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Al SCRACI'. A review about the protectant role in the cryopreserva-
tion of biological materials is shown here . Cryoprotectants are commo-
ly classifie� as penetrating an� nonpenetrating compoun�s, regar�ing
their capacity to go, or not, through the plasma membrane . The main
action mechanism of the intracellular a�itives is of colligative type, by
�ecreasing the melting point of cytoplasmatic liqui�, while the extracel-
lular agents act stabilizing the membrane macromolecular components .
A��ition an� remotion of cryoprotectans shoul� be �one taking in ac-
count a �ehy�ration an� rehy�ration �egree in such a level that no irre-
versible harm occurs in the cells. On �efining the a�itive suitability it
shoul� be consi�ere� the peculiarity of each one regar�ing to toxicity an�
osmotic stress that cause to specific cellular type .

INTRODUCCION
La crioconservaci6n he resulta�o la tecnica i�6noa par& Is pro-

servaci6n prolonga�a �o material blol6gico, �es�e suspensions
celulares haste teji�os a Incluso 6rganos .

A fines �el sigh pasa�o, of �esarrollo �o tecnicas para Is licue-
facci6n �el airs y sus gases constituyentes, march potencialmente
el inicio �o Is criogenia al permitir is obtencl6n �o temperatures ex-
trema�amente bales, pero no es haste 1949 quo se pro�uce Is
primers contribu�Mt significativa a la crioconservaci6n, cuan�o Pol-
go y col .' �emostraron las propie�a�es crioprotectoras �el glicerol
en Is congelac16n �o espormatozol�es aviares .

La proposici6n �el �imetilsulf6xi�o (DMSO) como crioprotec-
tor, 2 con un espectro �e aplicabili�a� mss amplio aun que el �el
glicerol, constituy6 un paso fun�amental on al �esarrollo �e Is
crioconservac16n on biologla y me�icina .

En general, �espues �o algunos altos on quo los exitos ob-,
teni�os empiricaments en Is conservaci6n �o semen y gl6bulos
rojos a bajas temperatures, Ilevaron a los investiga�ores a �escui�ar
en cierta mo�i�a los *stu�ios bbsicos on esta temfttica, se han
realiza�o numerosos trabajos con el objetivo �e conooer los fen6-
menos que so pro�ucen �urante el proceso �e congelac16n-�escon-
gelaci6n �o pro�uctos biol6glcos y loo factor*s quo provocan Is
muerte celular por hipotermia, �o forma tal, quo sea posible Ia
proposicitin �o �iversos mocanismos �irigi�os a evitar o �isminuir
el �aflo �urante Is crioconservaci6n .
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RI SUMEN. En el presente trabajo se realiza una revision bibliogr3fica
sobre el papel �e los crioprotectorcs en la crioconsetvaci6n �e mate-
riales biol6gicos. Los crioprotectores se clasifican, �e forma general, en
penetrantesy no penetrantes segun la capaci�a� que pos. can �e atravesar
o no la membrana celular . El mecanismo principal �e acci6n �e los
a�itivos intracelulares es �o carActer coligativo al �isminuir el punto �e
fusion �el liqui�o citoplasmAtico, micntras que los extracclularcs actuan
estabilizan�o los componentes macromoieculares �e la membrana . I a
a�ici6n y remoci6n �e los crioprotectores �cbe efectuarse tenien�o en
cuenta un nivel �c �eshi�rataci6n, y posterior rehi�rataci6n, que no
provoque afectaciones irreversibles a nivel celular .

En los tmitimos afros se han obteni�o progresos consi�erables
en Is crioconservaci6n �o gl6bulos rojos, plaquetas, leucocitos, me-
�ula 6sea, microorganismos, insectos y suspensiones celulares en
general . Tambien so han obteni�o algunos resulta�os positivos
pare piel, c6rnea, ombriones, vAlvufas car�iacas y algunos teji�os
fetales. 3' 4

En este contexto reviste gran importancia el estu�io �e los
crioprotectoras, sus mecanismos �e acci6n y sus meto�os �e a�i-
c16n y eliminaci6n con el objetivo �e obtener altos niveies en la
viabili�a� resultants minimizan�o los efectos negativos que estas
sustancias pue�an tenor sobre un material �a�o .

DESARROLLO
Durante altos so crey6 que el �afio celular �urante los pretra-

tamientos o Ia congelaci6n, realiza�os con elfin �e conservar cier-
toe materiales biol6gicos a bajas temperaturas, estaba relaciona�o
fun�amentaimente con concentraciones absolutes intra o extraceiu-
lares �o los solutos involucra�os. Sin embargo, actualmente se
reconoce Is hip6tesiss�e quo la afectac16n �o Is membrana pro�uo-
to �o Is re�uccitin osm6tica �el volumen celular, represents is causa
fun�amental.

Con of objetivo �o proteger los sistemas celulares �urante el
proceso �o congelaci6n, so han emplea�o �iferentes sustancias
�enomina�as crioprotectores, las cuales constituyen un grupo hete-
rogbneo �o compuestos que act6an me�iante varia�os mecanis-



mos y que as han clasifica�o �o forma muy general en ponetrantes
y no ponetrantes on �epen�encia �o su capaci�a� �e atravesar o
no Is membrane cellular, to quo impiica �iferenclas sustancialss en
la forma on quo so Ileva a cabo la proteoci6n a la o6lula �el �afio por
Trio .

Crioprotectores penetrantes
Artificiaimente as posible Is prevenci6n �el �aft por Trio me-

�ianto Is, a�ici6n �o sustanclas quo �isminuYen el punto �o fusi6n
y aumentan ci gra�o �o sub-enfriamiento (nucieaclon homog`bea
�el hielo) �o Is soluci6n elevan�o a su vex e1 punto �o vitrtficacl6n
to cual re�uce Is canti�a� �o aqua clue pue�o extraorse �o Is
soluci6n pare formar cristales �o hieio a cualquler temperatura,
evitan�o asi quo la �eshi�rataci6n celular an respuosta al ostr6s
osm6tico love a Is c6lula a un volumen Total �uranto el prooeso �o
congelaci6n a Esto mecanismo protector se �o tipo ooilgativo .

1 glicerol y ell OMSO son lox �oe crioprotectoros penotrantes
mss utiliza�os y a toe quo so les atribuye una cxioprotocclon coliga-
tiva . No obstants, so han acumula�o exporlonclas1's quo In�ican
quo Is aocl6n �o ambos no pue�e ser explica�a sotamente potaste
mecanismo ya quo so ha �emostra�o quo si DMSO a concentra-
clones mucho mss bajas quo 2 mol/L mantiene un ofecto crioproteo-
tot . Por ejemplo, on plaquetas so alcanza una buena proteoci6n con
0,7 mot/-a inc luso con 0,3 mol/L �o DMSO y astas oancentraciones
son muy bajas para quo so pue�a just,ficar su acci6n �es�e una
bass puramente coligativa .

Se ha �emostra�o quo e1 gliceroi mantiene su efecto proser-
vante �urante Is, congelaclon �o eritrocitos impormeabiliza�os of
glicerol por Ia a�icibn �o cobra . ° Do b anterior se �espren�e quo
estas sustancias ojeroen in�iscutiblemente un efecto estabiliza�or .

El caracter coligativo �el °facto �el gllcoroi so ovi�encla on of
�iagrams �o faxes ° �o Is figure 1 yen Is, curve oorrespon�iento a
este oompuesto" on to figura 2.
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Fig . 1 . Diagrams, �o fases �el glicerol . PF : punto �o fusion;
R: recristalizaci6n ; D: �esvitrificaci6n; G: transicl6n Area

El glicerol pue�e actuar con-w un crioprotector penetrants si so
Ma�e a 37 °C y coma no penetrante si so sha�e a 0 °C . Ha si�o

muy utiliza�o con proba�a efectivi�a� on fracciones celulares san-
guineas, 12,t3 on espermatozoi�es humanos' y on suspensions
celutares obteni�as por cultivo �o teji�os . En Is mayoria �o los
casos results suficiente emplear concentraciones �el 5 al 15 % pare
obtener una buena crioprotecci6n.
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Fig . 2. Efecto �o Is a�ici6n �o �iferentes solutos sobre Ia �(s-
minuci6n �o bs puntos �o fusion (TF) y �o nucleacibn

homogbnea �ot hielo (Tnh) . PVP: pollvinilpirroli�ons ; S : socarosa;
G: glucose; GN : plicerol ; E : stilenglicol

8 DMSO so earactariza pot au rapl�a penetra�bn a trav6s �o
las mombranas blol6gicas y por su extraor�inaria afinl�a� con N
aqua. Aot(a porno antloongelanla a conoentraciones �el 20 % o
ntenbros' 4 a cauca �o que sus enlaces �o hi�r6geno con Iss mo-
ifculas �o ago. interfloton con la ten�encla �o astas a former
matrices cxistallnas'a 16 a b c usl so atribuye fun�arnntalmento su
elects protector. En segun�o luger, of DMSO as capaz �o atrapar
los ra�ica es quo as Nberan y �aaan la membrane celular �uranto N
process �o �esoongNsclOn .1 7

8 DMSO ha si�o usa�o con 6xito on Is, crioproteoc lOn �o
ospormatozol�oa Z1$ embrbnos iea0 plaquetas 2t,n �iversas frao .
clones ssngufness,2o6lulas himoraloa23 y suspensions oelulares
obteni�as pot alloys �o tejl�os .2"O Nurneroeos autoros to con-
si�oransuperior al giicerol �o la crioconservaci6n �o materiales
biol6gloos .2,25M

En Is figure 3so muestra27 N ofecto �o I concontracl6n �o DMSO
sobre is canti�a� �o hielo forma�o a una temperature �a�a on un
aisterna mo�els DMSO-Nap-H20.
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Fig. 3 . Efecto �o la concentracl6n �e DMSO sobre is oon-
centracl6n �o NaCl en to soluci6n remsnnto a me�i�a quo so
pro�uce Is formscl6n �el hieio en un cisterns mo�olo NaCI-
DMSO-H20. La ooncentracl6n iniciat �e NaCl as �o 0,15 mol/L
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Crioprotectores no penetrantes
La crioprotecci6n penetrante, coma as explic6 anteriormente,

as �irige a evitar sobrapasar of volumen minima critico y, par su-
puesto, previene of �afto par estres hipert6nioo . Es tambien posi-
ble otro mecanismo protector quo consists en prevenir o revertir esta
afectaci6n par hipertonici�a� y esta so, probablemente Is funcl6n
�e los crioprotectores extracelulares.s

Esta clasifleac16n incluye aquellos compuestos quo no son
capaces �o atravesar Is membrana colular tales coma polimeros,
azicares, aicoholes �e azucares, etcetera, Entre los mss emplea-
�os so encuentran Is polivinilpirroli�ona 2a (PVP), of almi�6n hi-
�roxietilico2o (HES), e1 polietilengllcol 30 (PEG), el etilenglicol,30 Is
�extrana, Is sacarosa y otros, quo han resulta�o extraor�inaria-
mente efectivos on Is crioprotecc16n a concentraciones muy bajas,
a �iferencia �o los agentes esencialmente coligativos . No obstants
to anterior as necesario Water quo, aunque no coma mecanismo
principal, estos compuestos tambien �isminuyen las temperatures
�e fusi6n y �o nucleac16n homogenea �el hielo (Fig . 2) .

Estos compuestos ojercen presumiblemente un efecto bone-
ficioso en la superficie �o Is membrane celular . 31 Meryman° plan-
tea quo eI �auo primario par congelaci6n tiene lugar en, o sabre, Is
membrana celular y sostlene of criteria �o quo of estres osm6tico,
posiblemente me�iante al �esarrollo �o un gra�ients �o presi6n a
trav6s .�o Is membrana, conlleva un cambio abrupto en su per-
meabili�a� �urante Is congelaci6n quo permits un influjo �o soluto
extracelular y simulteneaments cause Is per�i�a o aiteraci6n �o los
constituyentes superficiales, provocan�o Is per�i�a �o Ia confor-
maci6n native �o las macromoleculas �o Is membrana y to�o esto
permits eventos �egra�ativos a�icionales quo implican cambios ir-
reversibles. La inhibicl6n, retar�o o revertimiento �o I& �esnatura-
lizaci6n �o los componentes macromoleculares �o Is membrana as,
posiblemente, el mecanismo mss importance en I& crioprotecci6n
extracelular . 32.33

Una �o las caracteristicas �e lot crioprotectores extracelulares
as quo, par& set efectivos, se �eben utilizer a veloci�a�es �o con-
gelaci6n y �escongelac16n relativamente repi�as ya qua esto, presu-
miblemente, sirve pare minimizer at �aft par los �enomina�os
'efectos �o soluci6n` mo�iante I& timitaci6n �el tempo �isponible
pars of �esarrollo �o este fen6meno .

En estu�los realiza�os en gl6bulos rojos enfria�os rapi�a
mente34 so �emostr6 quo I& presencia �e PVP inme�iatamente
�espubs �o is �escongelaci6n mejora of recobra�o �o celulas intac-
tas mientras quo su presencia �urante to�o of proceso �o con-
gelaci6n-�escongelacl6n resultaba en una viabili�a� resultants &On
mayor. Esto coinci�e con lot mecanismos propuestos anterior-
monte par& explicar Is crioprotecci6n penetrante .

Se he comproba�o qua el empleo �e mezclas �o crioprotec-
tores penetrantes y no penetrantes, al combinar ambos efectos,
results mss ofectivo quo at empleo �o estos a�itivos par separa�o.

En It, c rioconservacl6n �o plaquetas exists el problems quo las
bajas concontraciones �e a�itivos permeantes que soportan no son
suficlentes pare proteger �el �aflo hipotirmioo, por tanto, se em-
plean mezclas �o crioprotectores penetrantes y no penetrantes
coma gluoos&, �extrana, manitol, glicerol y DMSO3 lo quo ha
resulta�o en un efecto protector superior.39.40

Efectos negativos .�o is a�icifn �e crioprotec-
torts

Goneralmente so acepta quo tanto It, oongelaci6n coma It,
a�ic(6n �o crioprotectores afectan is etabili�a� �e las estructuras
blol6gicas. Por tanto, part, is crioconservaci6n, as tan Importanto eI
estu�lo �o lot ofectos negativos �o los crioprotectores coma eu
capa��a� crioprotectora . .

La presencia �o un orloprotector, similarmente a Is formacl6n
�o hielo, In�uce on alerts forma Is �eshi�rataci6n eelular 4l ' 43 lo eual
hats neoosario �efinir, pare ca�s tipo �o material a conservar, las
concentraciones �e a�itivos protectores quo son tolera�as en ca�s
caso, tenien�o en cuenta a�emes quo, al Irse forman�o of hielo
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�urante el proceso �o congelaci6n, Is concentracibn Ire on aumen-
to . 44

Ef DMSO Inhibe marca�amente la activi�a� catalasa y peroxi .
�asa con el consiguiente efecto �are( sabre la mombrana celu-
lar46 '4° Por otra parts, los orloprotectores participan tambien on at
Ineremento �e la permeabili�a� �o membiana �urante la con-
gelaci6n to que provoca filtracl6n �o soluto hacia la celula y at estres
osm6tloo hipert6nico41 correspon�lente .

Fahy y Mac Farlane43 presentan I& relaci6n entre la canti�a� �o
hieio forma�a y I& concentraci6n �e glicerol (Fig . 4) asumien�o que
el �ano mecenico aparece par a un 40 % �el volumen original con-
verti�o on hieio y que Is toxici�a� se torna un factor letal a partir �e
unaconcentraci6n �o glicerol en I& soluci6n extrace!ular �z ap'oxi-
ma�amente 45 % .
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Fig . 4 . Efecto �e I& concentracion �e glicerol remanente er, la
fast liqui�s sabre la formaci6n �e hielo . La lines vertical corns-
pon�iento a un 40 % �o conversion �e hielo representa et umbrae
pars of �afto mecenico acepta�o en general . La lfnea horizontal a
45 % v/v �e glicerol representa la concentracion hipotelicamente

fetal

Es conoci�o tam bien que los crioprotectores alteran la polari�a�
�el ontorno celular41 to qua, bajo ciertas con�iciones, po�rfa in�ucir
I& �esaparici6n �e I& membrana y provocar en consecuencia la

4'muorte �e Is c 6lula
Da�o quo, aunque existen hip6tesis sobre lot mecanismos �o

protsoc16n y �afo �e los crioprotectores �urante at proceso �e eon
gelac16n-�escongelaci6n �e materiales biol6gicos, no se han obte-
ni�o evi�enclas experimentales concluyentes al respecto, as nece-
sarlo continuer las investigaciones sabre at terns, �e forma tal, qua
so puo�a �istinguir entre at �afto osmotico y It, toxici�a� inherente
a las sustancias crioprotectoras .

En este senti�o, as necesario at anelisis �e lot problemas aso-
cia�os a la a�ic16n y extracci6n �o los crioprotectores .

A excepci6n �o compuestos qua penetran extrema�amente
repi�o a is cblula, coma as el caso �el DMSO, Is a�ici6n �o un
crioprotector penetrante causa inicialmente la �eshi�tataci6n celu-
Iar y, en �epen�encia �o I& naturaleza �o Is sustancia y �o Is
temperature �o a�ici6n, I& celula ire �isminuyen�o su tamafto a
me�i�a qua sl crio9rotector penetre invirti6n�ose at proceso �u-
rante su extracc16n .

Si Is concentracl6n �e a�itivo requeri�a para I& crioconservacl6n
as alta, estos camblos �e volumen pue�en resultar especialmento
�aftinos par to qua as acepta, �e forma general, I& convenlencia �e
afta�ir el crioprotector par etapas y extraerlo tambien �o forma
paulatina.

En is literature, algunos autores plantean48,49 qua ei estres por
�iluci6n as usualmente el mss severo y as propane qua as posible
re�ucirlo incorporan�o aI me�ia �e �iluc16n un compuesto no
penetrante quo preven�re a la celuia �el aumento �esproporcio



na�o �e volumen mientras se pro�uce la �ifusi6n �el crioprotector
hacia ci exterior .

La posibili�a� �o que el empleo �e crioprotector provoque cam-
bios gen6ticos en el material, ha si�o objeto �e estu�ios . A partir
�e experiencias en la crioconservaci6n �o suspensiones celulares
�e ovarios �e hamster chino, Ashwoo�-Smith plantea quo ni el
glicerol ni el DMSO usa�os a bajas concentraciones �urante la in-
cubaci6n �el cultivo provocaban cambios gen6ticos . El proceso �e
congelaci6n-�escongelaci6n por si solo tampoco provoc6 varia-
bili�a� gen6tica y el empleo �e estas sustancias crioprotectoras al
10 % �urante la crioconservaci6n �el material no in�ujo cambios
cromos6micos �etectables por lo que, a partir �e aqul se concluye
que la crioconservaci6n bajo estas con�iciones as gen6ticamente
segura .

No obstante, aunque el DMSO ha �emostra�o su extraor�inaria
efectivi�a� y sien�o �e hecho el crioprotector ypor excelencia �e la
mayoria �e los teji�os y sistemas celulares 31' r .53 existen algunas
referencias 54-56 sobre los efectos �e activaci6n �e genes que posee
esta sustancia en algunos materiales biol6gicos por lo quo �ebe ser
usa�o con precauci6n en la crioconservaci6n �e embriones huma-
nos .

Es evi�ente que la importancia que ha a�quiri�o la crioconser-
vaci6n en Is preservaci6n prolonga�a �e materiales biol6gicos con-
Ilevara a la realizaci6n �o estu�ios profun�os sobre los mecanismos
�e acci6n �e los crioprotectores conoci�os y a la proposici6n �o
otras sustancias para este fin to quo amplia asi las perspectivas y
posibili�a�es �e aplicaci6n �e esta t6cnica a la biologia y la me�i-
cina en un futuro cercano .
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