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RESUMEN. Uno de los problemas pedcticos asociados al Lras-
plante neural es la limitada disponibilidad de tejido donante. La ca-
packlad para crioconservar neuronas ¥ tejido satisfactoriamente,
pudiera resultar en el establecimiento de una fuente alternativa de
tejido wtilizable en el neurotrasplante. En este wrabajo se comentan
brevemente los aspectas téenicos de mayor relevancia relacionsdos
oon la enoconservaciin de neuronas y iejido peural primario y se
revisa ¢l progreso alcmzado en suintrodueocion en el neurolras-
plante. Micntras que los estudios realizados han mostrado la signi-
ficactin pracihica de k crioconservacyin, también han evidenciado
la necesidad de desarrollar ung mayor experimencacion que per-
mita definir la posible relacion entre las condaciones de esta téenica
aplicada al tejido nervieso humano, la sobrevivencia y funcionali-
dad del trasplange.

ABSTRACT. One of the pracuical problems associated w0 newral
transplant is the limited availability of donor tissue, The ability to
cryopreserve neurons and tissues satisfactorily could result in the
establishment of an alternative source of tissue to be used in peuro-
transplant. In this work, the technical aspects of greatest impor-
tance, related o cryopreservation of primary neurons and neural
tissue are bricfly enumerated. The progress that was obtained is re-
vised here as o the introducton o neurotransplant. Meanwhile the
studies already performed, have shown the practical significance of
this manipulation and have also evidenced the necessity ol a
greater experimentation which would allow 1o define the possible
relation hetween the conditions of applied procedures o the human
nervous tissue, its survival and funciional significance of trans-

plant,

INTRODUCCION

La disponibilidad, almacenamiento y transporte del tejido
donante estan entre los mayores problemas practicos aso-
ciados a la aplicacdn del trasplante de células neurales en
las enfermedades neurodegenerativas humanas,

La crioconservacsdn, que ha sido usada éxtosamente
para el almacenamianto prolongado de muchos tepdos y
lineas celulares de diderentes origenss, se revela como una
posible solucion practica para resolver la consacrvacion del te-
jido para o trasplante neural. Sin embargo, la cricconser-
vacion de tejidos y células primarnas muestra una mayor com-
plejidad, ya que estas son mas susceptibles a las condiciones
del microambiente que las redea.

Asimismo, las células y el 1ejido neural primano puaden
ser faciimente danados, debido a sus caracteristicas mor-
leldgicas y fisiologicas, que les confieran una mayor vulner-
abilidad.

Probablemente, 8s por @sto que su cricconsarnvacion no
ha sido abordada tan extensamente como en &l caso de otros
lipos celulares,

Con esta actualizacion sobre la crioconservacion del fe-
jido neural, enfocada hacia su potencial aplicacion al tras-
plante neural, se prelende sinlelizar el estado aclual en el de-
sarrollo de esta metedelogia aplicada al tejido neural y valorar
sy alcance y sus imdacionas para su aplicacion al neurctras-
plante.

Este trabajo contempla solamente los aspeclos re-
lacionados con la cricconsarvacion de células y tejido neural
primario, por constituir k& fuente fundamental uthizada para los
trasplantes en el Sistema Nervioso (SN) hasta el presente.
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Crioconservacion de células primaria neurales.
Aspectos técnicos criticos

La crioconservacion es un método que se emplea desde
hace mucho tiempo para el almacenamiento prolongado de
calulas, 18jidos y orgarssmos a bajas temperaturas.

Cuando se crioconservan células neurales, hay determi-
nados factores que resultan de wital imperntancia para obtener
résultados exiloses en el cultivo y en el lrasplante gue se re-
alice con ellas,

En la crioconservacion de las células nerviosas se apli-
can con frecuencia la congelacién lenta o la escalonada. Esta
altima combina el efecto de las congelaciones rapida y lenta.
La temperalura final en eslos procesos es, generalments, la
deal nitrégene liquido {-196 °C).

Las neuronas necesitan ser congeladas méas lentamente
que olros lipos celulares. Los mejores resultados se oblienen
con una velocidadde enfriamentode 1 °C/min '2467A10.11.1415
Por olra parle, la descongelacion rapida, en bano de agua a
37 °C, es la mas recomendada. De esta lorma, la
descongelacion totals el ogra entredy7m  in 2587

El agente crioprolector debe ser eliminado tan pronto
como las cdlulas hayan sido descongeladas y comiencen a
cultivarse, ya que este puede resullar toxico y provocar efec-
tos deletéreos si se deja actuar por periodos prolongados de
11'en'¢anco.16 Este paso bnnda mejores resultados si se realiza de
forma gradual, haciendo diluciones sucesivas que evten el
estrés osmatico de las obiulas,®

Es importante destacar que esla rigurosa eiminacion de
la sustancia crioprotectora resulta un requenmiento especifico
en la crioconsernvacidn de neuronas, debido a su extrema
sensibilidad.



La practica tambien ha demostrado la necesidad de cen-
infugar la muestra para eliminar el agente crioprotector y del
3:?'3:?1 ::mn:::o enriquecido c%n&s?use{g ‘gaa‘rra':a recuperacion

Otro métedo de crioconservacidn es la refrigeracion a
lemperaturas cercanas a 0 °C, generalmentea3-8  °C. b
que se conoce como hibernacién. Las muestras casi siem-
pre se amacenan en ¢l lamado medio de hibernacion, aun-
que también, s& han oblenido buenos resultados empleando
otros medios de cultivo con diferentes composiciones.®'” Las
mayores viabilidades celulares s¢ han obtensdo empleando
un medio de hibernacion lbre de calcio, tamponado con
30mmol /L de fosfato, omconoenlrauoncsdesoduo entre 10
y 30mmol /L y de potasio entre 30y 70mmol 1.°

En la hibernacion no se requiere de agente crioprotector
y para las células neurales este proceso resulta mas exitoso
cuando el almacenamiento se realiza a 4 °Ce ne Im edio de
hmmﬂ_&w.mzs

Las neuronas crioconservadas sobreviven y man-
tienen las caracteristicas morfofuncionales de las
neuronas sin crioconservar

En los dltimos anos las téenicas de crioconsarnacion han
sido aplicadas a tejdos nourales do ratas y primates vy se han
analizado los parametros fisicos y bioguimecas que alectan la
viabilidad neuvronal después de un almacenamiento prolon-
gado a estas bajas temperaturas. El objetivo fundamental de
estos trabagos ha sido la obtencion de altos porcentajes de
calulas vivas después de la congelacion,

Se han realzado estudios sobre la crioconservacion de
diferentes estructuras del Sistema Nervicso Central (SNC) y
del Sistema Nervioso Perifénco, a partir de embriones de
ratas, tejido embrionario y adulto de raton, asi como fetos y
neonatos de monos. También han sido crnoconservadas célu-
las neurales humanas, 2357.13.17.212.2728

Los faclores mas estudiados para analizar los efectos de
la crioconservacion sobre las neuronas estan relacionados
con la morfologia, la neuroarquitectura. el desarrollo en el cul-
tvo celular, la sensibilidad a los agentes newoloxicos, asi
como la supervivenca y crecimiento del teydo letal después
del trasplante intracerebral.

Como sucede en la congelacion de cualquier tepdo, el te-
jido neural congelado rinde un NUMErO Menor de ctiulas vi-
ables que el tejido no cricconservado. Ademas, la sobreviven:-
cia en cultivo del tegdo crioconservado disminuye, aunque no
significativamente, con respecto a la del tejido fresco y este
comporiamiento se ha observado en lej““ oo tes de
ratas, primates no humanas y humanos.

Las células que sobreviven al proceso de congelacion
mantienen sus marcadores especificos, sus caracteristicas
neurogquimicas y su integndad morfologica, confirmada hasta
el nivel ultrasstructural, mostrando la presarvacicn de or-
ganelos fundamentales como la mitocondna y el reticulo en-
doplasm&:ico rmo 1-£.12,14 r.'zt 22

Se ha evidenciado que la influencia del tamano del tejido
durante el almacenamsento depende del procedimiento de
conservacion empleado. Las células hibemadas mantienen
un nivel basal de metabolismo del cual se demvan influencias
perjudiciales que se acenlian si el tepdo ha skdo des-
menuzado o triturado antes de ka retgeracion, Durante la
congelacion, las células se mantienen en un eslado latente,
con lo cual se minimizan las influencias l0xicas derivadas del
metaboksmao celular. Sin embargo, en los tejdos congelados
intactos, ol restringido espacio extracelular limita la capacidad
de las células para acomodarse a los cambios de volumen
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celular y a la formacion de cnistales de hielo durante el ciclo
congelawﬂ-deaoongalacbn.“ ¥ Probablemente, es por esto
que la discclacion del tejido antes de la congelacion mejora la
viabilidad, ya que en la suspensidn celudar el espacio ex-
tracekdar es mayor B2 4%

Los trabajos de diferentes grupos han evidenciado que
en las suspensiones celdares y las plezas intactas de tefido
de embriones de rata (estriado, médula espinal, mesencéalo
ventral) y fetos humanos (corteza) hibemadas hasta una se-
mana, la wviabilidad celular no disminuye significati-
\mrrrenle"’L 120 La congelacion de eslas estructuras hasla
Poco alecta significativamente la viabilidad celu-
lar, o lante] Por ofra parte, la congelacion de neuronas
letales de monas y humanos rinde porcen zyos de ciélulas vi-
ables similares a los de ejido no congelado.

En la crioconservacion de tejido norvuoso es un factor
importante la edad del tejido. Colﬁcrycoi enouﬂrarmmn
en ratas y primates las cédlulas embrionarias después de
congeladas son capaces de adhenrse al sustrato y muestran
crecimiento  neuritico, aunque en los cultivos la primera
emision de neuritas ocurre con cierlo retraso, el crecimiento
postenor de estas es comparable al de los controles no
congelados. El tejido postnatal de primates, sin embargo. no
se adhiere a la superficie de cultivo y por tanto, no se desar-
rolia.

Las caracleristicas electrofisiologicas de las ceélulas
sometidas a la cnoconsarvacion, no han sido extansivamente
estudiadas. Sin embargo. los resultades obtenidos hastia el
presente parecen evidencar que las neuronas despues de
congeladas retienen en un grado notable, sus caracteristicas
electrofisiolégicas. ™' aunque se requieren estudios futuros
para caractenzar la electrofisologia de las neuronas centrales
crioconservadas y establecer la corredacion m vive & in witro
con olros parametros funcionales.

Las células crioconservadas son capaces de responder
a suplementos roficos. Se han observado electos positivos
en la sobrevivencia y emision de proceses neuriticos en las
células cromalines de ka modula adrenal de letos humancs
(utilizadas como modelo neuronal) y en las nevronas hipo-
campales y corticales de fetes humanos, tratadas con factor
de crecimiento nervioso inmediatamente  despudés de la
congelacon.” 3

Los resultados de Dong y col.” y Yoshimoto y col.'®
mostraron que ofros suplementos traficos como el agente an-
tioxidante UB3B36E, ¢ factor de credamiento epidérmico, el
susro de cordon umbilical humano, el suero de ternera fetal
(STF} y el extracto crudo de estnado tienen efectos significa-
tivos en la viabilidad de las neuronas de mesencéfalo de rata
después de hibemadas a 4 “C, pero no mejoran significati-
vamente la supenvivencia neuronal. El STF parecs tener un
efecto reanimador esencial para la recuperacion hn:mnal an
el tepdo neural danado por la dispersion o la omgelmm

Asi, el suministro de suplemanios tréficos a |as neuronas
cricconservadas podria ser usado para cbtener incrementos
de la viabilidad y la funcionalidad de estas.

La crioconservacion de neuronas como alterna-
tiva practica en el suministro de células para el
neurotrasplante

Para su utilizacion en &l trasplante las neuronas criocon-
servadas deben conservar los paramelros cehdares que de-
terminan la funcionalidad del trasplante: viabikdad, integracion
axonal, formacion de sinapsis, liberacion adecuada del neuro-
transmisor & ineracciones electrofsioldgicas con las neuro-
nas hospederas.,



Diversos lrabajos se han dedicado al esludo de la so-
brevivencia, la organzacidn y la conexidn celular de los tras-
plantes intracefaliocs de tejido nenacso previamente
congelado.'® 1" 2925% Egog estudios han determinado que
el tejido cerebral inmaduro de rata después de congelado so-
brevive al trasplante intracerebral, mostrando que la organi-
ZAcKON de s CcoNaxiones neniosas intrinsecas y con &l cere-
bro hospedero son similares a las observadas en el tajido sin
congelar. Las neuronas congeladas mostraron una morologla
y crecimiento nouribco normales en comparacion con las de
tejido no oongalado 432

Asimesmo, en otros casos, la viabdidad neuronal no dis-
minuyo significativamente cuando el tejido newral fetal de pri-
mates no humanos se congeld previo a su trasplante en
monos y las neuwrcnas mantuvieron la morfologia tipica de la
region del SNC de procedencia, asacmmtacapaddaddo
producir sus marcadores neuroquimicos ospauﬁoos

La posididad de trasplantar tepdo humano, conservado
previamente a bajas temperaluras, ha sido explorada utili-
zando diferentes modelos animales, Aunque ¢l nomero de
estos estudios es aun kmitado, los resultados demuestran
una sobrevivencia comparable con k& del leydo trasplantado
sin crioconservar Y

La utilizacion del tepdo conservado a bajas temperaturas
en el trasplante clinico, presenta un desarrolio incipiente y
s0lo se ha reportado el trasplante exitoso de tejido mesence-
falico hiberado a 8 °C durante 48 h, en un paciente de la en-
fermedad de Parkinson.*® Sin dudas, la direccién en que se
han dado estos primeros pasos ha estado determinada por
dos aspectos: por un lado, el trasplante neural en la enfer-
medad de Parkinson es @l de mas amplio desarrollo y por el
otro, la hibernacion por periodos cortos no altera significati-
vamente &l estado fsiologico de las océlulas,

Algunos parametros del procedimiento de conservacion
del tejido cricconservado que pueden influir sobre la sobre-
vivencia del trasplante. no han sido totalmente esclarecidos
por la experimentacion desarrollada hasta el presente. Debe
realizarse un estudio mas exhaustvo sobre la influenca del
tlempo de congslacion en la sobrevivencia atendeendo a los
lenotpos neuronales  especibicos, asi como verfficar el
periodo de desarrollo neuronal Gplimo para la crioconser-
vacion.

Resmadosobnenmsporbamms ¥ por olros gru-
pos, ¥ % han mostrado que la viabilidad de las células an-
tes del trasplante &s uno de los paramstros de mayor signifi-
cacion para garantzar la sobrevivencia de las células tras-
plantadas,

Por ofra parte, el trasplante de tejido neural puede re-
alizarse empleando bloques de teydo © una suspension de
otlulas dsocadas, por lo que seria conveniente realizar estu-
dias encaminados a detarminar la forma en que las células
deben ser congeladas (bloques de tejido o suspensidn) para
garantizar una mayor viabilidad. Ademds, la utilizacion en kos
lrasplanies de células previamente crioconservadas, debe
contemplar una etapa para establecer el procedimiento de
trasplante que menos afecte la viabikdad de estas,

CONCLUSIONES

Los resultados acumudados hasta el presente, demues-
Iran que las neuronas sobreviven el pericdo de congelacion,
desarrollan su morfologia tipica y crecen en cultivo y en los
Irasplanies neurales. Los mélodos de crioconservacion de-
scritos son aplicables a diferentes tipos neuronales, pero se
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requiere optimizar las condiciones para los dderentes tipos de
neuronas y en diferantes estadios del desarrollo, de manera
que se definan las caracteristicas relacionadas con la cnocon-
servacion de diferentes subpoblaciones neuronales del SNC
humano y su posile dependencia de la edad del tejido, Esto
resultaria relevante para el almacenamiento de nucleos celu-
lares especilicos del SNC, tanto para propdésitos clinicos
como expenmentales,

Para la obtencion de attos rendimientos de células vi-
ables es de particutar imporancia la manipulacién del tejido
antes y después de congelar, La disociacdn del tejdo apli-
cando métodos menos rigurosos y la adicion de suplementos
trdfcos antes y después de la congelacion, pudieran resultar
en aumentos sustanciales de |a viabikdad neuronal,

Una akemnativa simple y ventajosa para crioccnservar las
células neurales por penodos cortos puede resultar la hiber-
nacion.

Los resultades obtenidos en el lrasplante de 1ejido neural
cricconservado en animales de expaenmentacén, han eviden-
ciado la significacion praclica potencal de su aplicacion en el
traspiante experimental y clinico. El poder almacenar el tejdo,
conservando su viabilidad y funcionalidad, repercutiria signifi-
catvamenta en un aumento de la cantidad de tepdo dis-
ponile para el trasplante y contribuirla a vencer las dificul-
tades que acarrea la sincronizacion entre la obtencion del te-
jido donante y su implantacién en &l hospedero en una misma
Sasion.

Sin embargo, es de singular importancia en el desarrollo
de una metodologia para la crioconservacion del tejido desti-
nado al frasplante neural, ampliar los estudios empleando ta-
jido fetal humano y determinar como se relacionan las condi-
ciones del proceso con la edad del tepdo, la sobrevivencia y
la funcionalidad del trasplante.

En resumen, la polencalidad lerapéutica del lrasplanie
neural en el iratamiento de las enfermedades degenerativas
ha generado la necesidad de desarrollar una metodologia de
crioconservacion del lefido neural que salistaga los re-
quenmientos del trasplante en el SN.
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