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INTRODUCCtiN 

La ãaponibilidrd. atmaouwmicnto y Iransportc del tejido 
donante estAn entre los maywes prcWefrt9rr ptichcos aso- 
ciado6 a la apEcao&~ del trasplante de c&&ts neurales en 
18s crilormcdwtcs ricurodoQcnw;rtivas hurwwrs. 

La crwonserve~. que ha srdo usada 6tiosarnente 
para d almacenamiento prolongado de muchos tei&s y 
Ilneas celulares da cMerentt3 or*ws. be rewla conn una 
pos~ble soruct5n pr&ca para rescAw la consefw%n del te- 
jk.io para CC tmspkrrto WJCII. Sln r?mbaQo, la cMconscr- 
vackk de tcyos y CIWSS prímanas mlJFHur4 URA mayor com- 

plejktad. ya aue estas son I+S suslceptibres 8 las ccndiciones 
c1ol mcronrntrcnnlo que las rcdoa. 

Asimismo. Las c&~las y el tejido neural primario pueden 
sor f:rcilmcntc daña&s. dcG% a sus caracmklim mor 
IcMggic~ y laiol~glms, que IAB cx>ntwen una mayor vulner- 
abilkkt. 

Pr@MH8fnente. es por esto que su tiooonservaclbn no 
ha sido atwdada tan exrensemwe como en e4 caso de otras 
tipos c8u;lws. 

Con esta actuaflzad60 sobre la crkonaen%cMn del te- 
jido newal. en-da hacia su potencial ap4cackin al tras- 
pk3nle nourbl, se prr?lendt! $ùN13tirar el esta& ~lctunl en el de- 
sarrollo de esta metcddogia aphcada al relido newal y valorar 
su ákanCS y sus IfmGwx-35 para su aplk2ción al neuMas- 
plante. 

Eslc lrabap contempla solamcntc kxs aspccios rr?- 
Monados ax~ la tioconsewaci6n de ctitulas y tejido newal 
primarlo, por conlttuir la fu!?Mf! tundamant~ uti~z.sY.? para loR 

Ir;w(>lwtos on ol Sr;tcmn Norviow (SN) hwta cl ~CWW~C. 

Crbcanservaci¿n de cdlulas primaria nwrales. 
Aspectos ttknicos criticos 

La crioconswvack5n es un rn&odo que se emplea desde 
hace mucho Mmpo para el almacenamiento prulongado de 
c&lulas. le@os y clrgarusmos a t3as temperaturas. 

En la criowtserveción de las c6lutas nerviosas se apli- 
can on frecuerka la congetackn lenta o la escalonada. Es;re 
última combrna d e%3o de las congelaciones riw& y lenta. 
La temperatura hnal en estos proa-sos es. gerwa~mente. la 
clel nitrcgPno Ilqwdo (-1% ‘C). 

corno las c&las hayan Sr30 desrxlgelades y comiencen a 
cultrua~. ys que e?Ík? puMe result3r t0xlrx-l y fWWo53r t?k- 
tos dck?tr!rcrrs si SC d~ia aduar lar pcrirwl~~s prob~td~ dc 
tiempo.“’ Este paso bnnnda metores reW?acbs SI se r?ahza de 
hn’rm gr#xYwM. hackw% dlh~nor~? SICBWAII ((16 Amlen AI 
fzilrks osnutko ce las 01Was.’ 

Es ¡n~~Hant~ dcstmx qlrc csla rigurosa timinactin do 
la sustancia crioprotectwa resulta un rewwmiento especiko 
en Ia crbcor-tsewac~n de neuronas. rl~b~ a su extrema 
SCrlSbikW. 
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La practica tambien ha demostrado la necesdad de cen- 
trifu~af la muestra para elimmsr et -)ente cnoproteclor y del 
empleo de medlo enrlqueado oon suero para La recuper¿bcion 
& las “eumna9 &9~r+.&9~3 t\:.q IO.‘L.17 rr 

olro metcdo de cr0con9ew3abn es la refr*acbn a 
tem~ratum9 cercanas a 0 “C. Qenanlmentea3-8 %. lo 
que SA conoce oomo hlberna&in. La9 mue%tras ~91 %em 
pre SA dh~w’tan en el f’Arn.% ~ncdii de hibcmsck5n, aun- 
qtti tamhihn, .w hrrn nhtMW!n hrm rf!S~J%3f!nS f?n~pbW’Jdn 
otros mnd0s dc cultivo con rlikrco:cu: awnpacsnfs-. “.” b-15 
nr;~yOrcs vi;Ibilidxti cclulnrns .w han ot:t<u>s!o crrrpfcandu 
un mMo dl! hitwrwukin Itw~ dc c<1lco. !:rrrrfxw;rtkr con 
3Omrnol R dc fosfalo. con conccrWac¡oncs dc sodio cntrc 10 
y 33w1~l A y de potasio entre 30~ 7&nmd R.’ 

En la h&rnacion no se requiere de agente crioprotectw 
y para IRS c6lulas neurabs este proceso resulta mes exitoso 
cuando el almacenamiento se reaka a 4 “Ce ne Im sdio de 
hibP_i8n.“, “4 ;’ I yi 

Las neurona6 crioaxwwadas sobtwhran y man- 
Hanen las caracteristicas morfofuncionak de las 
neuronas sin crioconsewer 

I-n Ins Ulttmns aiíns IR% t&nicrrs da crkwowVvM6n han 
sido nplicldns n ~O#QS nwr,Ws 60 KI~AS y primntos v N? han 
;rnalQ;ido 1f.w piir~irw2os risws y biuimicos yuc nlc&n la 
vi;~trilirí;wí rw4.twf1~1l ríwpuk r!c un ;~~rni~nflanuWo mcn- 
QX+J il estos bni;ts lcn$cratuws. Et obic_ti~~ fundarncnlnl dc 
es%s trabiqw ha sib0 Ia c&Gnci0o de altos poramtajes de 
ululas WVRS despues de ta ozngdacion. 

Se han re#rzedo estu%os sobre la crioconservaci6n de 
diferentes ~sbucturas d+Y Sistema Nervioso Central (SNC) y 
del Sistema Newioso P~ri%co. a partir de embriones de 
ratas, telido embnonerio y Mu60 de raton. asi o3mo fetos y 
neonatos de nwws. Tambiirn han sido cnoconservad9s c¿rlu- 
las neurales humarrss. 

i“‘.’ 11 ‘7~ZliP.21i>! 
- 

Lo9 faclores mAs estudtadoa para analhar lo9 efectoa de 
la crloconsetvacbn sobre las neurona3 eWn retacionadce 
con la mortctoQta. ta neumarqultwtum. el df3armllo en al tul- 
two celular, la SerAhllldsd a 10% agentes rw?wcw~x~co% asi 
como la .wpewvence y creclmrwo dt?4 tqldo letal d~p;puafl 
dct trasptantt? tntnwwk4. 

Como wcede cn t.9 con~elackk3 de cualquier te*. et fe- 
jido rww11 conQM<io rinde un nUmcro mcrw do cW,as vi- 
atJlcs qw cl tcjlltU w ctionww30. Adcr+ls. la s&cvlvCn- 
titi cn ct#tivo rlcl tc+Io crlx0nrcCrvndc dismwfyc, ;Jurqt~ nc 
~ignificatkwncrr!c, UXI rcwccto c ta del to;ido frcsro y cstc 
mtnDortnmkrnl!o se ha &sGwido en tejidw 
ratas. pmates no humanos y humanos 

. ._I fi-lm’Qs de 

Las cSlulas ~9 sobreviven al proceso de congetack5n 
mentW?n sus marcadores especifws. su8 camcIeristioa9 
neurwuimkas y su Integrrlad morfokx~ca. cunfwmada hasta 
el nwel ultraostnxtural. -ando ta preww~~&~ de oc- 
ganeti fundamerMes cono le mitocondna y el rericulo en- 
*olasr&,Hx> ru331io_~~.l~.lc.~í;>l.i’i 

Se ha ewdcncti que la influencia dd tamai’w dd tejido 
durante el almecenarknlo depende del prooedlm~nto de 
conaetvaab, en-@eado. Lm celulas Memadas mantlenen 
un nivel ha%?1 c?e mt?aholkmo del cual F%? wwan Infruenclirr 
perjucldales que w swntí’n 91 el te@ ha sti da!+ 
menl17ñon 0 tri!rJrM ante9 fk? ta refrqef.wbn. Dwwtte la 
conQelncti. I;r: Wulas P.R mWM?wn 1?n un estado latente. 
con lo cw3I 32 nintmi/an Ins influnnck35 ti~xcas dfwvi3dd,?s riel 
mfMxWn0 cetulnr. Sin r?m?xwr~o. en los te~ciw co~lx%3 
intnctos. nI rcstrinQid0 ospxio cxtmc4YuLw linwn c1 cnp,xirtnd 
dn ka cl!luks I>;Ir;l acorrwd;irs4? ii los c;lrrilws dc wlulrifw 

cetular y 8 la brrnaàbr, de crktaks de hielo durante el crlo 
congela&n-descongelack3n.p~~~ f+otz&Jememe. ea por esto 
que Id dlwclwbn del IejM ante9 de la mgelactin mopra la 
wabiltdad, ya qw? en la suspensrcxl ce41bar el espaco ex- 
tfacekrl3f e9 mayor.r~“z’? 

Lo9 trabalos de diferentes Qrupos han evidenctacb que 
en las swpensones oehkwee y las plezas Intactas de tejido 
dt? emhnones M rala (asfrw%o. rnM& eSpInaI, meser~c+%lo 
ventr~t) y k?toS humanw [cnrtma) hkemwtwt h%lfA una SA- 
mana. ta VLsbilidad celulw no disminuye slQnitical¡- 
vwnwnn.“~‘9~~’ La co~wzic)n de estn!~ t?$tructur.% h4Sla 

;$%11”00 ’ 
ik?ct~~ sgndicalivamece? IR viahilirtad cf?lu- 

Pcf otra pwf, In co~t.ackin dr! ncurows 
tctatC5 dc monos y t~um~rr-; rinde pr~rc;w~t¿Jjcs ck? cl::lutns vi- 
a!$rYJ sirnilar_?s a ba dc Icrj1rb w w8T#?l;wfo .s.c*‘7 

En 4~ cricawscrvaci:in dc tcjid~~ rwvioso, cs un factor 
importantc ta c&d dCr tcl;du. Cdkr y col. ’ ’ cnocnlrrrron wc 
en ntas y pn’rwies las dhlas embn’onarias dGspuYs de 
congeladas son caoaces de adherirse al sudrato y mun*n 
cmc~miento neurixo. aunque f3n los Wivos b. primera 
emislon de neuritas ocurre con cierto retreso. el creumlen?o 
post-ti de estas es comparable al de los corttrules no 
congelados. Et telrdo poetnatal de primwes. sin embargo. no 
se aciiere 8 la superficie de aWvo y p3r tanto. no se desar- 
rolla. 

La9 caracterkttcas ektroWd6gicae de las cWa9 
somelidas a la cnoconsefvacidn. no han sdo extensivemenle 
estudrcldas. Sin embargo. los resultado8 obtenldos has18 el 
presente parecen ~~ldenoar que las neuronas despues de 
cOngelada relienen en un grado notable. 91~s cFIracb?rlSTlcas 
ekt!ollud~l~.‘~‘C aunque F& reqlJ¡eren esludlos fuluros 
parra car~tewar la eWrotlc.&@a & las neurona9 centraW4 
crmco~kwwrt.9S y 4WaWccr l~3 fxxrebxif%n rn wtm e 9) nl:n 
m otros parAmetrc4 fuixw~alf~s. 

LRS c~?lulas crxxonw~ son capaces de rwponder 
8 wptenwn!o4 lrOflco3. !G han otxefwxb dfxlos p-~sSbwi 
en h !W&fwf~c~ y emkdJ0 df! pKXJ?!UM f%JfitlCOS ell b3S 
c&tulns CronwfincS do 12 mMula ndrcrwl do fetos hunwxx 
fulili¿adas COIWJ rrlOdcb ncuronal) y Cn las r)(?U~OlWS hipo- 
carrg;Jr‘?; y corticales dC fctrx humanan. trakx~:ts CCII fndor 
dc vccimicnto ncwioso ~~vncdirtiamcnlc dcsPuCs dc la 
congela&l.” ” 

La rcsuttñdos dc Don9 y col.’ y Yoshimoto y cd.‘a 
moslrwon qw olros sufkmcntos tnificos como cl agcntc an- 
tioxid;lrulc UP3KXE. Cr factor dc crccimicnto cDkWnko, cl 
suero de cord5n umbikal humano, el suero de ternera fetal 
I STF) y el extracto cn.& de GctrMo tienen efec& stgntia- 
tivw en la vratilidad de las neuronas de mesenc@alo de rala 
despuks de h*Mnadas a 4 “C. pero no mejoran significati- 
vamen?e la supet-wenba neumnal. El STF parece twer un 
efecto reenimacw esenctsl para la recuoeractón funcional en 
el tqrdo neural dafiado poc la dispecstin o la oorrgefactin. ‘.“’ 

Acll, el SlJminklrO de n~ptemfwos h?kos íe Ia9 neurona3 
aiocfxr;Crv,id;is px!ria ser uw.tr~ para Wcncr Irrcrcrricntos 
de la viabilidti y la funcionalidad de esias. 

La crloconsefvaci6n de neuronas como alterna- 
tiva ptktica en el suministro de células para el 
neurotmsplantc 

Para su utilizaci6n en et trasplante las neuronas criocon- 
sefv&z!.%? detwn (x)~serv(~ bs parwwlms oekhres que de- 
tcrrM:~rr In funciorralidnd &.?l traspl:rntc- vtlbiklxf. in~wc¡On 
axonal. formauCxl de sinepsk liberaciti edezuads del neuro- 
tfansmlw e tntefacciont?rr dectrofs~olbg~r=is cxn L. neum- 
rlits twprxfcras. 
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Diwsos trw so han dediindo al estu% de le so. 
breviuerr3ia. Ia organlrac%% y la conewion celular de los tras. 

plantes mfracefslme de tejido nervrcao prevwnente 
cxxlgelado. 1 r, 1.23 IG?i 

Estos estudios han determina@ que 

el telrdo OecBbral inmaduro de rata desw% de congelado so- 
brewve el trasplante rntracerebfal. moslrand:, que la cqanr- 
/aci(m * ks crmex0nru: nnrvirxaa infrin,ertr,* y con el chfn- 
bro hospedero WI srmrlares a las cb6ervadas en el teiido sin 
axrgelar. Las neurones congeladas mostraron IICLB morfokxjla 
y cwcimienlo nauritico normalns nn comQnr.sckM con las da 
tejido no mgdado.” ‘n.2”r’ 

As~nmsmo. en otros cesce. ta vratnlrdad neuunal no drs- 
minuyo signtFu33twamente arando al te~7)o no10aI Fetal de prí- 

mat% no humanos se amg% pevro 8 su tfasokwte en 

monos y las nev~aa mw1uwmn la morfobgia tiptca de la 
roqtin dal SNC de pfocm&nci.?, asi amo la cepwitlad do 

prtitir sus marca&% neuroquimicos eso&icos ’ 2’ 
La posU!dad do treso&nlar tejti humano. censemedo 

prevlamanra a ha* temoeraturas. ha a~dn explorada UMI- 

zando dibrenth modelos anirwrkzs. Aunque cl nurncro dc 
estos estudios % aljn brutado. ka resul:adw demuestran 
una sohrt-wvrwcia owrparabk? con ta del I+do trasplantado 

Nn crioaxwervar 
?;l’l 

La utillzacti del tqtdo conservado e bajae terngwatum 

en el tfasolanto cltwa, presenta un deaarrnllo tncioknta y 

sblo SC hii rccxwtado cl trasplanto cx?oso dc lciido mcsonco 
fll~oo hkemado 8 8 ‘C durante 48 h. WI un pacrente de la en- 
IermfxM de Parlwraon.‘” Sn dudaa. la dtrwc* en CFJ~ ae 
han da& estos primwos pasos ha estac@ cdtermrnáda por 
dos aspeaos: por rm fado. el trasolante neural en la enfer- 
medad de Parkineon es el da rn% amo <k?snnollo y por el 
otro. b t~wcbn por p&xks awtus no altera signiMti- 
vamente d esred:, fsiol6grcc de las ceUa9.” 

A@~noa parametms cW prcxx6mznto &? conmtibn 
do1 tnjirlo croconsorv;~~ w pw~kw influir sobro la ,scko- 

wvarwa del trasplante. no hm sido tolalmente ea&uecu?% 
por la exparlmen!aMm deaanolta& hasta el prewnte. Dehe 
rtWzarse un estudio m:rs exhawtwu sckxe la influencia del 

tiempo de az87*actin % le sobrevwencra atandPnd0 a loS 

tennnt~ ncurowWa cspecltk3w. a31 conn vtwkf4r ftl 
periodo de dcsnrrolb ncurowl óptirrw para ta &consw 

vacr3n. 

F?esuFlsdos obtenldoa por tos autoresn y por olros gru- 

pos.%” ro han nxHmdo can? ta viatMl;~d dc kr; c&lubts ;~rr- 

t% del trasplante es uno de loe paramaros de meya srgnifi- 
caclon para garantizar la aobreuwewla da las cc?!IJk% tras- 

plantadas. 

Por otre perte. el traeplante de tejii mwral puede re- 

alizarse empleando bloques de tqtdo o una euspenalon de 
<;i:lulns 6wtii;1rl;ts, por b que scli;~ convcninntc rc;rliz:rr cstu- 
dm enoamrnedos a deterrmnar la forma en que las c&rks 
danen ser oongaladas Fhlr+% de tt?tMo 0 susoemron) para 

~tr~tnlizar UXI rnnyvr vinbili$td, Adctirs, la utilirac’bn cn bs 

Irasphnies de celulas pqewmente croconwva&s. debe 
cxKl!emplar una et- para eatah&er el pmcedtm!ento da 

tmspbtn!n que? monns nfcctr? ta vi&Waddr? estas. 

CONCLUSIONES 

Los resultxloa ecumtadoe hasta el presente, denwes- 

tren que las mwc4ws s&wviv+n r?l pcriodo dn a3ngClacrjn. 

deserrollen su morfcbsgia t~p<ce y crecen en cultivo y en kx 
tfasol.Wes neurales. Loa metodos de crloaxwervack%n da- 
_writos son afl~cii!ks ii cHornnlcs tipxr nnurorudcs, pnro sb 

reqrk?fe optmlzar las concklones para l%r Merenten tlpos de 

neuronas y en diFemnt% estadios del d%ónMo. ds manera 

que se deFmsn las caracteristws relacionadas con la cn%on- 

sarvacion clrt diFerentas n&~Macbw?s neurcwles de4 SNC 

humano y su pos;Wu depwdencti de k tid M tejiti. Eslo 

resultéuia relevante para el almacenamrento de nixleos celu- 
lares t?apeclF~o~ dd SNC, tanln para pmp&Mns cllninoa 

corno excenmenteles. 

Para la obtencibn de aFtos rendimientos de celules vi- 

ables AS da particutw krwrlancia la man¡pulaWn dal talido 

antes y dewu% de congelar. La diso5atiCut del tWo apli- 
cando &?odos merm rigurosoa y la adicon de suplementos 

tn’rF6oa ams y d+q’wA~ M la txxq?Iacwln, pdtewm rr%w!tar 
en aumtwos sustanca% de la vlatnli63d neuronal. 

Una attematwa simple y ventaFcsa para crioanservar taa 
&Fulas neurnles por perl’obos cortw puede resultar la hiber- 
necion. 

Los resultados obtenido6 en el Irasplante dn lejldo neural 

crioaxwervado en animales de exp?imentaa&r. han eviden- 

ciado la tiqrriLicac’6n prklica potenc$tF de su apkaV6n en el 

tn35+rUa c?xperimentral y clinloo. El poder almwenar el teJf%. 

conse~anclo w viabilidad y funcionalidad. repercutida signiF¡- 
CiStwnmrWn An un wr~f?t?t~ de: h r;7ntM drt tefd0 di- 
ponbk? para el Irasptante y ccwribuirla a ve%er las difkul- 

tades que acerrea le wwoniract6n etwe la obtenci5n del te- 

jt53 donante y su impLw3aMn en d hoscedefo en una misma 

sesbn. 
Sm embargo. cs dc singubr imoor(ancia en cl dosarrollo 

de una nwodo)rvdFa pera la crímwrvacnn deI tejido desll- 

na& al trawbnle neural. ampltar bs estudios empleando te- 

FL& fotal hurri;rriv y dctr3nWrr ci>nio so rcl;x;ionari I;w conrli- 

ciones del poceso con la e/Jed del te&. la sobrevwencia y 

ta funcionalidad del tresp(ante. 

En renumen, ta potenr>nlidnd temp&rt&r dnl tresptante 
neurel en el tratamren?o de las enfermedades degeneratiVae 
ha genera& Ia neces&d de desarrollar una mst&o~in de 
cnorxxwervac~n c)el tajidn neural *tc! satletana los re- 
quenmientcs del trasplan:@ en el SN. 
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