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ARS t'RACI'.'I'he combined effect of two types of cryoprotectants (sor-
hilol I mol/II and dimetylsulfoxide 5 %) was studied on the vitality of
Cath raititi s rusees cells by respiromeIry before and after freezing . It
was shown that a variation of the time of preculmre with the first
cryoproteclant from I to 48 h reduced significantly tfte vitality so as the
cell washing did . It was observed that the best results were obtained
with : preculturc 1 h in sorbitot I mol/l . + preculture I h in I)MSO 5 %
by freezing I °C/min to -40 ° C follow of inmersión in liquid nitrogen and
fast thaw wilhoul any furthercell washing to remove IhetryoprotectanIs .

INTRODUCCION
Las líneas celulares derivadas del Catharanthus roseus

constituyen una fuente de producción de alcaloides eón actividad
antitumoral, siendo por tanto, su conservación estable con fines
farmacéuticos de gran interés .

La forma más eficaz de lograr la preservación a largo plazo
consiste en la inactivación temporal de las funciones metabólicas
por el efecto de las ultra bajas temperatutas, en el orden de los
-196 °C (ternperatpra del nitrógeno líquido), lo que comúnmente se
denomina : crioconservación .

Sin embargo, pocos o sólo algunos cultivos tienen una resis-
tencia natural al frío, por lo que necesitan la aplicación de sustancias
crioprotectoras adecuadas, antes de ser sometidas al proceso de
congelación .

El objetivo del presente trabajo ha sido el estudio del efecto
de los crioprotectores antes y después de la congelación sobre la
vitalidad de las células de Catharanthus roseus .

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron suspensiones celulares de Catharanthus ro-
seus de la línea clasificada E, obtenidas a partir de callos cultivados
durante 3 ó 4 semanas en medio Murashige-Skoog, suplementado
con 2 mg/L de 2,4 ácido diclorofenoxiacético, 0,1 mg/L de kinetina
y solidificado con 0,6 % de agar .

Los callos se pasaron al mismoo medió de cultivo pero en
forma líquida en erlenrneyers do 250 mi- los que se colocaron en
una zaranda orbital a 150 r/Irin durante 7 d .

Tratamiento con crioprotectores
Las soluciones crioprotectoras : (sorbito) 1 mol/L y

dimetilsulfóxido (DMSO) al 5 %), fueron preparadas previamente
en el medio de cultivo mencionado anteriormente . 1,2
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RNSUMRN. Se estudió el efecto combinado de dos crioprotectores
(sollatol 1 mol/t, y dimet liso lfóxido 5 0/,) sobre la vitalidad de las células
deCarharanlhnsroseus porrespirometríaantes ydespués delaconge-
lación, determinando los/I1L de óxigcno/hora consumidos por las células
tratadas . Se constató, que al variar de 1 a 48 h el tiempo de precultivo
con el primer crioprotector la vitalidad se reducía considerablemente, así
como, que fue significativo el deterioro celular con el lavado de los
criepmtcctores después de la congelación . Se observó que la variante
que garantiza una mayor vitalidad de las células es la correspondiente
a : precultivo de 1 h en solbitol 1 mol/t . I- precultivo de 1 h en dimetil-
sulfóxido 5 % con un régimen de congelación de I ° C/min hasta -40 °('
e inmersión en nitrógeno liquido y descongelación rápida sin el lavado
ulterior de las células para eliminar los crioprotectores .

La aplicación se realizó de la forma siguiente :

Tratamiento 1 : precultivo en sorbitol 1 mol/L en 3 variantes
quo difieren entre sí de acuerdo al tiempo que dura el tratamiento .
(1,24y48h) .

	

-

Tratamiento II : precultivo en DMSO5 % durante 1 h, después
de concluir el -iatamlerito I .

Los crioprotectores se añadieron a temperatura ambiente y a
0 °C, respectivamente equilibrando la temperatura en un baño de
hielo .

Congelación
Las muestras se congelaron en crioviales de poliestireno de

1 mi- a un régimen de 1 °C/min, desde O hasta -40 °C con la
posterior inmersión en nitrógeno líquido, donde permanecieron du-
rante 24 11s .

La velocidad de enfriamiento se garantizó mediante un sis-
tema.sencillo utilizando un frasco de 1000 mi- que contenía alcohol,
siendo colocado en un termo con nitrógeno líquido hasta un nivel
prefijado. 3

Descongelación y tratamiento
post-descongelación
ta descongelación se efectuó en un baño de María a 40 °C,

equilibrando las muestras descongeladas posteriormente a O °C
durante 15 min en un baño de hielo .

A todas las muestras una voz descongeladas se les aplicaron
dos tipos de tratamiento : lavado de los crioprotectores con medio
fresco (3 veces) y sin lavado .

Prueba de vitalidad
La vitalidad de las células tratadas antes y después de la

congelación se determinó por respirometría, expresando los resul-
tados en/4L de oxígeno consumidos por hora . '
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Las mediciones se rea!izalon manométrioamenl, . Se midi's-
ron los cambios de volumen dol gas confinado en un si,ton -.a
cerrado, a una temperatura de 30 °C y se llevaron acabo a int=, ; alca
de 20 min cada una con tres réplicas para cada cfeterminaaán .

El procesamiento estadístico de !os resultados se rea!iz5
mediante un análisis de covarlanza .

Las variantes experimentales desarrolladas se muestran er: 'a
Tabla i .

	

-

TABLA I
Representación esquemática de los diferentes tratamientos

aplicados

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados correspondientes a las mediciones de la res-

piración se reflejan en la Tabla ;I,

TABLA 11
Mediciones de la respiración de la células ti atadas

antes y después de la congelación

85,22

	

55,94

	

26,28(1 ;3 ;,5) r

Los números'entre paréntisis expresan las variantes con las que
exsisten diferencias significativas, (p < 0,05)

Se puede apreciar que pa : ; : !as irisarlas del precultivo I los
mejores resultados s'o . .anularon para el tratamiento de menor.
tiempo (1 h), pues en I5 raed!^:'a e :: que au:-entó el tiempoo de
exposicin d- ss cá!,,i :, i crieorot r oiu,minuyó la vitalidad de
eVlas .

Este fenómeno este est:ech:,r,'ento relacionad, con el au-
mento de la concentración de set :~ta en medio extracelular por !a
qr :isancia del crioprotectcr, lo que provoca la deshidratación parcial
dalasceluiasx,nlainherentecor :üacci :;n de' prctoielastocompletu
y Sus cnmpartim ;en!os individuaba y aunque las ulerpbrar:as teíe-
ran considerables desviaci~,ns •s. rile is nrdenacibr* espacial de las
macromo!éa,ias que la componen la red!rcrsón de! volumen ca!ul .
en Ge,:uites es leta l . 4

Ig'ua:r^seta ocurJ ,,ara el precnl!' ...,1 ti, corx ad- -5 se
adiciona el efecto del otro componente .'e la mercia enoprc- -,ectrra
(r3l 80) . Ente criorr-c,e to : - . ^!bongo facvtó !a lolaraoca ;e as
cólu!as a la cnpeisción !o qt e r,e oeurdrv nrn?recultivos sólo en
sorbitol 1 molli ., según !as e;.panancias L :loro vares realizadas .

En ='ianto al tratarnianto de lavado de la-- muestras se puede
aprc alar our- en e' :en ,tu , las células ra se tavaron, !ús resul-
tados ruerop mefoies. puede que < -, 'debido a que car, el
!' :vado se ' .,min lye ur mei, :y n 1Kación dial medio de
suspensión de les células cor !u que un estrés ósr:!oboe,
además de que puede ocurrir la - .lira dr. ..olue :_s vitales por te
extracción del pn;pii medio cop r s r ioproi< : .'-'--- .

El mejor tratamiento:luegaior.aa,•una mayorvita .̀,dad lá
suspensión celular de Catharanihus roscos antas y úespués de la
congelación fue-la ccresporatiame a!avariarae 2, Ic que fue ccrre-
!,-orado con si andsis este=ústico aplican, . .

C°COP CL.USI NES
El pr -e-c, .re trabajo mostró c¡ae :.,:v-!as v...̂rir,.rtes ~e precultivc, .

c-u:, cdop ocecí .;,vs cs un , r, r, . ,, - que ya,nriitiza la mayor
vitalidad • • e las Ceiuiss tt- ,I e crrespuide a :
precultivo q 1 h e^ s :- t- uI 1 mol/i, 1 acu,r-V , de 1 h en DM50
5 •v, con un régim°, d- cnr,ge!aaór, rte 1 °C ; -' huta -41) °C e
inme'sión o: ; r .,t . j-" ._ -. :do .

Se comprobó que las células se mantuvieor, e : •. ~ medio con
loo cri' :piotectoi s después de !a con= •• ! a•_. :ó , teri', mayor vital!-l
dad que aquéllas que se lavaron, lo •, .,e dl-muestra que son muy
susceptibles a los cambios de tonic!c!ad del m^dio de suspensión .

Se recomienda seguir astudiandu tiempos da precultivos
interiores y formas más leves de exiraoc :ón de !cr: cric protectores .
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u) -El Sistema Internacional de Unidades y su aplicación
Z en-las Ciencias Exactas

	

-

•

	

Rafael León Rodríguez y Rafael León Avendaño
•

	

Contiene las definiciones y conceptos de las diferentes magnitudes . Ei Sistema Internacional de
•

	

Unidades (SI), Unidades Básicas, Unidades Suplementarias. magnitudes v unidades derivadas, tablas
O de unidades derivadas, unidades no pertenecientes al SI cuyo uso se permite por tiempo indefini-

do. Relación de constantes que se emplean en Química . Dimensiones de ¡as unidades . Ecuaciones

m Dimensiopales . Reglas generales para el iiSo de las unidades SI- Reglas para el uso de las unidades
derivadas. Indicaciones sobre el empleo de prefijos- Normas para la señalización de los ejes en los

a gráficos y encabezamiento de columnas en Labias cuantitativas . Ejemplos del empleo del SI y Di-
bliografla.
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V ariante
Pro-congelación

Precultivos

Tratamientos
Pnst-congelación

la .,rido de crioprclectores

1

'

24 48
(h)

11
1

5 No

1 X -

	

- X X
2 X -

	

- X
3 X X
4 - X - X -
5 - - X X

X x x

Variantes -
Precultivos Tratamiento

PostdescongelaciónI

	

1 11
fr L oxígeno/h

1 133 .76 105,52 - 3,10 (2 ;6)
(3 ;4 ;5;6) (3;4;5 ;6)

133,52 105,52 40,22(1 ;3 ;4;5)
100,95 85,50 0,60 (2;6) .

(1 ;2 ;5 ;6) (1 ;2:5 ;6)
110,95 85,50 12,31(2)

5 85,22 55,94 3,93(2 :6)
(1 ;2;3 ;4) . (1 ;2 ;3;4)




