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OBJETIVOS 

1.- Describir las técnicas para criopreservación de células 

progenitoras hematopoyéticas y su control de calidad. 

2.- Conocer las bases físico-químicas de la criopreservación. 

3.- Evaluar los diferentes tipos de crioprotectores. 



INTRODUCCIÓN. 

Durante las ultimas cinco décadas han ocurrido progresos significativos en el uso 

de la inmunobiología del trasplante de células progenitoras hematopoyéticas 

(CPH), para el tratamiento de pacientes con ciertas enfermedades oncológicas y 

hematológicas. El resultado ha sido una mayor sobrevida de pacientes con 

enfermedades neoplásicas malignas, en particular de pacientes relativamente 

jóvenes con anemia aplasica y leucemia aguda, sometidos al transplante 

alogénico de médula ósea. 1 

La mielotoxicidad es uno de los principales factores limitantes en el tratamiento 

quimioterápico y radioterápico de las enfermedades oncohematológicas. El 

trasplante de médula ósea permite superar esta barrera al proporcionar las 

células progenitoras para la reconstitución hematopoyética, tras la aplicación de 

la terapia inhibidora de las células malignas. 

La medula ósea puede obtenerse de un donante genotípicamente idéntico 

(trasplante singénico ); de donante genotipicamente no idéntico, preferentemente 

con identidad para el sistema mayor de histocompatibilidad (trasplante alogénico); 

o bien del propio individuo (trasplante autólogo)2
. 

El procesamiento de las células hematopoyéticas para trasplante ha permitido 

ampliar sus posibilidades de obtención en los últimos 10 años, así las células 

hematopoyéticas pueden ser obtenidas de la medula ósea, de sangre periférica 

mediante el procedimiento de aféresis de células mononucleares y de sangre de 

cordón placentario . 3.4 



2 

El trasplante de medula ósea autóloga se utiliza en pacientes que no disponen de 

un donante histocompatible. Por ello representa una primera opción frente al 

trasplante alogénico, especialmente si la contaminación con células tumorales es 

improbable o si se dispone de métodos de purga eficaces; porque se evita el 

riesgo de la enfermedad injerto contra huésped, que produce el trasplante 

alogénico, y esto reduce la mobilidad del paciente. 

La médula ósea es recogida cuando la enfermedad esta en remisión, momento 

idóneo durante la evolución de la enfermedad. Una vez que mediante el 

tratamiento quim1oterápico se ha logrado la inhibición total de las células 

neoplásicas en la médula, el enfermo esta en la situación ideal para recibir el 

trasplante medular. La conservación de las células progenitoras hematopoyéticas 

(CPH) durante este periodo de tiempo puede realizarse a temperatura de 4-1 OºC 

durante 54-56 horas en forma de medula total5· que es un método sencillo 

técnicamente, pero tiene el inconveniente de que no permite periodos largos de 

conservación. 

La congelación de la medula ósea, previo fraccionamiento o concentración de la 

misma aunque técnicamente es más compleja, posibilita la adopción de cualquier 

método de acondicionamiento pretrasplante y su conservación durante años en 

nitrógeno liquido, lo que es importante especialmente en los casos en los que se 

realiza tratamiento para eliminar la enfermedad residual y se guarda una fracción 

de CPH para su rescate. Por ello la congelación de CPH es la técnica más 

utilizada por los diferentes grupos que realizan trasplante autólogoy se puede 

aplicar a CPH de cordón placentario. 
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En el año de 1955, Barnes y Loutit consiguieron demostrar que la medula ósea 

podía ser criopreservada correctamente utilizando la técnica empleada por Polge 

para espermatozoides en presencia de glicerol 6 

A partir de ese momento se comenzaron a desarrollar otras técnicas y se fueron 

estableciendo los principios generales de la criopreservación. 

BASES FÍSICO-QUÍMICAS DE LA CRIOPRESERVACIÓN. 

Al exponer las células a bajas temperaturas, se presentan daños provocados por 

la congelación, estos pueden categorizarse en dos tipos: 

FÍSICOS: Por formación de hielo, debido a que el agua al pasar de liquido a 

sólido, cambia de configuración espacial, lo que provoca la ruptura de las 

estructuras celulares. 

FÍSICO-QUÍMICOS: En los que se observa la desnaturalización de diversos 

componentes celulares, la suspensión de reacciones catalizadas por enzimas, 

cambios en el pH y la deshidratación celular. 

Los primeros estudios sobre el daño por congelación, demostraron que el daño 

físico es producido por la formación de cristales de hielo. Las células están 

sujetas a una serie de eventos fisico-quimicos, asociados a la perdida de agua y 

su conversión en hielo; cuando la temperatura desciende el volumen celular 

decrece y los salutes extra e intracelulares se concentran provocando cambios en 

el pH, además las células se colapsan por la diferencia de presión osmótica. 

Respecto a dichos fenómenos se han propuesto varias teorías como la de 

Lovelock7 presenta un modelo sobre hematíes en el cual se postula que el daño 
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celular durante la congelación es consecuencia del aumento en la concentración 

de electrolitos dentro y fuera de la célula. 

Posteriormente en 1963 Meryman 8·9 propone que el daño de los hematíes no es 

el resultado directo de la concentración de solutos, sino que esta gran 

concentración de salutes extracelulares produce una reducción del volumen 

celular debido a la hiperosmolaridad extracelular por debajo de un volumen 

mínimo tolerable. 

Más tarde Mazur'º·" presenta la teoría en la que asocian dos procesos 

independientes: el primero muestra daño por efectos de alta concentración de 

salutes en las congelaciones lentas y el segundo, con la formación de cristales 

intracelulares a las velocidades de congelación rápida. Esto determina que la 

velocidad de congelación es uno de los factores más importantes que incide en 

que las células viables puedan congelarse a temperaturas que permitan un 

almacenamiento indefinido. 

Entre los -5° C y -15ºC comienza a formarse hielo en el medio extracelular, ya 

sea de forma espontánea o provocada, hay que tener en cuenta que en toda 

solución existen centros de nucleación a partir de los cuales empieza a formarse 

los cristales de hielo. Sin embargo, el interior de las células permanece liquido, 

pues la probabilidad de que se formen dichos centros es mínima ya que la 

membrana celular actúa como una barrera, impidiendo el crecimiento del hielo 

dentro de la célula. En el momento de cambio de estado de liquido a sólido, se 

produce una liberación de calor, que es la diferencia entre las entalpías del líquido 

y el sólido. 
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A medida que se forman los cristales a expensas del agua, se excluyen los 

solutos, por Jo que el medio extracelular experimenta un aumento de osmolaridad 

creciente. Al continuar el sobreenfriamiento, aumenta la formación de hielo. La 

concentración de los solutos en el líquido extracelutar que permanece sin 

congelar, produce que la solución baje cada vez más la temperatura de 

congelación, debido a estos fenómenos se empezó a buscar la manera de 

proteger a las células a bajas temperaturas."'"14 

CRIOPROTECTORES. Los agentes crioprotectores modifican la tonicidad de 

las células haciendo posible el uso de velocidades lentas de enfriamiento, de esta 

manera se evita o minimiza la congelación intracelular 15·
16 

En 1971, Meryman clasifico a dichos agentes en dos grupos que son 

1) Agentes penetrantes: los cuales a concentraciones altas protegen Ja vida 

celular contra el daño de una congelación lenta, entre ellos está el glicerol, 

descrito por Polge, Smith y Parke en 1949. Más tarde en 1959, Loveck. Bishop 

demostraron un mejor efecto al utilizar dimetilsulfóxido (OMSO). También existen 

otros compuestos tales como: etilenglicol, etanol, metano!, acetato de amonio y 

trimetilaminoacetato (TMAA). 

El mecanismo por el cual un agente protector penetra previniendo el daño celular 

es debido a sus propiedades coligativas, de formar puentes de hidrógeno y esto tal 

vez, nos indique la capacidad del agente protector, para ligar o sustituir el agua. 

Los factores que se deben considerar para que un agente crioprotector sea 

conveniente son: baja toxicidad, alta solubilidad en agua y capacidad de enlace 

con ella, además de su facilidad de penetración por las membranas celulares 17
.t 
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11) Agentes no penetrantes: protegen efectivamente a una baja 

concentración molar y generalmente requieren de una mayor rapidez de 

enfriamiento, entre estos agentes tenemos compuestos de macromoléculas como 

la polivinilpirrolidona, algunos azucares como sacarosa, lactosa, y glucosa y 

alcoholes de azucares como man·1tol, sorbitol y polímeros de almidón. 

El mecanismo por el cual otorga protección no ha sido establecido, pero se ha 

propuesto uno a nivel extracelular, la presencia de estos agentes altera la 

permeabilidad de la membrana, en donde una salida irreversible de solutos puede 

ocurrir bajo la presencia de un cambio osmótico. El cambio hipertónico es 

diminuido durante el congelamiento por la entrada de solutos extracelulares y la 

lisis hipotónica es impedida durante el descongelamiento por la salida de solutos 18
. 

Es importante mencionar que el dimetilsulfóxido es uno de los agentes 

crioprotectores más comúnmente utilizado en la recuperación de granulocitos 

después de su congelación, ya que dicho agente penetra rápidamente en las 

células y evita el congelamiento intracelular, previniendo un substancial aumento 

en la presión osmótica externa y reduciendo la formación de cristales de hielo, por 

dichas razones es preferentemente utilizado en la criopreservación de células de 

médula ósea. 3
·
19

•
21

. 

Por otra parte, su uso condiciona a la vez ciertas desventajas, ya que dentro de 

las concentraciones aceptadas, no están exentos de efectos tóxicos, temperatura 

tiempo-dependientes22
. Las repercusiones del agravio osmótico así como la 

abolición de algunas de las funciones celulares y bioquímicas son reversibles en 

los primeros 30 min. del proceso de congelación 23
. Sin embargo, la incorporación 

del agente crioprotector deberá realizarse lentamente para evitar los efectos 
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indeseables23. La temperatura a la que se realiza la mezcla con la medula ósea es 

de gran trascendencia, cuanto menor sea esta, menor cantidad de sustancia 

crioprotectora penetrara en la célula. A 4ºC podemos asegurar casi la ausencia de 

toxicidad y alteraciones osmóticas letales sobre las células hematopoyeticas25
. 

Otros investigadores han usado con éxito una combinación de dimetilsulfóxido al 

5% como crioprotector intracelular e hidroxietil almidón al 6% como crioprotector 

extracelular, esta mezcla evita la formación de microagregados y la lisis con la 

liberación de nucleoproteínas, enzimas lisosomales y la formación de ge1."·27 

VELOCIDAD DE CONGELACION. El factor principal de riesgo en un 

proceso de criopreservación es la velocidad de enfriamiento, debido a esto se ha 

sugerido al inicio de la congelación, de un descenso térmico de 1-2ºC/min. , 

hasta llegar a -20º o -30ºC. 

Si la velocidad de congelación es lo suficientemente lenta, la progresiva perdida 

de agua deshidratará a la célula, pero esta no se congelará Si el descenso de 

temperatura continúa, la deshidratación excesiva dañara a la membrana celular y 

a sus estructuras internas, que contribuirán a la destrucción celular por un 

mecanismo no del todo claro, pero en el que la deshidratación y la reducción del 

volumen celular son críticos. Si, por el contrario, la velocidad de congelación es 

rápida, se evitara la salida del agua del interior de la célula al medio extracelular, 

pero su interior se sobre enfriará lo suficiente para provocar que la formación de 

hielo sea muy elevada, y consecuentemente se producirá la destrucción de las 

estructuras internas y de la membrana celular por cambios mecánicos. 
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Independientemente de la velocidad de congelación, se debe de llegar a la 

temperatura de -40ºC'""ª, esta es la llamada temperatura eutéctica del sistema, 

a partir de la cual se produce una congelación homogénea con la formación de 

un sólido amorfo, es decir sin una estructura cristalina, en la que la formación de 

sólidos no daña las estructuras celulares. A partir de esta temperatura, la muestra 

permanece inalterada y puede almacenarse a temperaturas más bajas. 

Para que estos fenómenos ocurran es necesario que el agua este "libre", es decir, 

no este ligada a otras moléculas, o lo que es lo mismo "congelable". 

Es justamente modificando el comportamiento del agua en lo que se basa la 

acción de las sustancias llamadas "crioprotectoras". Estas, unidas a una velocidad 

de congelación óptima, logran las máximas recuperaciones de viabilidad tras los 

procesos de congelación y descongelación28 

Los métodos de congelación se dividen en: 

1. - Congelación Lenta: es el método más comun y consiste en bajar la 

temperatura gradualmente, esto provoca un flujo de agua intracelular hacia el 

exterior, donde se congela y forma un pequeño numero de cristales de hielo. De 

manera similar las tasas de enfriamiento que se manejan están entre O. 5 y 

0.2ºClmin, sin embargo se han reportado tasas del orden de 0.1 a 1 O 'C/min. 

2. - Congelación Rápida: consiste en la inmersión directa de las células en 

nitrógeno líquido, este método provoca la formación de un gran numero de 

cristales de hielo, distribuidos en los tejidos con uniformidad. 

3.- Congelación por Pasos: Este método consiste en congelar las células 

en etapas y temperaturas predeterminadas. Cuando la muestra alcanza una 
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temperatura entre los -35ºC a -40ºC y el agua congelable de la célula ha salido 

para convertirse en hielo externo, pasándose directamente al nitrógeno liquido. 

Varios autores coinciden en que el mejor método de criopreservación de células 

hematopoyéticas obtenidas de medula ósea es la conservación en nitrógeno 

liquido, bien sea a corto o largo plazo, aún cuando estos no requieran de un 

control de temperatura. 

El método con el que se ha obtenido mayor viabilidad celular cuando se ha llevado 

en forma controlada ha sido el de enfriamiento lento, con la siguiente desventaja 

de que se requiere de un complejo y costoso proceso 29
. Otros autores han tenido 

buenos resultados sin utilizar una temperatura controlada, 30 resultando un 

proceso más simple en el que se abaten los costos y pudiéndose almacenar en 

congelador a -80 ºe 

Malinin y colaboradores reportan que la criopreservación de células de medula 

ósea a -196ºC produce mejores resultados que cuando se conservan a -79ºC, 

temperatura que se considera efectiva en la producción de sistemas celulares de 

reconstitución hematopoyética después de ser irradiadas31
. 

METODOLOGÍA. 

La criopreservación de medula ósea esta suficientemente estandarizada en sus 

aspectos metodológicos. Aunque recientemente se ha sugerido el empleo de 

técnicas distintas2G·27·29·30·31 , la mayoría de los grupos realizan el mismo 

procedimiento que se describe a continuación. 

Los fundamentos criobiológicos sustentan la necesidad de una congelación 

programada, controlada con una descongelación rápida. Sin embargo, la 
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obtención y procesamiento de Ja medula ósea son Jos pasos fundamentales, 

donde una manipulación adecuada de la muestra es necesaria para facilitar su 

criopreservación posterior y garantizar el resultado final del procedimiento. 

OBTENCIÓN DE LA MEDULA ÓSEA. 

Esta se realiza en quirófano bajo anestesia general, mediante múltiples 

aspiraciones en crestas ilíacas posteriores y anteriores. El trócar que se usa es 

una modificación de Ja aguja de Jamshidi que posee un cabezal con una 

adaptación más cómoda para la mano. Jo cual permite puncionar repetidas veces 

una superficie dura como es la cortical del hueso. La médula ósea aspirada se 

transfiere directamente a una bolsa estéril con suero salino (100 ce) o medio de 

cultivo (100 ce) y heparina libre de preservantes (15000 u a 20000 u.)Es 

importante agitar la bolsa cada vez que se deposita médula ósea para asegurar 

una mezcla lo más rápida posible con Ja solución anticoagulante. Puesto que el 

producto que se obtenga va a ser sometido a un proceso de separación celular por 

centrifugación, 

No es necesario filtrar la medula extraida en quirófano. Normalmente en donantes 

adultos, se extraen de 600 a 1,000 mi de médula ( 10-15 mi 1 Kg. de peso) la cual 

debe de tener una concentración celular entre 20 y 30 x109 /L. Teniendo en cuenta 

las perdidas durante el fraccionamiento y congelación, es necesario obtener la 

cifra de células nucleadas que asegure una recuperación hematopoyética 

completa tras la infusión de Ja medula descongelada. Esta cifra depende 

fundamentalmente del método de concentración que se utilice, procurando en 
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cualquier caso disponer un mínimo de 0.2x109 /Kg células mononucleares / Kg del 

receptor en el momento de la criopreservación. 

Para concentrar la medula ósea, es conveniente reducir el volumen total extraído 

retirando hematíes y plasma, pero conservando las células pluripotenciales 

hematopoyéticas. La optimización del proceso de concentración medular es 

importante por varias razones" ya que permite en primer lugar, reducir el espacio 

de almacenamiento y el volumen de crioprotector utilizado (DMSO.) Por otro lado, 

la eliminación de la mayor parte de los hematíes antes de la criopreservación 

disminuye la cantidad de hemoglobina libre transfundida con la medula 

descongelada. Los polimorfonucleares son células muy sensibles al daño 

crioinducido y son fuente de enzimas lisosomales y ADN que favorece la 

formación de agregados celulares tras la descongelación. Su presencia contribuye 

a aumentar la perdida celular y por lo tanto, aunque no es un requisito 

indispensable, es deseable disminuir el número de granulocitos durante el 

procesamiento de la medula. 

El método óptimo de purificación de células mononucleadas (CMN) es la 

centrifugación en gradiente de Ficoll, esta técnica ha sido reproducida de manera 

automatizada. Con ello, no solamente se consigue simplificar el procedimiento 

sino también se evita una manipulación abierta de la medula ósea. Otras técnicas 

alternativas de separación celular son la doble centrifugación y la concentración de 

medula ósea en un procesador celular, con mayor o menor purificación de células 

mononucleadas dependiendo del programa a ufllizar. El resultado final en toda 

ellas es un concentrado de células mononucleares de medula osea (CMN), con 
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la ventaja de una mayor sencillez y rapidez del procedimiento y una menor 

manipulación. 

CRIOPRESERVACIÓN. 

Para que la criopreservación se lleve a cabo en forma adecuada deben estar 

viables más del 90% de las CMN, la medula ósea concentrada se distribuye en 

bolsas de ultracongelación y a cada una de ellas se añade lentamente en un 

periodo de 1 O a 15 minutos en total, un volumen equivalente de solución 

crioprotectora enfriada (plasma o medio de cultivo ( Te 199) 80%/DMSO 20% 

volumen a volumen), preparado, con anterioridad de este modo la concentración 

final de DMSO es del 10%. Antes de añadir el crioprotector, hay que determinar el 

número de bolsas y la concentración celular final de la mezcla (tiene que estar 

entre 10 y 50x109 /L). Para que el volumen y la concentración de células en cada 

bolsa sean óptimas, este proceso prefermente se lleva a cabo a 4ºC, con agitación 

frecuente para evitar la toxicidad del crioprotector, y en campana de flujo laminar, 

para evitar contaminación microbiana; rápidamente, se disponen tres criotubos 

para control con 1.8 mi de la mezcla, se sellan las bolsas y se colocan entre dos 

placas de aluminio para lograr una fina capa homogénea y se inicia el proceso de 

congelación propiamente dicho. 

Este es efectuado en un congelador biológico programado por microprocesadores 

(Cryoson BV-<5,BV-10 o Cryomed) a una velocidad de enfriamiento aproximada de 

1 a 2ºC/min.. Tanto la temperatura de cámara como la muestra deben ser 

registrados por medio de dos termopares. Durante la primera parte del proceso al 

llegar a la temperatura aproximada de --6ºC, se induce la congelación de la 
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muestra por medio de un descenso brusco de la temperatura de la cámara, que 

debe ser suficiente para contrarrestar el calor de fusión pero no excesivo para 

evitar enfriamientos superiores a 3ºC/min. Una vez finalizado el programa ras 

bolsas se almacenan en nitrógeno líquido a -196ºC, donde todas las reacciones 

metabólicas se detienen y las muestras pueden mantenerse viables durante 

periodos muy prolongados. 29
•
33 

La descongelación de las bolsas se realiza de manera rápida a baño maria con 

una temperatura de 37° a 40º, durante 1 o 2 minutos para evitar el fenómeno de 

conglomerados. 

CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO CRIOPRESERVADO 

Dentro del control de calidad, los parámetros que se miden son: 

1.- Eficacia del producto: El ensayo más común para las células 

progenitoras es la prueba de la exclusión por colorante. Las células viables 

expuestas a azul de tripano excluyen el colorante, pero las células no viables 

permiten el ingreso del colorante y se tiñen de azul. 

Las células se cuentan en un hemocitometro y se calculan los porcentajes de 

células viables, y para un mayor margen de seguridad en el transplante, la 

medición se hace por citometria de flujo que cuantifica las lineas celulares, con 

anticuerpos monoclonales para el antígeno CD34 +. 

2. -Eficacia del producto criopreservado: Los ensayos de células 

progenitoras se basan en la capacidad para producir colonias en gel blando, 

preparado de agar o metil celulosa. Las células clonogénicas, denominadas 

unidades formadoras de colonias se definen por el tipo de progenie madura que 
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desarrollan. Las células de baja densidad están suspendidas en un gel blando 

que conliene un medio de cultivo nutritivo, suero o plasma y los correspondienles 

factores estimuladores de colonias (CSF); los cultivos se incuban a 37° C en aire 

humidificado que contiene C02 del 5o/o al 10o/o, después de siete a catorce días 

de cultivo las células progenitoras proliferan y se diferencian para formar colonias 

celulares que son visibles en un microscopio invertido. 

3. - SEGURIDAD DEL PRODUCTO: Los procesos implicados en la 

extracción, procesamiento y manipulación de CPH plantean el riesgo de 

contaminación microbiana. La forma más común de contaminación es bacteriana. 

Los estándares de la AABB ( American Asociation OF Blood Bank), requieren 

que todos los métodos de extracción usen técnicas asépticas conocidas, para 

producir una aceptable viabilidad y recolección de CPH Se les solicita a los 

servicios de extracción o procesamiento que tomen una muestra representativa de 

cada colección de CPH y se investiguen eventuales contaminaciones bacterianas 

y micóticas, una vez completada la extracción y procesamiento. Los 

procedimientos de control del proceso deben incluir cultivos periódicos de los 

reactivos que se requieran en el procesamiento de las CPH en especial si están 

preparadas en el laboratorio local. Los baños acuosos usados para el 

descongelamiento deben mantenerse limpios y periódicamente hay que realizar 

cultivo microbiológico de las muestras. 

Diversos estudios han sugerido que el almacenaje en nitrógeno liquido puede 

ser una fuente de contaminación para las CPH. Algunos de los microorganismos 
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DISCUSIÓN. 

Aunque existen mecanismos no bien conocidos de las lesiones crioinducidas y de 

la acción de /os agentes crioprotectores sobre la CPH, la criopreservacion 

actualmente es un proceso que garantiza la reconstitución de la hematopoyesis, la 

cual podemos apreciar en cultivos "in vitro" de las CPH, después de un tiempo de 

criopreservadas. 

Los factores que se deben tomar en cuenta para una exitosa criopreservación 

son: él numero de células recolectada que debe ser mayor de 2x108 celúlas 

mononuc/eares / Kg del receptor, el tipo de crioprotector, su toxicidad y la 

temperatura de aplicación entre los cuales se ha usado el DMSO al 10% y a 4 ºe 

ó bien la mezcla de. HES al 6% y DMSO al 5% dando mejores resultados al 

prevenir la formación de microagregados y evitar la lisis de granulocitos . 

Así mismo se han hecho estudios sobre la congelación lenta y la rapida, siendo 

esta última menos complicada y costosa. 

Por lo anterior se puede concluir que la criopreservación de CPH es un proceso 

estandarizado y reproducible. 
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CONCLUSIONES 

La criopreservación es el método más comúnmente utilizado para la preservación 

a largo plazo de medula ósea, siempre y cuando se controlen parámetros tales 

carric: la temperatura de congelación, el agente crioprotector, la velocidad de 

enfriamiento, con lo cual se logra conservar muestras hasta por más de 1 O años. 

El éxito de un implante de células (stem-cell) depende de una adecuada 

obtención, cantidad, preservación y almacenaje de las células. La congelación 

rápida ofrece los mismos resultados, y su principal inconveniente es que el tiempo 

de almacenamiento es menor a 3 meses, lo cual limita su utilidad. 
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