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ABSTRACT. A review about the prolectant roke in the cryopreserva-
tion of biclogical materials is shown here. Cryoprotectants are commo-
ly classified as penetrating and nonpenetrating compounds, regarding
their capacity to go, or not, through the plasma membrne. The main
action mechamsem of the intraceltular aditives is of colligative type, by
decreasing the melting point of cytoplasmatic liquid, whilc the extracel-
lular agents act stabilizing the membrane macromolecular componenis.
Addition and remotion of cryoprotecians should be done taking in ac-
count & dehydration and rehydration degree in such a jevel that no irre-
versible harm occurs in the cetls. On defining the aditive suitability it
should be considered the pecuiiarity of cach one regarding to toxicity and
asmotic stress that cause to specific ceflular type.

RESUMEN. En ¢l presente trabajo se realiza una revisidn bibliografica
sobre ¢} papel de los crioprotectores ¢n la cricconservacion de muate.
riales bioldgices. Los crioprotectores sc ¢lasifican, de forma general, en
pencirantesy no penetrantes segdnfa capacidad que poscan de atravesar
o no la membrana celular. X! mecanismo principal de accidn de fos
aditivos intracelulares cs de cardcter coligativo al disminuir el punto de
fusidn del liquido citoplasmdtico, mientras gue los extraceiulares acldan
estabilizando loe componentes macromoleculares de la membrana, Ja
adicién y remocidn de loe crioprotectores debe efectuarse teniendo en
cuenta un nive! de deshidratacion, y posterior rehidratacion, que no
provoque afectaciones irreversibles a nivel ccluiar.

INTRODUCCION

La crioconservacion ha resultado la téonica [ddnea para la pre-
servacién prolongada de material bioldgico, desde suspensiones
celulares hasta tefidos e inclusa brgancs.

A fineg del siglo pasado, o desarrollo de téenicas para [a licue-
faccidn del aire y sus gases constituyentes, marco potenciaiments
ol inicio dte Ia criogenia al permitir la obtencidn de temperaturas ex-
tremadamente bajas, pero no a8 hasta 1949 que se produce fa
primera contribucion significativa ala crioconservacin, cuando Pol-
ge y col.' demastraron las propiedades crioprotectoras del glicerol
an la congelacién de espermatozoides aviares,

La proposicion dal dimetitsuliéxide (OMSO) como crioprotec-
tor,Z con un espectro de aplicabilidad mas amplio ain que el del
gliceroi, constituyd un paso fundamental an el desarrolic ds [a
crioconservacidn sn blologia y medicina.

En genersl, después de algunos afios en que los éxitos ob-

tenidos ampiricamante sn Ja conservacion de semen y gldbufos
rojos a bajas temparaturas, flevarcn a los Investigadores a descuidar
en cierta medida los estudios basicos en ssta temdtica, s8 han
realizado numerogos trabajos con i objetivo de conocer los fend-
menos que se producen durante sl proceso de congalacién-descon-
gelacidn de productos bigldgicos y los factorss que provocan la
muerte celular por hipotermia, ds forma tal, que sea posible e
proposicién de divarsos mecanismos dirigidos & evitar o disminuir
ol dafo durante la crioconservacion.

19

En los dftimos afos se han obtenido progresos considerables
en {a cripconsorvacion de gidbulos rojos, plaquetas, leucocitos, mé-
dula 43ea, microorganismos, insactos y suspensionss celulares en
general. También se¢ han obtenido aigunos resultados positivos
para piel, cdrnea, embriones, valvulas cardiacas y algunos tejidos
fotales >

En sste contexto reviste gran importancia el estudio de los
crloprotectores, sus mecanismos de accidn y sus métodos de adi-
¢idn y eliminacién con sl objetivo de oblener allos niveles en fa
viabilidad resultante minimizando los efectos negativos que estas
sustancias pusdan tener sobre un material dago.

DESARROLLO

Durants afics se creyd que el dafio ceiular durante los pretra-
tarnientos o Ia congelacidn, realizados ¢on el fin de conservar cier-
1os materigles bicldgicos & bajas temperaturas, estaba relacionado
fundamenia!mente con concentraciones absolutas intra ¢ axtracelu-
lares de los solutos involucrados. Sin embargo, actualments se
reconoce la hipStesis® de que ia afectacién de la membrana produc-
to do la reduccidn osmbtica del volumen celular, representala causa
fundamental.

Con et objetivo de proteger los sistemas celulares durante ol
procesc de congelacién, se han empleado diferentes sustancias
denominadas crioprotectores, las cuales constituyen unr grupo hete-
rogénec de compuestos que actian mediante vatiados mecanis-



mos ¥ que se han clasiticado de forma muy general en penetrantes
¥ no penstrantas en dependencia de su capacidad de atravesar o
no Ja membrana celular, jo que Implick diferencias sustanciales en

© laforma en que e lHeva a cabo 1a proteccién & ia oélula del dafio por
frio.

Crioprotectores pensetrantes

Adificialments e posibie Ia prevencién del dao por frfo me-
diante la adicién de sustancias que disminuyen el punto de fusién
y sumentan ol grado de sub-enfrinrmiento (nuclescién homogénea
del hielo) d# & solucién slevando & su vez ol punto de vitrificacién
o cual reduce fa cantidad de agus que puede sxtrasrse de la
solucidn para formar cristales de hislo a cualquler temperatura,
evitando asi que ia deshidratacién celular en respuestu al estrés
osmébtico Ilwa & la célula a un volumen letal durante ¢! proteso de
congelacién ® Este mecanismo protector ea de tipo coligativo.

E3 glicerol y of DMSO son ios dos crioprotecicres penstrantes
mas utilizados y a los Gue se les atribuye una crioproteccién coliga-
tiva. No obstante, se han scumulado experiencias™® que indican
gue la acclén de ambos no pueda ser sxplicada solamente por sste
miecanisme ya que se ha dsmostrado que of DMSO a conoentra-
ciones mucho més bajas que 2 mol/L mantiens un sfecto crioprotec-
tor. Por ejemnpio, sn plaquetas se aicanza una buena proteccion con
0,7 molfl. & inctuso con 0,3 mol/L de DMSO y estas concentracionss
son muy bajas para que se pusda justificar su accién desde uns
base purarmente coligativa.

Se ha demostrado que i glicerol mantlene su sfecto preser-
vante durante la congelacidn de eritrocitos impermaeabilizacos al

" glicerol por la adicién de cobre.? De lo snterior se desprends que
astas sustancias ejercen indiscutiblements un efscto sstabliizador.

El carfcter ooilpaﬁvo det stecto del glicero! se svidencia en el
diagrama de fases ° de ia figura 1 y en ia curva comespondiente &
este compuesto’’ en ia figura 2.
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Fig. 1. Diagrama de fases del glicerol. PF: punto de fusidn;
R: recristalizacidn; D: desvitriticacion; G: transicibn vitrea

El glicerol puede actuar com:a un crloprotector penetrants si se
afiade a 37 °C y como no pensirants si se afiade a 0 °C. Ha sido
muy utifizado con probada efectividad en fraocsones celulares san-
guineas,'21? en espermatozoides humanos' y en suspensiones
celulares obtenidas por cultive de tejidos. En la mayoria de los
casos resuita suficiente emplear concentraciones del 5 aI 15 % para
obtener una buena crioproteccitn,
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Fig. 2. Efecto de Ia adicién de difersntes solutos sobre la dis-
minucién de loe punttos de fusién (TF} y de nucieacidn
homogénea dei hislo (Tnh). PVP: poliviniipirrolidona; $: sacarosa;
G: glucosy; GU: giicero!; £: stilengliool

B DMSO s caracteriza por su rhpkis penstracién a tavés de
ias membranas Bloldgicas y por su extraordinasria afinidad con of
agus. Actie como snticongeianie & concentracionss del 20 % o
menoree’™ & causa de que sus sninces de hidrégenc con las mo-
ibculas de agus interflersn con la tendencia de éstas a formas
matrices crintafinas™'® & io cual s atribuye fundamentaiments su
stecto prowcior. En segundo iugar, of DMSO #e capaz de airapar
bu.dlaluqmullbormydaﬁmlammbrmwumdmmﬂ
prmdnmm

8 DMSO ha side usado con dxito en la crioproteccidn de
erpermatozoides,'® ambriones. ! 2 plaquetas 2% diversas kac-
ciones sanguiness,? obiulas tumoraies® y suspensionss celulares
obteniing por tultive de tejidos 2*?®  Numerosos sutores lo ton-
sideran superior al glicerot de ka cricconsarvacion de matistisies
m‘mﬁfa

En la figura 3se musstrs® of efacto de i concentracién e DMSO
otxe la canticied de hislo formado a una temparatura dads en un

sisterna modelo DMSO-NaCH-HO.
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F1g. 3. Efecto de la concentracitn de DMSD sobre ja con-
cantracién de NaCi en I solucién remanents a medida que se
produce la formacién dal hislo en un sistemna modeio NaCi-
DMSO-H>0. La concentracidn iniclal de NaCl es de 0,15 mol/L




Crioprotectores no penetrantas

La crioproteccidn penseirante, como se sxplicd anteriorments,
se dirige a svitar sobrepasar el volumen minime ¢ritico y, por su-
puesto, previane el dafic por estrés hiperténico. Es también posi-
hie otro maganismo protector que conslste en pravenis ¢ revertir esta
afectacibn por hipertonicidad y esta es, probablements la funclon
de los crioprotectores extraceiiiares.®

Esta ciasiticacion incluye agusiios compuestos que no son
capaces de atavesar la membrana celular tales como polimeros,
azdcares, slcoholes de azicares, eicéters. Entre los més emplea-
dos se sncuentran la polivinilpirrolidona®® (PVP), el almidén hi-
droxistilico™ (HES}, et polietilenglicol® (PEG), el etilenglico!,* 1a
dextrana, & sacarosa y otros, que han resultado extraordinaria-
mente sfectivos an la crioproteccitn & concentraclones muy bajas,
a diferencia de lows agentas esencialments coligativos. No obstante
lo anterior a8 necesario sedalar que, aungue no ComMo mecaniams
principal, watos compuestos tambidn disminuyen las temperaturas
de fusidn ¥ de nucleacidn homogénea del hielo {Fig. 2).

Estos compuaestos sjercen presumiblements un sfecto bene-
licloso #n [a superficie de la membrana cefular.®' Maryman® plan.
tes que ol dado primario par congelacion tiane lugar en, o sobre, [a
membrana celular y sostienw sl criterio de que 8f estrés osmdtico,
posiblements mediants ¢f desarroilo de un gradiente de presién a
través de [a membrang, conlleva un cambio abrupto en su per-
meabilidad durante la congeiacidn que parmite un influjo de soluto
extracelular y simultineamesnte causa Ja pérdida o aiteracién de los
constituyentes superficiales, provocando ia pérdida de la confor-
macion nativa de Jas macromoléculas de la membrane y todo 8sto
parmite eventos degradativos adicionales que implican cambios ir-
tevarsibles. La inhibicién, retardo o revertimiento de ia desnatura-
lizacidn de los componantes macromoleculates de la membrana es,
posiblemaents, ) mecanismo més importants en Ia crioproteccién
axtraceiular ¥

Una de [xs caracteristicas de los crioproteciores sxtracelulares
s que, para sar efectivos, se deben utilizar a velocidades de con-
gelacién y descongelacién relativamente ripidas ya qua esto, presu-
miblamente, sirve para minimizar sl dafio por ios dencminados
“sfectos de solucién® mediante la fimitacidn del tiempo disponible
para el desarrolio de aste fendmenc.

En sstudlos realizados en globuios rojos  entriados rapida-
mente® sa demostrd que la presencia de PVP inmediatamante
despubs de fa descongelacion mejora ei recobrade de células Intac-
182 mientras que su prasancia durante todo ¢l proceso de con-
gelacidn-descongalacidn resultaba en una viabilidad resuitante ain
mayor. Esto coincide ton i08 Mecanismos propuestos anterior-
mente para sxpiicar la crloproteccitn panetrante,

Se ha comprobado que el smpleo de mezclas de crigprotec.
tores penstrantes y no panefrantes, al combinar ambos sfectos,
resulta més efectivo que of smpleo da estos aditivos por separado,

En la cricconservacitn de piaguetas existe al probiema que las
bajas concentracionss de aditivos permeantss que soporian no son
suficlentes para proteger del dafio hipotérmico,™ por tanto, se em-
plean mezoclas de crioprotectores peneiranies y no penetrantes
como giucosa, dextrans, manitol, ghoerol y DMSO**™ lo que ha
Tesultadio on un slecto protector superior, ¥4

Efectos negativos de la adicién de crioprotec-

tores ,

Generaiments se acepia que tanto i congelacidn como la
adicién de crioprotectoras afectan !a estabilidad de las sstructuras
bioldglcas. Por tanto, para I8 crioconsarvacion, es tan Imponante ¢l -
sstudio de ios stectos negativos de los crioprotectores como su
capacidad crloprotectora..

La prassncia de un crioprotector, simifarments a [a formaclén
de hisio, Induos en cleria forma ia deshidratacidn celular*!? lo cual
hace necesario definlr, para cada tipe de matsrlsl & conservar, las
concentraciones de adlitivos protectorss gus son toleradas en cada
caso, teniendo en cuanta sdemas que, al irss formando el hislo
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du:}nto ! proceso de congelacin, la concentrasion ird an aumen-
10,

El DMSO Inhibe marcadaments la actividad catatasa y perexi.
dass con el consiguiente efecio dani-n sobre la membrana cely.
lar.**® por otra parte, los crioprotectores participan tarmt:ién an of
incremento de la permeabiiidad de membrana durants ta con-
gelacién lo que provoca filtracién de sofuto hacia la célula v ol estrés
osmbiloo hipenténico*! correspondiante.

Fahy y Mac Farlane*® pressntan 1a relacién entre Ja cantidag de
hielo formada y la conceniracién de giicaral {Fig. 4} asumiendo que
ol daflo mecdnico aparecs para un 40 % del volumen original con-
vertido an hielo y que la toxicidad se torna un factor letal & partic de
una concentracién de gliceral en la solucién extracelular dz ap:md.
madaments 45 %.

[gliceroll (%) {V/V]}

T T Y
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Fig. 4. Efecto de la concentracidn de glicero! remanente en la
fase liquida scbre la formacibn de hisio. La finea vertical coris.
pondiente a un 43 % de cenversidn de hialo represonia el umbra:
para ol dafio mecanico aceptado en general, La linea horizental a
45 % v/v da gliceral representa fa concentracidn hipotélicamante

letal

Esconocido también que los crioprotectores alteran la poiaridad
dal sntorno celular*’ lo que, bajo ciertas condiciones, podria inducic
la degaparicién de [a membsana y provocar an Consecudncia la
musrte de ia chlula*’

Dado que, aunque existen hipdtesis scbre fos mecanismas de
proteccidn y dafio de los crioprotectores durante si procesc de con
gelacidn-descongelacion de materiales bioldgicos, no se han obte-
nido svidencias sxperimentales concluyantes al respecto, e nece-
saric continuar las investigaciones sobre el tema, de forma tal, que
36 pueda distinguir sntra el dafio osmbtico y la toxicidad inhersnta
a las sustancias crioprotectoras. :

En este sentido, 8s necesario 8 anilisis de los problemas aso-
ciados a |8 adicidn y extraccidn da los crioprotectores.

A sxcepcitn de compusstos que penetran extremadaments
rhpido & Ja cblula, como es e caso dsl DMSO, 1a adicién ds un
crioprotector penetrants causa iniciaimente la deshidrateeidn celu-
lar y, en depandencia de ia naturaleza de la sustancis y de la
temperatura de adicidn, la célula ird disminuyendo su tamafio a
medida que el utogrotec{or penetre invirtibndose 8l process du-
rante su sxtraceién.

Sila conoentracién de aditivo requerida para la crioconservacin
o$ alta, estos cambios de volumen pueden resultar sspecialmente
dafincs por o que se acepta, de forma generai, ia conveniencia de
afiadir el cricprotector por etapas y sxiraerlo también de forme
paulatina,

En la literatura, sigunos sutores piantam“"“ que el estrds por
dilucién ea usualmente sl Mas severo y 88 propons que 83 posibie
reducirio Incorporando &l medic de diucion un compuesie no
penstrants que prevendrd a la céluie del aumanto desproporcio-



nado de volumen mientras se produce la difusién del crioprotectoer
hacia el exterior,

La posibilidad de que el emplec de crioprotector provoque cam-
bios genéticos en el material, ha sido objetc de astudios. A partir
de experiencias en la crioconservacién de suspensiones celulares
de ovarics de hamster chino, Ashwood-Smith™ plantea qus ni ef

.glicerct ni 6 DMSQO usados a bajas concentracionas durante la in-
cubacién del cultive provocaban cambios genéticos. El proceso de
congelacién-descongelacidn por si solo tampoco provocd varia-
bilidad genética y ¢l empleo de estas sustancias crioprotectoras al
10 % durante la crioconservacién del material no indujo cambios
cromosodmices detectables por lo que, a partir de aquf se concluye
que ia crioconservacién bajo estas condiciones es genéticamente
segura.

No obstante, aungue el DMS0 ha demostrado sy extraordinaria
efactividad y siendo de hacho sl cnoprotactor for excelencia de la
mayoria da log tejidos y sisternas celulares,? existen aigunas
referancias™ % sabre los efectos de activacién de genes que posee
esta sustancia en algunos materiales biolégicos por lo que debe sar
usado con precaucién an la criotonservacion de embricnes huma-
nos.

Es evidente gue {a importancia que ha adquirido la crioconser-
vacion en la preservacién prolongada de materiales biclégicos con-
itevar& a la realizacién da estudios profundos sabre los mecanismos
de accién de los crioprotectores conccidos y a la proposicibn de
olias sustancias para ests fin lo que amplia asi ias pesspectivas y
posibilidades de aplicacién de esta téenica a fa biviogia y la medi-
cing en un futuro cercang.
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Mediante el uso de este sistema, puede obtenerse agua
potable de gran calidad sin introducirle ningin olor
o sabor indeseable y con la posibilidad de que se
puede realizar su tratamiento practicamente en el
momento del consumo.

DATOS TECNICOS

o Voltaje: 110 V

® Frecuencia: 60 Hz

o Potencia: 30 W

22

i OZONIZADOR e
2w DOMESTICO i

LIS »
0..-0..0....00.... ..’..

*
LR
LI L U L T UL .

Centro Nacional

de Investigaciones Cientificas
Avenida 25 y calle 158, Cubanacén, Playa
Ciudad de La Habana, Cuba

Apartados Postales : 6880y 6990
Teléfono: 21-8066  Télex: 51-1582 CNIC CU





