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RESUMGO: Os requisitos bdsicos de uwm transplante armazenado iitil, sdo definidos e
explicados nas suas capacidades biodindmicas. Sao descritos os principios amplos da con-

gelagiio, congelagiio-secagem, congelacdo-protegida com glicerol, tal como se aplicam ao

armazenamento de tecidos apresentados.

Introducdo

Os materiais liofilizados apresentam-se sob a for-
ma de corpos sélidos, de aspecte poroso e seco. A lio-
filizagfio é um processo que desidrata produtos liqui-
dos, solugdes, suspensoes e tecidos com alta concen-
tracio protéica, podendo por vezes manter a viabili-
dade celular. Consiste fundamentalmente de um con-
gelamento, cuja temperatura passa pelo ponto euté-
tico o mais rapidamente possivel, provocando a for-
macdo de microcristais de gelo intra e extra-celula-
ves sem alterar as caracteristicas biofisicas e bioquimi.
cas do produto.

Sob a influéneia de um vécuo na ordem de 10 a
20 miera, a dgua congelada sublima-se e passa dire-
tamente do estado solido para o gasoso sem passar
pelo estado intermediario, o liquido.

A técnica de liofilizagio permite conservar bac-
térias e virus, com alto teor de vitalidade, assim
como fixa os tecidos de origem humana ou animal,
preservando sua estrutura celular inalterada.

Trabalho realizado na Liotécnica Quimica S.A, em conjunto com o Centro de Pesquisas Haroldo Levy do Institu(a;

Central da FundacBo Antonio Prudente.
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Deve-se esclarecer entretanto, que existe uma
umidade residual de vital importincia na preserva
¢io destes produtos, sendo a variacdo méxima desta
compreendida entre 1% e 2%. '

Os recipientes de vidro armazenadores do pro-
duto sio hermeticamente fechados com a atmosfera
de nitrogénio ou & védeuo, sendo mantidos a tempe
ratura ambiente em lugar fresco e protegidos dos
raios solares. Sua estocagem mnestas condigbes tem
validade de um ano apés a liofilizagdo € de dois ano
se mantidos em geladeira.

Os tecidos organicos para uso cirdrgico

A substitui¢io de um setor anatémico com so
lucdo de continuidade tal como: osso, pele, fasciy
3 2 1
dura-mater, cartilagem, misculo, tenddo, vasos o
S kd 2 9

parede de bexiga por tecido armazenado constitui um
grande progresso da Cirurgia Reconstrutiva. O con
ceito de estocagem de tecidos ndo é nenhuma noyl
dade: ““Seria muito prdtico se o cirurgido pudest
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imazenar pedacos de pele, peridsteo, osse, cartila-
gem, vasos sangiiineos, periténio, omento e gordura
ara serem usados posteriormente (Carrel, 1912).
\tualmente, o desenvolvimento deste conceito alcan-
gou tais proporgdes que seus principios constituem
novoe campo da cirurgia.
Basicamente, o requisito cirdrgico, para que o
ido armazenado tenha utilidade, ¢ de que uma vez
ansplantade, o tecido deve funcionmar da maneira
 prevista. Isto vai depender do cumprimento de cer-
as funcGes biodinimicas do implante, as quais sfo:
Aceitacdo do implante pelo hospedeiro;
— Alteracdo dindmica tanto no implante quanto no
hospedeiro;
— Competéncia mecanica do implante em aceitar
as exigéncias fisicas;
'— Provisdo de um molde para reparagio pelo teci-
do do hospedeiro “Ingrowing” (= que eresee den.
fro de, ou para denirc) com substituicio completa
ou parcial na forma anatémica do implante.

ngelacdo

A congelagdo dos tecidos deve alcangar, na sua
orma ideal, uma imobilidade molecular relativa sem
qualquer alteragio na atividade biolégica dos tecidos.
dar-se a descongelacdo, os tecidos devem recupe-
suas atividades metabélicas temporariamente re-
idas, assim como suas fungdes relacionadas. Infe-
nente, de todos os métodos de congelagiio comu-
nte usados para o armazenamento de tecidos, ne-
m alcanca este ideal. O fracasso é atribuido a
0fs fatos principais, a saber:
~ Ndo se pode aplicar a velocidade de congelacdo
usada pelos bidlogos para a sobrevivéncia de cé-
 lulas isoladas ou de pequenos grupos celulares
- na liofilizagio de massas incomparavelmente
maiores de tecido exigido para os procedimentos
cirtirgicos.
- Durante uma congelagiio lenta, o tecido muda em
solugies salinas hiperténicas, ou “tissue bines”,
0 que € mortal para as células e potencialmente
destrutiva para a matriz,
Eis alguns dos problemas mais importantes que
sendo pesquisados:
0 significado da cristalizacio do gelo em estado
lido;
importancia de cristais de gelo exira e intra-
lulares em relacdo a viabilidade das células;
significado das concentragses dos eletrslitos do
tecido e a danificacio das células;
0 valor da congelagiio “protegida”, usando glice-
10l, lactose ¢ outras substaneias similares;
ofeito da congelagao nos complexos lipoprotéi-
08 dentro das células;
. exisiéncia e o significado do choque térmico
ara as células;
s mudangas nos sistemas enzimaticos celulares
a congelacio,
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Apesar destes itens a serem esclarecidos, o uso
da congelacio profunda para armazenar tecidos para
uso cirtrgico, permanece um método relativamente
simples e pratico.

Congelacao-secagem

O principio de congelagdo-secagem emprega o
conceito de retirar o gelo dos tecidos por sublimacio
num vicuo. Isto é caleulado para reter as capacida-
des biodindmicas do tecido e ainda permitir o arma-
zenamento em prateleiras & temperatura ambiente.
Do ponto de vista clinico nio é necessirio, nem é par-
ticularmente desejivel, manter a viabilidade celular
no homo ou hétero transplante.

0 método foi desenvolvido por Flosdarf e Hyatt
e aplicado pela primeira vez clinicamente por Kreuz,
Hyatt, Turmer e Bassett.

Os tecidos a serem congelados-secos sio geral-
mente obtidos sob condigdes assépticas. A unidade de
congelagdo-secagem usada no nosso banco é uma gran-
de camara, de desenho padrio, Os dois pratos con-
densadores ocos sio refrigerados usando freon, man-
tendo uma temperatura de superficie constante de
-45°C. O prato oco superior pode ser refrigerado ou
aguecido, usando tricloroetileno como fluido circu-
lante. Isto permite ajustamento na temperatura des-
te prato de secagem para obter uma secagem mais su-
ficiente.

Para iniciar o ciclo de congelagdo-secagem, o in-
terior da cimara € esterilizado com um agente qui-
mico. Uma mistura de gelo seco e alcool é colocada
numa geladeira externa para que a temperatura do
prato de secagem se aproxime da temperatura do pra-
to condensador a -45°C. Com as precaugfes assépti-
cas, os tecidos a serem depositados sdo removidos da
unidade de congelagdo profunda, desembrulhados e
colocados na prateleira de secagem da unidade.

Fecha-se a unidade, e a fase de vdcuo comega.
Apés mais ou menos 30 minutos, o vdcuo é constante
de 5 a 10 micra. A temperatura da prateleira superior
pode elevar-se gradativamente até 0°C deniro de 24
horas, e elevar-se a +30°C progressivamente até o 9.°
dia a fim de wutilizar o calor latente para obter uma
secagemi mais eficiente. No 14.° dia o ciclo para o
osso pode ser considerado terminado. Este periodo de
tempo € sem divida em excesso daquele exigido para
a secagem, mas mantém a relagdo de tempo, com
vista a variabilidade da carga e a umidade residual
erritica do osso, dai o sucesso clinico obtido com este
sistema.

Os residuos sao removidos da unidade com um
vicuo secundario de aproximadamente 3000 micra, O
término aceitdvel do ciclo de congelacfo-secagem é
determinado, de uma forma arbitraria a quantidade
de umidade residual no tecido. Esta determinacio é
baseada na observacio de Flosdorf, indicando a umi-
dade residual dos soros congelados-secos no indice
das qualidades de conservagio, Ao aumentar a dura-
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cio do ciclo congelagBo-secagem ndo se conseguiu

abaixar o conteiido final de umidade de maneira sig-

nificativa, porém, osso armazenado durante 5 amnos

‘com um nivel de 2 a 4% de umidade residual foi

usado com hom resultado clinico.

As vantagens da congelacio-secagem:

— O método usa o que, teoricamente, seria a prin-
cipio menos destrutivo, podendo ser aplicado ao
tecido e ainda consegue alcancar um armazena-
mento de longa duracio;

— O produto final seco pode ser armazenado & tem-
peratura ambiente;

— O material nfo sofre nenhuma perda no toecante
a sua forma;

— O transporte dos tecidos é realizado com muita
facilidade.

As desvantagens da congelacdo-secagem:
— Custo inicial do equipamento muito elevado;

— A demora usada no processo dos tecidos antes
do armazenamenio,

Congelacao protegida

Foi descrito o glicerol & compostos, réelacionados
com a propriedade pouco comum de proteger as cé-
Julas contra os efeitos habituais da congelagio. Mol-
lison e Sloviter fizeram uma transfusdo de sangue hu-
mano armazenado hd vérias horas a -79°C, seguindo
a protecio das células com 15% de glicerol. Eles
determinaram gque havia aproximadamente 50% de
hemglises, por este método, mas que as outras célu-
las sobreviviam normalmente. Com maiores cuidados
técmicos, Chaplin e Mollison foram capazes de dimi-
nuir a hemélise até aproximadamente 2%, usando gli-
cerol numa concentracio de 30%. O mecanismo da
protecdo pelo glicerol néio estd totalmente compre-
?ndido, mas suas aplicagbes refere-se seguramente aos
iens:
~— Depressdo da parte de congelagio e mudancas da

pressao osmdtica envelvendo solugdes de glicerol
¢ eletrélitos das células; '
— A propriedade higroscipica do glicerol e a pre-
vengdo da total desidratagio das células; i
— A possivel protecdo parcial que o glicerol tem na
prevencao da desnaturagdo lipeprotéica.

A congelacio protegida para o armazenamento
de Jonga duraciio ndo é de uso didrio a ndo ser no
programa de preservaciio do sangue. Considerando o
nivel da experiéncia no campo da congelacio prole-
gida, pode-se antecipar que este aspecto de armazena-
mento oferecera maiores possibilidades no futuro.

Em experiéneia clinica, os transplantes liofili-
zados‘q?e sdo 0s mais ecomumente armazenados para
uso cirurgico sdo os homélogos. As fungdes hiodina-
micas sao mais completamente excitadas quando usa-
das como transplantes isotdpicos, isto é, tecido no lu-
gar anatomico normalmente ocupado pelo mesmo t-
po de tecido. :
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Deve ser salientado que o transplante autologo
permanece clinicamente superior ao homologo arm
zenado. Este desempenha seu papel em cirurgia, s
mente quando o autélogo nao é disponivel.

A viabilidade das células vertebradas apés

:
a congelacdo de descongelacdo 1

“Trabalhos recentes demonstraram que certas ©
lulas de mamiferos podem sohreviver a congelagio:
secagem e a reconstituicio, Por isso, nfio é totalmen:
te impréprio durante o processo da liofilizacio, con-
siderar os cleitos da congelacio como das ctapas da
liofilizagio sobre a viabilidade das células vertehra
das. : "

Durante a primeira metade deste séeulo, o nime
ro de relatério de células tendo sobrevivide ao frio
externo aumentou continuamente. Isto foi particu
larmente verdade desde que o uso de agentes prote
tivos foi mostrado para evitar a maioria dos danos &
células pela congelacio (Polge, Smith e Parkes). Con:
tudo, todos os agentes proletores alé agora usados sio
nio-voliteis e por isso nio podem ser aplicados na
liofilizagiio. O problema do grau de dano feito as c&
Iulas vertebradas pela congelagio e descongelagio ain
da é pertinente. Deve-se, entdo, considerar apenasgy
sobrevivéncia das eélulas vertebradas congeladas, sem
o uso de agentes protefores. .-

- Embora nos tltimos 20. anos vdries pesquisads:
res relataram que as células sobrevivem a congelaci
sem profetores, um ndmero guase igual fol relatad
como tendo falhado para recuperar as células vivas
Aqueles que conseguiram, freqiientemente discords
ram sobre a proporcdo de células que podem sobrevk
ver. Esta discrepancia nos resultados pode atribuirs
provavelmente 2 uma ou outra das trés varidveis, sen
do elas: ;

1. A diferenca no tipo de células usada;

2. A diferenca no método usadoe para demon
trar a viabilidade;

3. A diferenca no processo de congelagio,

Vamos examina-las brevemente:

Tipos de células e sobrevivéncia

_ Foram demonstradas muitas vezes que célula
tumorais sio mais resistentes ao dano pela congelag
do que a maioria das células normais. Entre as 1l
mas meneionadas tamhém certos tipos de células, of
“strains” sio mais susceptiveis que outras, Assim @
melanéeitos na pele do rato (Taylor, 1949) sio de
truidos a uma temperatura que ndo afeta os outw
componentes da pele, e as células em fuso embrioni
podem suportdr temperaturas mais baixas que o mis
culo ou as céluldas epiteliais ( Pomerat e Lewis, 19535

No decorrer de experiéncias recentes a serel
mencionadas abaixo, foi achado que as células hum
nas “strains” usadas eram 5 vezes mais resistentest
danificacio pela congelacio que os tecidos- embridnl
cos de pintainhos, recentemente dissociados, O tral
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ento a que as células sio submetidas antes da con-
lagio pode alterar sua resisténcia & danificagio
la congelagio Por exemplo, a sobrevivéncia
varios tipos de células foi observada ter
mentado de 100% até 200% se elas fossem
postas a 0,5% de tripsina, durante 2 minutos logo
antes da congelacio. Fiste efeito da tripsina desapare-
de 6 a 8 horas, Estes fatos demonstram o cuidado
ecessdrio ao se temlar comparar diferentes estudos
1 fazer generalizacGes a partir de qualquer um.

étodo para demonstrar a viabilidade

Enquanto outros métodos foram usados para
raliar a viabilidade de um tecido congelado ¢ des-
ngelado, a maioria dos estudos basearam-se em um
os processos abaixo, pela observagio do destino do
do apds:
transplantagiic no animal hospedeiro;

- incubacio “in vitre”,
Quando o teste é baseado no erescimento de um
cido congelado injetado ou transplantade no ani-
al, apresentaram-se dificuldades. Pode ser difieil
cterminar se as células vivas observadas no local
a0 as transplantadas congeladas, ou se sdo as células
o hospedeiro que invadiram a drea. A evolugdo é
seada no crescimento das células sobreviventes e
eeisa haver um certo tempo para sua proliferacio.
(ue isso acontece a um indice indeterminado, tor-
se progressivamente mais dificil fazer uma estima-
1 do mimero originario de células sobreviventes.
experiéncias de Taylor aplicando fragmentos de
e de ralos que foram removidos 20 horas apds o
processo de transplantag@o, apresentaram apenas uma
¢io de 1% de células sobreviventes, enquanto
quelas deixadas no hespedeiro durante duas sema-
a5 se assemelhiavam completamente ao tecido da pele
a com glandulas ativas e pelos que cresciam. Isto
uia-se simplesmente a multiplicagio das poucas
ulas sobreviventes que entio repopulavam a ma-
iz ndo-celular persistente. Parece, por isso, que em-
0ra 08 transplantes possam servir para demonstrar
algumas células sobreviveram, eles nio indicaram
e forma adequada o grau de danificacdo feita pela
igelacdo. : :

Quando a incubacao do tecido congelado “in
" foi feita para julgar a viabilidade, geralmente
nhuma célula schrevivente foi vista, ou no melhor
s casos, de forma tdo pouca que os pesquisadores
es davam importincia. Porém, este método per-
detectar um mimero minime de células vivas,
isso foi usado em muitas experiéncias,

Ha tempo foi notado que o modo de retirar ca-
influi muito sobre a danificagfio das células, por-
a velocidade do esfriamento determina em gran-
arte, 0 niimero, tamanho e indice de formagdo
ristais de gelo e sua localizacio no tecido. Evi-
ia, contudo, foi apresentada em favor tanto da
elagio lenta como da congelagio rapida. Por isso,
e o indice e a duragdo do processo de congela:
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cio sobre a sobrevivéncia celular {Taylor, 1960). Pa-
ra estas experiéneias, suspensbes de células dissoeia-
das com tripsina, foram usadas. As células ohser-
vadas ndo receberam o mesmo tratamento, ¢ quando
colocadas em edmaras especiaig, podem ser continua-
mente observadas sob o microscépio para a analise da
viabilidade e a contagem certa. Os resultados destes
testes demonstraram que um esfriamento rdpido era
muito prejudicial cada vez que a temperatura da
amostra era abaixada repentinamente a -20°C. Porém,
se a queda de temperatura fosse tio rapida, mas in-
terrompida e detida na faixa entre -5°C e -20°C. du-
rante um periodo de I a 5 minutos antes de uma se-
gunda queda rapida de temperatura, entdo a per-
centagem de sobrevivéncia era intensamente melhora-
da. Este sistema de congelagdo é similar aquele de-
monsirado por Lauyet ¢ Keane para dar uma sobre-
vivéncla semelhante 2 congelacdo lenta wusada per
Polge e cols. Este sistema difere em reter o resfria-
mento a uma temperatura mais alta. Em nossos tes-
tes a temperatura mais alta na qual a retengio era
adequada fol um pouco acima da zona eutética des-
crita por Rey para solugbes salinas complexas. Quan-
do os efeitos de varias temperaturas de retencio fo-
ram comparadas, foi achado que mantendo a tempe-
ratura a -20°C, ou mais abaixo, nfio melhorava a so-
brevivéncia além daquela que foi obtida apés um
rapido resfriamento de uma sé fase (“one-step-cool-
ing”), mas que a percentagem de sobrevivéncia fora
aumentada & medida que a temperatura de retengio
era elevada de -20°C até -5°C. A duracio de tempo
6tima para retengdo a esles niveis variava com a tem-
peratura, o tamanho e a forma geométrica das amos-
tras, o )
Estas experiéncias parecem indicar que, na con-
gelagdo ripida de fase tnica, nio é o indice da que-
da de temperatura a causa da danificagfio das células,
mas a falta de tempo suficiente para que a cristaliza-
¢ao seja lerminada deniro de uma zona considerada
segura, Parece que a cristalizagio danifica menos
quando acontece perto do ponto de congelagio, onde
us centros de nucleagio sfio relativamente pouco nu-

meros e seguramente limitados aos espagos extra-celu-

lares, e quando hd bastante tempo para a eristalizagdo
de toda a dgua disponivel antes que o segundo passo
de resfriamento leve a temperatura ahaixo de -20°C.

Nesta conexdo algumas observagoes feitas duran-
te a congelacao das células sob alta pressio hidrosts-
tica sdo pertinentes. Se uma pressdo de 2.000 atmos-
feras € aplicada as células, sua temperatura pode ser
reduzida a -20°C sem que haja congelagio. Se a pres-
sao € repentinamente alta, a congelagio acontecerd
a grande velocidade através da amostra. A congela-
¢do nesle caso, como no resfriamento de duas fases
(“two-step-cooling”), acontece acima de -20°C, mas,
em confraste com ¢ resfriamento de duas fases, ela
acontece quase instantaneamente,

Quando a danificacio das células foi causada
pela prépria pressdo, caleulou-se que esta congelacio
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ultra-rdpida a temperatura muito acima de -20°C era
tio nociva quanto um resfriamento vépido de fase
tinica, onde a maior parte da cristalizagio acontece a
temperatura mais baixa, Isto ajuda a aceitar a idéia
que a cristalizagdo rapida, seguramente a partir dos
numerosos centros de nucleacdo dentro.do citoplas-
ma, assim como nos espacos intercelulares, 6 um dos
principais fatores que danificam as células vivas por
resfriamento rapido.

Estas experiéncias acrescentaram maior evidén-
cia conclusiva que certas células de vertebrades po-
dem aguentar a congelagiio até -190°C sem agentes
quimicos protetores, que clas sobreviveram e se mul-
tiplicaram apés a descongelagio. Medicio mais exa-
ta da percentagem de sobrevivéncia fornece uma me-
lhor indicagao da diferenca entre “cell strains’” na
sua susceptibilidade a danificagdo por congelagao.
Também ajudou na evolugio dos efeitos de variar o
processo da congelagio numa busca dos fatores res-
ponsaveis pela danificaciio.

A secagem de células vivas

A pesquisa na secagem de células vivas esta ain-
da num estigio muito elementar, embora houvesse
um nmimero grande de experiéncias numa hase empi-
rica com a secagem de virus, hactérias e uns poucos
protozedrios. Somente dois tipos de células de mami-
feros, ambas altamente especializadas, tém sido com
sucesso secadas e reconstituidas, Ndo se consegue en-
tender realmente os mecanismos pelos quais a danifi-
cacdo celular é feita ou evitada. Ohservagbes experi-
mentais ndo foram até agora relacionadas a uma teo-
ria do mecanismo, por isso esta discussho sera ape-
nas de natureza especulativa,

Primeiro examinamos muito brevemente as pou-
cas observacies experimentais sobre a secagem de cé-
lulas vivas. A secagem de proteinas purificadas teve
muito sucesso e foi estabelecida que, para uma boa
recuperacdo e uma vida de armazenamento maximo,
o material deveria ser tdo seco quanto possivel. Com
as bactérias, contudo, foi considerado que se a desse-
cagio se aproxima do seco total, a recuperagio sobre
a reconstitui¢do é, em geral, substancialmente reduzi-
da. A melhor sobrevivéncia a partir da secagem pa-
rece ser atingida com aproximadamente 1% ou mais
de agua residual. Por oulra parte parece também ser
verdade com as bactérias que a presenca de dgua re-
sidual resulta em caracteristicas de um pobre arma-
zenamento. Uma vez que, para propdsitos praticos, os
requisitos de umidade residual sdo incompativeis para
alta recuperagio a partir da secagem e da sobrevivén-
cia durante longos periodos de armazenamento,

Nio se pode secar células que tenham sido sub-
metidas a um método que contém glicerina comcen-
trada, e sim células congeladas com sucesso sem gli-
cerina, podem ser totalmente secas. Entre as células
de mamiferos, somente og eritréeitos e espermatozdi-
des tém sido secados e reconstituidos com sucesso,
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Em qualquer caso, olhemos rapidamente as cir-
cunstineias que rodeiam a secagem dos eritrocitos e
espermatozoides desde que existem circunstancias aqui
que podem ajudar a entender os fendmenos basicos
envclvidos. Desde que foi estabelecido que os eritré.
citos de mamiferos podiam ser rapidaments congela-
dos e descongelados sem danificagiio, presume-se que,
qualquer danificagdo resultante de uma seqiiencia
completa de congelacio, secagem e reconstituigdo se-
ja devido aos fatos ocorrentes durante a secagem, ou
a recomstituigio. A fim de obter a secagem no tem-
pe mais curto possivel, o espécime deve ser apresen-
tado & atmosfera de secagem com um raio superficie-
volume, o maior possivel. Isto se faz colocando o ma-
terial num pedago de gaze de mnailon que pode ser
pendurada numa camara de vacuo. Os eritrécitos sio
secos ou a partir do sangue inteiro ou como células
lavadas suspensas em solugio salina isotonica. O es
perma de touro é diluido aproximadamente 1 para 20
num estander padrio de uma gema de ovo e ecitrato,
ou de leite integral. A cimara de secagem consiste
simplesmente de uma pequena camara de vidro as
sentada numa vélvula de vdeno. A valvula é por sua
vez colocada diretamente sobre a abertura de uma
bomba de vieuo.

A bomba rotativa tem uma capacidade de 130
pés cibicos por minuto, ndo havendo necessidade de
para um espécime pequeno introduzir um dessecante
ou sifio frio. Ao invés disto, o vapor de agua pode
passar através da bomba.

O espécime é introduzido quente e € congelado
por evaporagio durante os primeiros segundes de
bhombagem. Se se abrir muite a valvula, o espéeime
congela em aproximadamente meio segundo e é fa
voravel abrir a valvula devagar para retardar a con-
gelagfio em 5 ou 4 segundos, Seguindo a congelacdo,
a temperatura cai rapidamente a -35°C onde a seca:
gem ocerre. No fim de 3 ou 4 minutos a temperatu.
ra comeca a subir de forma visivel. Se removido do
vicuo a este ponto, o espécime torna-se umido ao ey |
quentar, demonstrando que o gelo néo foi ainda to-
talmente sublimado. Quando, apés 6 ou 7 minutos,a
temperatura alcangar 0°C, o espécime permanece se:
co ao ser removido do vicuo. E neste ponto que foi
retirada a dgua que pode ser congelada, mas ainda
a agua de ligaciio permanece, ‘

Células vermelhas secaram desta maneira até
que s6 a agua livre foi removida e pode ser recons:
tituida imediatamente em solucio salina isotonica com
80 a 90% de sobrevivéncia de eritrécitos intatos. Se
a secagem puder continuar, maior reconstituicio com
solugdio salina isotonica torna-se possivel. Sob o mi-
croseopio, as cclulas parecem aumentar de volume ¢
estourar como se algum fendmeno osmdtico estivess
aconlecendo. Contudo, a reconstituicdo com solugoesé
hipertonicas é igualmente inefetiva.

Numa base estritamente empirica foi achado que
o dextran e polyvinyl pyrrolidone permitiam uma re:
cuperagdo excelente, quando usamos na solugio re
constituinte a aproximadamente 20% de concentrs
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¢io. E importanie observar que tanto o dextran como
0 PVP devem ser envelhecidos em solugaoe durante um
- periodo de 6 a 8 semanas, antes de se tornarem efica-
| zes na reconstituigdo. A reconstituigio de 80% de
células vermelhas intactas pode ser obtida apés um
periodo de secagem de 10 minutos quando o espéci-
me quase se aproxima da temperatura ambiente. Con-
tudo, mais secagem causa diminuicdo na recupera-
" tdo e apds exposicdo a um vacuo de 10 micra duran-
30 minutos & temperatura ambiente, € impossivel
cuperar mais de uma ocasional célula vermelha
ntata mesmo com algumas concentragbes de dex-
tran ou PVP.

' Até aqui, nossa experiéncia com células verme-
lhas € comparavel aquela com bactérias. A melhor
ecuperacio seguindo a secagem € achada quando uma
ntidade aprecidvel de dgua residual permanece.
Renoyaciio dos restos finais da dgua resulta num fra-
casso de reconstituicao. Contudo, existe uma observa-
o adicional importante: apds as células vermelhas
bem secas ficarem & temperatura ambiente num des-
secador durante vérios dias, comeca-se a achar que
a8 células podem novamente ser recuperadas intatas
m dextran ou PVP. Qualquer que seja o fendme-
10 a causar a falta de recuperacio apés uma secagem
mpleta, nio € inteiramente irreversivel.

Considerando estas evidéncias experimentais ago-
pelo menos somos capazes de formular algumas
prguntas importantes que devam ser respondidas a
im de construir uma hipétese razodvel para o meca-
mo da danificagio ao secar. As perguntas mais im-
orfantes sdo aquelas sobre o problema de umidade
idual: De onde vem? Qual é a tltima percenta-
gem? E por que é tdo importante para a viabilidade
célula?

ecanica

A danificacdo mecanica ¢ definida com uma
ptura fisica ao deslocamento do tecido ou cempo-
ntes celulares como resultado do crescimente dos
stais de gelo. Os virus e muitas bactérias podem
congeladas e descongeladas diminuinde-se o indi-
netaholico dos mesmos. Formas superioves da vi-
tals como os protozodrios, sho mais varidveis na
resposta a eongelagio e descongelagho, Em geral,
ecidos dos mamiferos ndo resistem a congelagio e
ongelagdo na auséncia de uma substincia prote-
ra tal como a glicerina. A teoria corrente da pro-
0 pela glicerina é baseada sobre uma redugio de
idade de dgua congelada devido ao poder de li-
da glicerina. A reducfo resultante na concentra-
de solutos evita a wdesnaturagio bioquimica das
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proteinas da econcentragio alta de soluto. Contudo,
existe ainda uma formacfo substancial de cristal de
gelo e devemos concluir que a presenca de cristais
de gelo externos nado ¢ em si letal. Em tecidos que
tém membranas celulares rigidas, tais como os teci-
dos das plantas, a danificagio mecanica indubitavel-
mente ¢ um fator vital, mas ¢é aparente que para
muitas células a danificacfo irreversivel niio resulta
da presenca de cristais de gelo extra-celulares. Conge-
lagdo muito répida € tolerada somente pelos eritréci-
tos e, sob condigbes tinicas, espermatozoides: duas
formas muito especiais de células. E bem provavel
que a formacao de cristais de gelo intra-celulares por
congelacio rapida ¢ mecanicamente destrutiva para
a maioria, se ndo para todas as células.

Quimica

Quando a agua é retirada da solugao para for-
mar gelo, uma alta concentragiio de solutos perma-
nece. J4 que gualquer reagdo quimica depende do
tempo e da temperatura, o indice ao qual a danifica-
cio da concenirvagdo acontecera depende do tempo
disponivel para a reacfo. Muitas células que sio da-
nificadas pela congelacio podem sobreviver a baixa
temperatura, se clas sdo congeladas na presenca de
um aditivo protetor tal como a glicerina, O mecanis-
mo da protecdo pela glicerina é relacionado com sua
habilidade para evitar que a dgua se congele e assim
reduzir a quantidade total de concentragio a um ni-
vel toleravel. Assim apareceria que células suscepti-
veis, tais como as do tecido dos mamiferos ndo pos-
sam ser congeladas rapidamente sem sofrerem dani-
ficacfio mecinica da formacgfio de cristais intra-celu-
lares, mas, tampouco, podem ser congeladas lenta-
mente sem sofrerem danificagio quimica da concen-
cio de solutos. E claro que devemos tambhém levar
em conta que as observagdes de danificagio pela con-
gelagdo ndo podem ser dissociadas do processo de des-
congelagio e que a possibilidade da danificagio na
descongelagdo como acontecimento independente ndo
foi satisfatoriamente evoluido.

Quando a congelagio estd no estagio inicial num
processo de congelagdo-secagem, gostariamos de ter
alguma seguranca que a congelagdo ndo ird produszir
danificacdes irreversiveis. Atualmente, ndo € facil ter
certeza disso, ja que com excegdio dos virus e baetérias,
a maioria das células vivas sdo susceptiveis de conge-
lar e descongelar-se, a menos que pré-tratadas com
glicerina. Infelizmente, ndo podemos secar a partir
do estado glicerinado, ja que a glicerina nao sublima
durante a secagem e ficamos com uma solugio de gli-
cerina concentrada que € altamente téxica.

Por, enquanto, as tnicas células mamiferas que
podem sobreviver & congelagio sem glicerina, sio o8
eritrécitos e espermatozdides,
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SUMMARY

The basic requirements of a useful stored trans-
plant are explained and defined in their biodynamic
capacities.

The wide principles of freezing, freeze-drymg,
freezmg portected by glycerol, just as they are applied
to the shown stored tissues are made clear as well,
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