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CRIOPRESERVACIÓN

INTRODUCCIÓN


Criopreservar consiste en preservar un material biológico a temperatura subcero, en condiciones tales que su integridad celular se mantenga inalterada. Dado que las características de un material biológico varían en función de su origen y estado de diferenciación, cada protocolo de criopreservación debe establecerse empíricamente.


Un protocolo de criopreservación implica la exposición y equilibrio del material biológico a agentes crioprotectores, el enfriamiento y almacenamiento a temperaturas bajo cero, el descongelamiento y la dilución o eliminación del agente crioprotector. Además, debe contarse con ensayos funcionales que permitan evaluar, tanto in vitro como in vivo, el material biológico en cada etapa.

Almacenamiento


Temperaturas de almacenamiento lo suficientemente bajas, no alterarán la sobrevida celular aún en periodos de tiempo muy prolongados. A temperaturas superiores a – 80°C las células pierden viabilidad gradualmente, lo que no sucede a temperaturas menores a -130°C; ya que bajo esta temperatura el agua existe sólo en su estado cristalino y no hay suficiente energía para que ocurran las reacciones bioquímicas propias de los sistemas biológicos. Por lo tanto, usualmente el almacenamiento se hace a – 196°C, temperatura del nitrógeno líquido (N2L).

Congelamiento y Descongelamiento


Los periodos de mayor peligro potencial que comprometen la sobrevida celular son la fase inicial de enfriamiento y el retorno a la temperatura fisiológica. Los factores responsables de daños celulares son:

A. Formación de cristales de hielo intracelular: la formación de cristales de hielo durante el congelamiento y el crecimiento de ellos durante el descongelamiento dañan las membranas biológicas. El grado de daño celular está determinado más por la cantidad de cristales dentro de cada célula que por el tamaño individual de ellos. En células enfriadas rápidamente los cristales son pequeños, pero si la descongelación es lenta, ellos tienden a agregarse dada su alta energía de superficie. En cambio, si la descongelación es rápida no habrá tiempo suficiente para que antes de alcanzar la temperatura de fusión del agua, la cantidad de cristales formados alcance una cantidad letal.

B. Efecto de soluto: el congelamiento produce un incremento dramático y progresivo de la concentración de solutos en los líquidos residuales no congelados. Por ejemplo, cuando una solución se congela a – 10°C se produce un incremento de más de 20 veces en la concentración de electrolitos. El aumento de las concentraciones intra y extracelulares de electrolitos desestabiliza las membranas celulares.

C. Aumento de la temperatura durante el cambio de fase: el cambio energético asociado a la transición de liquido a sólido se traduce en un aumento de la temperatura, que per se modifica la congelación de la muestra comprometiendo la sobrevida celular. La alternativa para compensar este aumento de temperatura es utilizar crioprogramadores que permitan un mayor enfriamiento mientras ocurre el cambio de fase.

Eventos que ocurren durante el congelamiento y descongelamiento


Cuando una célula se enfría entre - 5 y - 15°C, el hielo se forma primero en el medio extracelular. El citoplasma se súper enfría, así el potencial químico del agua es más alto en el exterior. Ya que la membrana plasmática es permeable al agua pero no al hielo, el agua pasa desde el intracelular (alto potencial químico) al extracelular (bajo potencial químico) y se congela fuera de la célula. La salida de agua concentra la solución intracelular y baja su potencial químico. Si la célula se enfría muy rápidamente, no hay tiempo suficiente para que el agua se transporte y equilibre. Si la célula se enfría lo suficientemente lento, el transporte masivo de agua hacia el extracelular reduce la diferencia de potencial químico a través de la membrana celular, resultando en una deshidratación progresiva que evita la formación de hielo intracelular.


La probabilidad de formación de hielo intracelular es función de la tasa de enfriamiento pero además de la razón superficie-volumen de las células, de su constante de permeabilidad al agua y del coeficiente de temperatura de esta ultima. Por ejemplo, si se utilizan velocidades de enfriamiento rápidas para células con alta constante de permeabilidad, se producirá congelación intracelular. Por su parte, a mayor diámetro celular se requiere un enfriamiento más lento para que se produzca hielo.


Determinaciones calorimétricas han permitido concluir que cerca del 90% del agua en bacterias, levaduras y ovocitos es congelable. Así, para evitar las consecuencias letales de la formación de hielo intracelular las células deben perder toda el agua congelable antes de alcanzar la temperatura de nucleación del agua (formación de cristales de hielo).


Por su parte, cuando el material biológico es retornado a su temperatura fisiológica ocurren los cambios antes descritos pero en sentido opuesto. A medida que aumenta la temperatura de la muestra puede ocurrir la recristalización del agua y producirse un shock osmótico, comprometiendo en ambos casos la sobrevida celular.

Agentes Crioprotectores


Los agentes crioprotectores son compuestos químicos que pueden entrar (dimetil sulfóxido (DMSO), glicerol, propilenglicol, metanol, etc...) o no (sacarosa, dimetil formamida, polivinilpirridolina) a las células y que se utilizan por lo general a altas concentraciones. Dadas sus propiedades coligativas, disminuyen la temperatura de nucleación del agua, la fracción de agua congelable y la concentración de los electrolitos en la fracción no congelada.


La disminución de la temperatura de nucleación se debe a la disminución de la temperatura de congelación de un solvente (agua) en solución (agente crioprotector + agua), y es importante tanto en la solución extracelular como intracelular. La disminución de la fracción de agua intracelular congelable ocurre por efecto osmótico: dada la impermeabilidad de la membrana plasmática al agente crioprotector y su hiperosmolaridad, el agua sale desde el intracelular produciendo la deshidratación celular. Por último, la disminución de la concentración de electrolitos en la fracción no congelada se explica por la regla de las dos fases que enuncia que en un sistema de dos fases (agua-hielo) a presión constante, la concentración total de solutos en la fase líquida se mantiene constante para una temperatura determinada. Como dentro y fuera de la célula la concentración de solutos corresponde a la concentración de electrolitos más la del agente crioprotector, a mayor concentración de uno (agente crioprotector) menor será la del otro (electrolito) y si el agente crioprotector es menos tóxico que los electrolitos, él ejercerá un efecto crioprotector sobre las células. Ya que este efecto se verifica a cualquier temperatura la protección ocurre tanto durante la congelación como la descongelación.


Por último, debe tenerse en cuenta que los agentes crioprotectores presentan una potencial toxicidad que aumenta con la temperatura y que puede disminuirse reduciendo la temperatura y el tiempo de exposición al agente crioprotector antes del congelamiento y después del descongelamiento. Además, los daños por cambios osmóticos pueden disminuirse utilizando combinaciones de agentes permeables y no permeables.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

PRECAUCIÓN: El Nitrógeno líquido y sus vapores queman, protéjase usando guantes y delantal.

Actividad 1

Objetivo: determinar la importancia de la velocidad de congelamiento.

Materiales:

a) Células IM-9

b) Mezcla de Criopreservación (SFB 90% + DMSO 10%)

c) Azul Tripán

d) Criotubos

e) RPMI 10% SFB

Procedimiento:

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
- Centrifugar suspensión celular por 5 minutos a 1800 rpm y eliminar el medio de cultivo volteando el tubo

- Resuspender el pellet celular en el volumen remanente y agregar rápidamente la mezcla de criopreservación mantenida a 4ºC agregando (gota a gota) un volumen suficiente para que la concentración final sea de 1 x 106 células/mL

- Alicuotar en criotubos previamente rotulados

- Colocar en ascensor de congelación: 1 criotubo por 20 min en altura Nº4 y 20 min en altura Nº1, y otro criotubo directamente en N2L (para así obtener las velocidades de congelamiento mostradas en la fig. 1). 

- Colocar en varillas de almacenamiento previamente rotuladas

- Guardar en estanque de N2L sumergidos en la fase líquida (5 min)

- Descongelar sumergiendo en baño de agua termorregulado a 37ºC hasta que quede un pequeño cristal

- Diluir 5 veces con RPMI 10% SFB

- Centrifugar 5 minutos a 1800 rpm y eliminar la mezcla de criopreservación volteando el tubo

- Resuspender en 1 mL de RPMI 10% SFB

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
Actividad 2

Objetivo: determinar la importancia de la temperatura de descongelamiento.
Materiales:

a) Células IM-9

b) Mezcla de Criopreservación (SFB 90% + DMSO 10%)

c) Azul Tripán

d) Criotubos

e) RPMI 10% SFB

Procedimiento:

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
- Centrifugar suspensión celular por 5 minutos a 1800 rpm y eliminar el medio de cultivo volteando el tubo

- Resuspender el pellet celular en el volumen remanente y agregar rápidamente la mezcla de criopreservación mantenida a 4ºC agregando (gota a gota) un volumen suficiente para que la concentración final sea de 1 x 106 células/mL

- Alicuotar en criotubos previamente rotulados

- Colocar en ascensor de congelación: 2 criotubos por 20 min en altura Nº4 y 20 min en altura Nº1 

- Colocar en varillas de almacenamiento previamente rotuladas

- Guardar en estanque de N2L sumergidos en la fase líquida (5 min)

- Descongelar 1 criotubo sumergiéndolo en un baño de agua termorregulado a 37ºC hasta que quede un pequeño cristal y el otro criotubo a Tº ambiente hasta que quede un pequeño cristal

- Diluir 5 veces con RPMI 10% SFB

- Centrifugar 5 minutos a 1800 rpm y eliminar la mezcla de criopreservación volteando el tubo

- Resuspender en 1 mL de RPMI 10% SFB

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
Actividad 3

Objetivo: determinar la importancia del uso de agentes crioprotectores.
Materiales:

a) Células IM-9

b) Mezclas de Criopreservación (SFB sólo, PBS 1X 90% + DMSO 10%)

c) Azul Tripán

d) Criotubos

e) RPMI 10% SFB

Procedimiento:

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
- Centrifugar 5 minutos a 1800 rpm y eliminar el medio de cultivo volteando el tubo

- Resuspender el pellet celular en el volumen remanente y agregar rápidamente la mezcla de criopreservación (un criotubo con SFB sólo y el otro con PBS + DMSO) mantenida a 4ºC agregando (gota a gota) un volumen suficiente para que la concentración final sea de 1 x 106 células/mL

- Alicuotar en criotubos previamente rotulados

- Colocar en ascensor de congelación: 20 min en altura Nº4 y 20 min en altura Nº1

- Colocar en varillas de almacenamiento previamente rotuladas (5 min)

- Guardar en estanque de N2L sumergidos en la fase líquida

- Descongelar sumergiendo en baño de agua termorregulado a 37ºC hasta que quede un pequeño cristal

- Diluir 5 veces con RPMI 10% SFB

- Centrifugar 5 minutos a 1800 rpm y eliminar la mezcla de criopreservación volteando el tubo

- Resuspender en 1 mL de RPMI 10% SFB

- Determinar la concentración (recuento en cámara de Neubauer) y viabilidad celular (exclusión Azul Tripán)
INFORME

Elabore un informe en el que se incluyan todas las actividades realizadas en el práctico.

Para las actividades cualitativas:

1. Describa detallada pero concisamente las observaciones realizadas

Para las actividades cuantitativas:

1. Discuta la precisión de los métodos utilizados

2. Discuta las fuentes de error

3. Averigüe un método alternativo para cada uno

Todo informe consta de; Introducción (breve), Hipótesis, Objetivos (con el fin de corroborar la hipótesis), Materiales y Métodos, Resultados, Discusión y Conclusión, Bibliografía.

Cuestionario

1. ¿Cuál es el protocolo óptimo de criopreservación para las células IM-9?

2. ¿Qué otras cosas te gustaría criopreservar y para que?

3. ¿Cuál es el fin de criopreservar células?

4. Busque información respecto de equipos de criopreservación con disminución programada de la temperatura.

