginarse como un sustrato sustancialmente tubular de canales capilares que se extiende dentro de la muestra para
aumentar eficazmente el &rea de superficie del ambiente externo a la muestra. El extremo del tubo en contacto con la
mezcla de vitrificacién estd opcionalmente cerrado. Alternativamente, también puede utilizarse una mecha que
comprenda canales capilares; sin embargo, se prefiere un tubo. La mayoria de las discusiones relativas al aspecto
120 también son aplicables al aspecto 130 y se repiten.

En referencia a la figura 14, se proporciona un aspecto 140 adicional que incluye un receptaculo formado por mdultiples
cavidades 144 con espacio de secado entre cavidades y una tapa 142 comun con el fin de potenciar la accién de
desecacién. Alternativamente, cada cavidad puede tener también tapas individuales. Las especificaciones 141y 145
constituyen el recinto externo y 143 es la mezcla de vitrificaciéon que incluye la muestra. Aunque las entradas y salidas
del dispositivo no se muestran en la imagen, el dispositivo funciona segun las ensefianzas de la presente divulgacién
y las discusiones relativas al aspecto 120 y 130 son aplicables a este aspecto. Ademas, los tubos/mechas capilares
del aspecto 130 también pueden desplegarse en este aspecto. Los dispositivos de los aspectos 120, 130 y 140 son
suficientemente flexibles y reconfigurables para convertirse en un dispositivo portétil.

El tiempo que un material biolégico puede permanecer viable en estado vitrificado durante el almacenamiento por
encima de la temperatura criogénica puede variar de un material de muestra a otro. En algunos aspectos, un material
biolégico puede permanecer viable mientras se almacena por encima de la temperatura criogénica durante 2-20 dias.
En otros aspectos, un material biolégico puede permanecer viable mientras se almacena por encima de la temperatura
criogénica durante 10 semanas. En otros aspectos, un material biol6gico puede permanecer viable mientras se
almacena por encima de la temperatura criogénica durante hasta un afio. En otros aspectos, un material biolégico
puede permanecer viable mientras se almacena por encima de la temperatura criogénica durante hasta 10 afios.
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Alternativamente, después de la vitrificacién por encima de las temperaturas criogénicas empleando las ensefianzas
y los dispositivos de la presente divulgacién, el material biolégico vitrificado puede almacenarse a temperaturas
criogénicas durante periodos muy largos. Para muchos materiales biolégicos, este es un enfoque preferido para evitar
la criolesion que cominmente se produce durante la vitrificaciéon directa a temperaturas criogénicas. Un enfoque
preferido en un aspecto es vitrificar los materiales biol6gicos a temperatura ambiente utilizando bajas concentraciones
de agentes de vitrificacion (por ejemplo, trehalosa <2 M) y luego almacenar inmediatamente a temperaturas
criogénicas. Por tanto, dicho dispositivo estd opcionalmente constituido por materiales almacenables a una
temperatura de entre -196 °C y 60 °C tras la vitrificacién segun las ensefianzas de la presente divulgacién.

Se ilustran beneficios adicionales del método y los dispositivos divulgados en las figuras 15 y 16. En referencia a la
figura 15, se compara la integridad de la membrana celular de células de ovario de hamster chino (CHO) desecadas
a diferentes niveles de humedad. Los circulos 152 abiertos representan la integridad de la membrana frente al nivel
de humedad mientras se deseca una mezcla de vitrificacién que comprende trehalosa 1,8 M con tampén HEPES en
una caja seca convencional. Tal como puede observarse, la membrana celular estd completamente destruida cuando
el nivel de humedad alcanza 1 gH.O/gdw. Cuando se utilizd el tampén betina en el procedimiento de desecacién en
caja seca, la integridad de la membrana representada por los circulos 154 cerrados mejord en comparacién con el
tampon HEPES; sin embargo, las membranas estaban casi destruidas cuando la humedad alcanzd el nivel de 1
gH-O/gdw. Los beneficios del método de desecacién rapida asistida por capilaridad divulgado en el presente
documento se ilustran mediante los circulos 150 cerrados que demuestran que la integridad de la membrana se
conserva en gran medida incluso cuando el nivel de humedad ha alcanzado un nivel extremadamente bajo que no es
factible en los procedimientos de desecaciéon en caja seca convencionales. Los niveles de humedad que pueden
alcanzarse mediante el método divulgado se ilustran ademas en la figura 16. Mientras que el tampén betina ayuda en
la conservacién de la integridad de la membrana, el procedimiento de desecacién répida de la presente divulgacion
vitrifica los materiales biol6gicos incluso antes de darse cuenta, lo que es en gran parte responsable de la conservacion
de su integridad.

Ejemplos utiles para la comprensién de la invencién
1. Experimentos con células de ovario de hdmster chino (CHO):

Cultivo de células: se obtuvieron células de ovario de hamster chino (CHO) de la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo (ATCC, Manassas, VA), y se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen,
Carlsbad, CA) complementado con suero bovino fetal al 10 % (Atlanta Biologicals, Norcross, GA) y penicilina-
estreptomicina al 2 % (penicilina G 10 U/ml y sulfato de estreptomicina 10 pg/ml, Invitrogen, Carlsbad, CA). Se
mantuvieron los cultivos en matraces T de 25 cm? (Corning Incorporated, NY) a 37 °C y se equilibraron con el 10 %
de COx-el 90 % de aire. Tras el cultivo de células hasta la confluencia deseada del 70 %, se tripsinizaron las células,
se sedimentaron y se volvieron a dispersar para crear una concentraciéon de 1x10° células/ml en DMEM.

Montaje del dispositivo: se creé una colada de PDMS que tenia unas dimensiones de 0,25 pulgadas x 0,38 pulgadas
con una cavidad circular central (0,05 pulgadas) y se colocé sobre la misma una membrana de polipropileno (obtenida
de Sterlitech Corporation, Kent, WA) que tenia tamafios de poro de 5 um y un grosor de 100 pm. Estos poros
proporcionaban la accién capilar deseada para desecar las células. Se utilizé6 este montaje como dispositivo capilar.
Se alojé toda la configuracién dentro de un recinto construido a medida (poliestireno, 6x8x6 pulgadas) que contenia
una atmésfera de baja humedad (~2 % de HR) y se purgd con nitrégeno de calidad médica para evitar la captacion
de humedad a través de la superficie abierta de la muestra. Se colocé una tapa unida a una microbomba controlada
por ordenador (Dolomite, Charlestown, MA) en la cavidad para facilitar la rapida eliminacién de la humedad de las
muestras a través de los canales capilares.

Desecacién: tras colocar una muestra de 20 ul de células suspendidas a una concentracién de 1x10° células/ml encima
del sustrato capilar, se puso en marcha la microbomba (1 ml/min) para desecar la muestra. La desecacidén de la
muestra biolégica tuvo lugar en el plazo de 5 segundos. Se realizaron los experimentos de desecacién con muestras
celulares sin agentes formadores de vidrio tales como la trehalosa, asi como con un medio de vitrificacion que
comprendia HEPES: 20 mM, ChCI: 120 mM, trehalosa: 1,8 M, betina: 60 mM, y se ajusté el pH con sales de potasio
a 7,2 (SAMADHI). También se realizaron experimentos comparativos en sustratos de cuarzo sin emplear el dispositivo
capilar en una caja seca convencional que contenia poca humedad y se purgd con nitrégeno de calidad médica. Tras
la desecacién, se extrajeron las muestras celulares y se evalué la integridad de la membrana.

Cuantificacién de la humedad residual: se realizé analisis gravimétrico a granel del contenido de agua de las muestras
usando una balanza analitica de alta precisién (Mettler Toledo XP Ultra Microbalance, Columbus, OH). Se midieron
los pesos inicial y final de las muestras y se usaron para calcular el contenido de humedad. Se determinaron los pesos
secos de las muestras mediante coccién en un horno de vacio a una temperatura inferior a la temperatura de transicién
vitrea de la trehalosa (~90 °C) durante 8 h.

Evaluacién de la viabilidad: se determin la integridad de la membrana usando ensayos de integridad de la membrana
con Syto-13/bromuro de etidio (Molecular Probes, Eugene, OR). Se preparé la disolucién madre para la tincién con
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Syto-13/bromuro de etidio afiadiendo 10 pl de disolucién (ac.) de Syto-13 1 mg/ml y 5 ul de disolucién (ac.) de bromuro
de etidio 1,0 mg/ml a 8 ml de DMEM sin rojo de fenol ni suero (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). Tras la rehidratacién, se
afladieron 500 pl de disolucién de Syto-13/bromuro de etidio a las células adheridas a los cubreobjetos, y se incubaron
las muestras a 37 °C durante 5 min. A continuacién, se obtuvieron imagenes de estas muestras con un microscopio
invertido (Carl Zeiss Biosystems, Oberkochen, Alemania) usando filtros FITC y Pl. Se determiné la viabilidad celular
inmediatamente después de la rehidratacién con esta técnica contando las células vivas (verde) y muertas (rojo) en
siete imagenes representativas tomadas en diferentes lugares del cubreobjetos. En la figura 11 se presentan
resultados ilustrativos.

2. Experimentos con ovocitos de ratén:

Animales: se adquirieron ratones hembra B6D2F1 de seis semanas de edad de Charles River Laboratories (Boston,
MA, EE. UU.). Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo con la aprobacion del comité de cuidado y uso
de animales.

Extraccién de ovocitos: se superovularon los ratones hembra B6D2F1 de 6 semanas de edad con 7,5 Ul de
gonadotrofina de suero de yegua prefiada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y 7,5 Ul de gonadotrofina coriénica
humana (Sigma-Aldrich) administradas mediante inyecciones intraperitoneales con 48 horas de diferencia. Catorce
horas después de la inyeccién de gonadotrofina coriénica humana, se anestesiaron las hembras con Avertin (Sigma-
Aldrich) y luego se sacrificaron por dislocacién cervical y se les extirparon los oviductos. Se liberé el complejo cimulo-
ovocito de la regién ampular de cada oviducto mediante la puncién del oviducto con una aguja de calibre 27. Se
retiraron las células del cimulo mediante la exposicién a hialuronidasa (80 Ul/ml) (Irvine Scientific, Santa Ana, CA,
EE. UU.) durante 3 min y se lavaron tres veces con medio de fluido tubarico humano (HTF) (Irvine Scientific) con suero
bovino fetal al 10 % (FBS; Gibco, Carlsbad, CA, EE. UU.). Se transfirieron los ovocitos y se cultivaron en medio HTF
(Quinn et al. 1995) con FBS al 10 % a 37 °C y el 5 % de CO2 en aire hasta que se vitrificaron por desecacién.

Desecacién: se realizaron experimentos de desecacién empleando el dispositivo capilar descrito en el ejemplo 1
anterior y siguiendo los mismos protocolos.

3. Experimentos con insulina:

Materiales y métodos: la disolucién de insulina humana quimicamente definida, recombinante a partir de
Saccharomyces cerevisiae, con una concentracién de 10 mg/ml se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y se
almacend a 4 °C. La trehalosa dihidratada de alta pureza y baja concentraciéon de endotoxina se obtuvo de Pfanstiehl
(Cleveland, OH) y el glicerol se adquirié de Sigma-Aldrich. Se diluyd la insulina en serie hasta producir una disolucién
madre con una concentracién de insulina de 25 png/ml en agua destilada UltraPure™ y se afiadi6 la disolucién a la
disolucién a base de trehalosa previamente agitada con vértex. Una disolucién a base de insulina en agua destilada
independiente sin trehalosa ni glicerol se designé como grupo de control. Tanto las disoluciones experimentales como
las de control se almacenaron a 4 °C. Se us6é una membrana hidréfila de EMD Millipore (Billerica, MA) con un tamafio
de poro de 0,22 um como sustrato capilar. Se colocaron todas las muestras en una camara de vacio que se conectd
a una bomba rotativa de paletas Edwards RV3 de dos etapas (Crawley, Reino Unido) y a una columna de desecacion
Drierite. A continuacién, se secaron las muestras a base de insulina continuamente a vacio durante 25 minutos a una
presiéon de entre -27 y -30 pulgadaHg. Tras el secado, se extrajeron las muestras y volvieron a pesarse para determinar
la cantidad de pérdida de agua debida al secado. Se calculé la razén de humedad residual (gH>O/gdw) de todas las
muestras desecadas para cuantificar la eficiencia del procedimiento de desecacién. Tras la desecacién, se
rehidrataron todas las muestras en 4 veces la cantidad de agua destilada perdida como resultado del secado. Al mismo
tiempo, se rehidrataron las muestras “no desecadas” de la disolucién de insulina a base de trehalosa en agua destilada
para que sirvieran como punto de referencia de la actividad proteica para las muestras desecadas. Se siguié el
protocolo de ELISA proporcionado por el proveedor (Life Technologies), tras el cual se leyd y analizé la placa de
microtitulacién que contenia los patrones y todos los grupos de muestras mediante el espectrémetro de microplacas
Epoch 2 (BioTek Instruments, Winooski, VT) con el software de andlisis de datos Gen5 relacionado que genera lecturas
de densidad 6ptica (DO) que representan la actividad proteica. Los resultados se ilustran en la figura 17.

Aunque se han ilustrado y descrito aspectos de la invencién, no se pretende que estos aspectos ilustren y describan
todas las formas posibles de la invencién. Més bien, pueden realizarse diversas modificaciones y sustituciones a los
mismos sin apartarse del alcance de la invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la vitrificacién de uno o mas materiales biolégicos por encima de la temperatura
criogénica, comprendiendo el método:

a) proporcionar una membrana capilar que comprende una pluralidad de canales capilares, teniendo cada
uno de dichos canales capilares una primera abertura (54) y una segunda abertura (56), en el que la pluralidad
de canales capilares estan alojados en un sustrato y estan unidos juntos para formar la membrana capilar y
en el que cada uno de dichos canales capilares tiene un area de seccién transversal de 0,01-100 micrémetros
cuadrados;

b) proporcionar una mezcla (52) de vitrificacién, comprendiendo dicha mezcla de vitrificacién uno o mas
materiales biolégicos y un medio de vitrificacion;

¢) poner en contacto dicha membrana capilar con dicha mezcla de vitrificacién de modo que la membrana
capilar entre en contacto con una superficie de la mezcla de vitrificacién, entrando en contacto la membrana
capilar con la mezcla de vitrificacién de modo que la primera abertura de dichos canales capilares esté
operativamente en contacto con dicha mezcla de vitrificacién;

d) dichas segundas aberturas de dichos canales capilares operativamente en comunicacién con una
atmésfera (58) circundante que tiene una humedad inferior a la de dicha mezcla de vitrificacion; y

e) desecar dicha mezcla de vitrificacion por accién capilar hasta que dicha mezcla de vitrificacién entre en un
estado vitreo.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha membrana capilar tiene un grosor de 1 micrémetro
a 500 micrémetros.

Procedimiento segln la reivindicaciéon 1 6 2, en el que dicha mezcla de vitrificacibn comprende trehalosa,
glicerol y betina y/o colina.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas la etapa adicional
de proporcionar un flujo de gas a través de dichas segundas aberturas.

Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que dicho gas es aire o gas inerte con un nivel de humedad
relativa del 30 % o menos.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicha membrana capilar esta
constituida por un material hidréfilo.

Procedimiento segln la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa adicional de encerrar dicha mezcla
de vitrificacién en un estado vitreo en un recinto protector, siendo dicho recinto impermeable al agua y al aire,
y almacenar dicho recinto protector a una temperatura entre -196 °C y +60 °C durante un tiempo de
almacenamiento de 20 dias 0 més.

Dispositivo de vitrificacion no criogénica que comprende:

un receptéculo con paredes que comprenden una pluralidad de canales capilares que tienen, cada uno, una
primera abertura y una segunda abertura, en el que la pluralidad de canales capilares estan alojados en un
sustrato y estén unidos juntos para formar una membrana capilar, en el que la membrana capilar esta
constituida por un material hidréfilo y en el que la membrana capilar esta dispuesta de modo que, cuando se
coloca una mezcla de vitrificacién en el receptaculo, la mezcla de vitrificacién estd operativamente en contacto
con las primeras aberturas de dichos canales capilares; y

un recinto operativamente en comunicacién con las segundas aberturas de dichos canales capilares, asi

como con un ambiente externo en el que pueden controlarse la presién, la temperatura y la humedad dentro
del recinto.
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