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RESUMO

Atualmente, ensaios biolégicos devem ser utilizados para avaliagdo da
seguranga para a saude de produtos antes de irem para o mercado. O teste de
Permeabilidade e Opacidade de Cornea Bovina (BCOP) € um método alternativo ao
uso de animais que utiliza cérneas bovinas frescas para avaliar o potencial irritante e
corrosivo de qualquer substancia em nivel ocular. A necessidade de sempre ter que
usar cérneas viaveis faz com que o escalonamento deste teste seja mais dificil. Para
superar esse desafio, a criopreservacao de corneas pode ser uma possibilidade para
se ter bancos de corneas disponiveis em qualquer momento. Apesar do sucesso
obtido no congelamento de corneas humanas, o processo de congelamento pode
causar danos ao endotélio e em bovinos ndo sao conhecidos protocolos eficientes
para esse fim. O objetivo desse trabalho é desenvolver um método de criopreservagao
de corneas bovinas para aplicacao no teste de BCOP. Inicialmente, as corneas foram
criopreservadas em meio DMEM com os crioprotetores (CPA) dimetilsulféoxido
(DMSO) e etilenoglicol (EG), em combinagdes com dois adjuvantes, albumina sérica
bovina (BSA) e soro bovino (SB). O controle foi feito a partir de corneas frescas e
corneas criopreservadas com DMEM e adjuvante. O ensaio de intumescéncia foi feito
para verificar a resisténcia do endotélio aos CPAs. Posteriormente, elas foram
congeladas em duas temperaturas: -20°C e -80°C. Apds congelamento, foi realizada
a analise macroscoépica da opacidade corneana e viabilidade celular pelo método de
exclusdao com azul de tripan (AT). A area celular do endotélio e a morfologia das
células foram avaliadas a partir de coloracdo com vermelho de alizarina (VA). Além
disso, cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina foram realizados para
avaliar a integridade das diferentes camadas da cornea apds a aplicagao dos métodos
de criopreservacgao estudados. Os dados de intumescéncia e viabilidade celular foram
avaliados através de modelos lineares seguindo o critério de Akaike (AlCc) e valores
de R? (R? = 1 — erro relativo). Os resultados revelaram que as corneas so6 tiveram
aumento de peso, significando um dano a camada endotelial, depois de 6 horas em
contato com os CPAs (p < 0,05). Os tratamentos com CPAs foram diferentes do
controle (p < 0,05) e os diferentes adjuvantes mantiveram o peso estabilizado,
apresentaram diferenga entre si (p < 0,05). O SB, que possui BSA em sua composi¢cao

além de outras proteinas benéficas a criopreservacéao, foi escolhido como adjuvante



para prosseguir o congelamento. A analise macroscopica revelou que o DMSO
apresentou melhor transparéncia corneal. A viabilidade celular endotelial foi maior no
tratamento controle, seguido por DMSO e EG, em ambas as temperaturas de
congelamento. O congelamento em -20°C teve melhor resposta quando comparada
ao -80°C na viabilidade apds criopreservacdo. Os danos do tratamento EG sao
evidenciados na analise morfolégica e nas analises histolégicas. Assim, os dados
sugerem que o DMSO no congelamento tem potencial para a criopreservagao de
cérneas bovinas, pois apresentou os melhores resultados nos parametros avaliados
no presente trabalho. Adicionalmente, o congelamento em -20°C demonstrou
potencial uso para a manutencao de cérneas bovinas, com a vantagem de facilitar o

armazenamento desses materiais em refrigeradores comuns.

Palavras-chave: BCOP; criopreservacao; crioprotetores; cérneas bovinas.



ABSTRACT

Currently, biological assays must be used to assess the health safety of
products before they go to market. The Bovine Corneal Opacity and Permeability Test
(BCOP) is an alternative method to the use of animals that uses fresh bovine corneas
to assess the irritant and corrosive potential of any substance at the ocular level. The
need to always have to use viable corneas makes scaling this test more difficult. To
overcome this challenge, corneal cryopreservation can be a possibility to have corneal
banks available at any time. Despite the success obtained in the freezing of human
corneas, the freezing process can damage the endothelium and efficient protocols for
this purpose are not known in cattle. This work aims to develop a method of
cryopreservation of bovine corneas for application in the BCOP test. Initially, the
corneas were cryopreserved in DMEM with cryoprotectants (CPA) dimethylsulfoxide
(DMSO) and ethylene glycol (EG), in combinations with two adjuvants, bovine serum
albumin (BSA) and bovine serum (SB). The control was made from fresh corneas and
corneas cryopreserved with DMEM and adjuvant. The tumescence test was performed
to verify the resistance of the endothelium to CPAs. Afterwards, they were frozen at
two temperatures: -20°C and -80°C. After freezing, macroscopic analysis of corneal
opacity and cell viability was performed using the trypan blue (AT) exclusion method.
Endothelial cell area and cell morphology were assessed by staining with alizarin red
(VA). Furthermore, histological sections stained with hematoxylin and eosin were
performed to assess the integrity of the different layers of the cornea after the
application of the studied cryopreservation methods. The tumescence and cell viability
data were evaluated using linear models following the Akaike criterion (AlCc) and R?
values (R? = 1 — relative error). The results revealed that the corneas only increased in
weight, meaning damage to the endothelial layer, after 6 hours in contact with the
CPAs (p < 0.05). Treatments with CPAs were different from the control (p < 0.05) and
the different adjuvants kept the weight stabilized, differing from each other (p < 0.05).
SB, which has BSA in its composition in addition to other proteins beneficial to
cryopreservation, was chosen as an adjuvant to continue freezing. Macroscopic

analysis revealed that DMSO had better corneal transparency. Endothelial cell viability



was higher in the control treatment, followed by DMSO and EG, at both freezing
temperatures. Freezing at -20°C had a better response when compared to -80°C for
viability after cryopreservation. The damages of the EG treatment are evidenced in the
morphological analysis and in the histological analyses. Thus, the data suggest that
freezing DMSO has potential for the cryopreservation of bovine corneas, as it showed
the best results in the parameters evaluated in the present work. Additionally, freezing
at -20°C showed potential use for the maintenance of bovine corneas, with the

advantage of facilitating the storage of these materials in common refrigerators.

Keywords: BCOP. Cryopreservation. Cryoprotectants. Bovine corneas.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento de produtos destinados ao uso humano, como
medicamentos e cosmeéticos, possui uma criteriosa fase de testes que certificam a
seguranga para a utilizagdo humana e quaisquer efeitos adversos que podem estar
associados com tais produtos. Porém, por muitos anos, grande parte desses testes
foram feitos utilizando animais, como ratos, coelhos e caes. William Russel e Rex
Burch, em parceria com Charles Westley Hume, expressaram ja em 1959 sua
preocupagao com uso de animais na experimentagdo, dando origem a expressao 3Rs
da pesquisa com animais na obra "The Principles of Humane Experimental Technique"
(RUSSEL & BURCH & HUME, 1959).

Os 3Rs sao abreviados das palavras inglesas replacement, reduction e
refinement, que significam substituicdo, reducdo e refinamento, respectivamente.
Esses principios incentivam a substituicdo de animais para experimentos, quando
possivel; a redugado do numero de animais usados para a pesquisa desenvolvida; e 0
refinamento do experimento para evitar desconfortos desnecessarios dos animais em
experimentagdo (BEEKHUIJZEN, 2017). Os testes causam, muitas vezes, sofrimento
aos animais, além de apresentar divergéncias no que tange a ensaios laboratoriais e
clinicos (ROBINSON et al., 2019). Adicionalmente, a validade preditiva desses testes
tem sido questionada devido as diferengas bioldgicas e/ou fisiolégicas entre humanos
e animais de experimentacdo (VAN, 2019). Esses fatores incentivam o
desenvolvimento de testes in vitro que possam ser mais eficientes e eficazes que os
ja estabelecidos in vivo.

A partir do desenvolvimento de testes in vitro, abriu-se a possibilidade da néo
utilizagcao de animais em testes toxicoldgicos. Toda a Unido Europeia ja proibiu o uso
de animais para testes em cosméticos e a comercializagdo de produtos que ainda
possuem essa pratica (EC-EUROPEAN COMMISSION et al., 2013). Alguns paises
estdo construindo legislagdes que irdo fazer essa mesma proibi¢cao, e o Brasil € um
deles, onde esta tramitando no Congresso Nacional brasileiro um Projeto de Lei
Complementar - PLC 70/2014 que proibe o uso em pesquisas e testes para produgao
de cosméticos. Alguns estados brasileiros, como Sao Paulo, ja possuem legislagdes
proprias que proibem o uso dos animais para testes de cosméticos desde 2014 (SAO
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PAULO, 2014). A resolugcdo regulamentar de métodos alternativos de pesquisa
vigente no momento é a resolugdo n° 35 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA), que objetiva o estabelecimento dos 3Rs em nivel
nacional (BRASIL, 2015). Essa resolu¢do pode fomentar discussdes sobre a restrigao
ao uso de animais em procedimentos de pesquisa em todo o Brasil.

Neste cenario, a ANVISA tem incentivado e internalizado métodos alternativos
validados em substituicdo ao uso de animais. Dentre os métodos existentes, destaca-
se o teste de Permeabilidade e Opacidade de Cérnea Bovina (Bovine Corneal Opacity
and Permeability, BCOP), guiado pela norma 437 da Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD), de 2017. Ele substitui o teste de olho de coelho
de Draize classificado como padrao ouro, que é realizado in vivo (DRAIZE et al., 1944).
O BCOP é capaz de identificar os quimicos, sejam substéncias ou misturas, que
possuem o potencial de causar irritagdo ou danos aos olhos, associando o seu
resultado com outros testes in vitro para a definigdo da classificagdo do potencial de
irritacdo (OECD, 2017). Uma grande vantagem do BCOP é a possibilidade da
obtencdo da cérnea bovina em abatedouros, pois animais que sao considerados
adequados para o consumo humano sdo também adequados para o uso no teste
(OECD, 2017).

Ha, porém, certa limitagdo na disponibilidade de cérneas para o escalonamento
do teste BCOP. As corneas usadas para este fim devem, preferencialmente, ser
coletadas e usadas no mesmo dia, para ndo comprometer o resultado do teste (OECD,
2017). Assim, a execugéao do teste fica limitada pelo processo de obtencao da cornea,
disponibilidade desse material e de pessoal qualificado para a extragao, assim como
o transporte desse material do local de abate do animal até onde sera executada a
analise, podendo influenciar o resultado do teste.

Técnicas de preservacao de cérneas humanas estdo sendo desenvolvidas por
muitos anos para resolver problemas de bancos de olhos para transplantes (KATZIN,
1947). Uma dessas técnicas € a criopreservacao que consiste no principio de que o
material biolégico, quando esta a temperaturas criogénicas, ou seja, temperaturas em
torno de -150°C (ELLIOT & WANG & FULLER, 2017), tem os processos bioldgicos e
as reacbes quimicas de degradacado tecidual interrompidos, podendo manter o
material criopreservado indefinidamente (JANG et al., 2017). No entanto, os freezers

-80°C, comumente utilizados nessa técnica, podem limitar o armazenamento de
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coérneas, devido ao alto custo do equipamento. Sendo, portanto, necessaria a
avaliacao da eficiéncia de congelamento de cdrneas bovinas a temperatura de -20°C
atingidas em freezers comuns.

Para que o processo de criopreservagdo seja bem-sucedido, alguns
parametros s&o importantes. A formagao de cristais de gelo pela agua € um dos
principais empecilhos no uso dessa técnica, pois esses cristais podem danificar as
células do tecido, inviabilizando o tecido criopreservado (MAZUR, 1977). Para supera-
lo, o controle da taxa de congelamento, da taxa de descongelamento e dos agentes
crioprotetores (CPAs) sdo fundamentais (JANG et al., 2017).

Em 1932, Gersh descreveu a técnica de Altmann com melhorias para fixagao e
congelamento de tecidos em geral. Desde entdo, diferentes metodologias para
criopreservagao foram desenvolvidas para corneas humanas e outros tecidos
(CAPELLA et al., 1965; ALVES et al.,, 2011; FOX et al., 2017). Porém, Vajta e
Kuwayama (2006) destacam que os parametros a serem controlados podem ser
altamente variaveis dependendo das espécies. Existem ainda estudos que sugerem
que a cérnea humana seja mais tolerante ao processo de congelamento que corneas
de coelhos (ARMITAGE, 2009).

Dessa forma, entende-se que as técnicas de criopreservacido que funcionam
para corneas humanas e de coelhos podem ter uma eficiéncia distinta para cérneas
bovinas, visto que ndo ha estudos com esse material. Portanto, € necessario o
desenvolvimento de um método de preservagao que mantenha as cérneas bovinas

viaveis para serem utilizadas no teste de BCOP quando necessario.
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2 HIPOTESE

A associagao de crioprotetores, adjuvantes e temperatura de congelamento
permite a criopreservacdo de cérneas bovinas, mantendo sua viabilidade apos o
processo de congelamento e descongelamento, sem interferir na opacidade e

permeabilidade corneana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de criopreservagao de corneas bovinas que melhor
mantenha as condigbes morfoldgicas de viabilidade celular encontradas em cérneas

frescas apds o processo de congelamento e descongelamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Examinar potenciais efeitos dos CPAs na absor¢ao de solugdo aquosa por
meio da intumescéncia em corneas bovinas;

- Analisar a transparéncia e a morfologia do tecido corneano apés
criopreservacgao;

- Avaliar a viabilidade celular do tecido corneano apés criopreservagao.

- Avaliar histologicamente cérneas bovinas apds criopreservagao.



22

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 METODOS ALTERNATIVOS A EXPERIMENTAGAO ANIMAL

A relacdo entre o desenvolvimento social e econbémico humano esta
diretamente ligado ao uso animal em seus mais variaveis cenarios, desde alimentagao
até transporte e esportes. Ao longo dos anos, o uso se diversificou mais ainda,
estendendo para uso em pesquisas. Diferentes animais como ratos, coelhos, peixes,
hamsters, passaros, anfibios e primatas sdo usados para esse fim ha muitos anos
(DOKE & DHAWALE, 2015). Na area da toxicologia e teste de drogas, o uso de
animais na experimentagado sempre foi frequente para predizer efeitos de drogas e
desenvolver novos métodos de tratamentos para determinadas doencas (RAM, 2019).

Por muitos anos, o uso de animais para pesquisa aumentou com o avango das
tecnologias, desenvolvimento de novas vacinas, antibioticos, componentes médicos,
entre outros. Depois do experimento cientifico, comumente, o animal é eutanasiado
para se obter as informagdes necessarias. Em alguns casos, dependendo da pergunta
a ser respondida, o animal pode vir a morrer durante o andamento do experimento
(DOKE & DHAWALE, 2015). Entendendo todo o sofrimento e dor que o animal passa
durante os procedimentos e que ele possui o direito de estar vivo, muitas discussdes
comecgaram a surgir, principalmente ao final do século 19 no Reino Unido (LANE-
PETTER, 1962).

Quando em 1959 criou-se 0 que seria conhecido mais tarde como os 3Rs da
pesquisa animal por Russel e Burch, uma gama de trabalhos buscando métodos
alternativos a experimentagado animal comecou a surgir. O parlamento europeu iniciou
discussbes sobre o0 uso animal em pesquisas em 1986, e o prospecto do seu
banimento se tornou claro, incentivando as pesquisas na area (TAYLOR, 2019).
Diversos protocolos foram desenvolvidos visando a substituigdo do uso animal em
pesquisas, usando células em cultura, tecidos retirados de animais e humanos mortos,
ou organismos inferiores, como pequenos invertebrados (DOKE & DHAWALE, 2015).

Além dos aspectos éticos, outro motivo para a substituigdo do uso de animais como
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modelos, consiste nas diferengas bioldgicas entre humanos e outros animais que pode
levar a resultados equivocados nos testes toxicolégicos (VAN NORMAN, 2019).

Para a substituigdo dos animais na experimentagdo, os métodos alternativos
passam por um rigoroso processo de implantagdo com varias etapas (Figura 1). Cada
etapa é revisada e refeita em cada setor de uso para garantir uma resposta uniforme
a todos as substancias testadas (TAYLOR, 2019). Um desses teste € o BCOP, que
usa corneas bovinas de animais abatidos para consumo para atestar potencial
toxicidade corrosiva de substancias por meio da avaliacdo da opacidade e da
permeabilidade corneana (OECD, 2017).

Figura 1 — Processo de implantagdo dos métodos alternativos

Formalizagao do
método

Delecdo do
teste animal

Desenvolvimento Validagao

—> | Regulamentacéo >

Fonte: Adaptado de Taylor (2019).

Um dos primeiros testes existentes para atestar a seguranga de um produto
para as vias oculares foi o teste de Draize (DRAIZE et al., 1944). Esse teste é feito em
olhos de coelhos, enquanto o animal ainda esta vivo, colocando a substancia nos
olhos dos animais e monitorando-o por um periodo de 3 semanas (TAYLOR, 2019),
se o0 animal ndao morrer antes. Além do procedimento infringir dor ao animal, os
resultados podem ser questionados quanto a capacidade do endotélio corneano de
coelhos ter a capacidade proliferativa e regenerativa muito alta, sendo mais
resistentes a dano que os olhos humanos (TAYLOR, 1986; ARNALICH-MONTIEL et
al., 2019).

O protocolo BCOP foi publicado em 1992, buscando um modo de avaliar a
toxicidade com medidas de opacidade, visto que é a consequéncia mais nociva da
irritacdo que causa impedimento visual (GAUTHERON et al., 1992). O teste teve boa

correlagao como teste Draize (DRAIZE et al., 1944), usado na época. O BCOP passou
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pelo processo completo de aceitamento como método alternativo em 2009, ano em
que foi publicado protocolo da OECD que seria atualizado em 2017 para o teste
padrdo hoje vigente na norma 437 (OECD, 2017). Esse teste € amplamente usado
para atestar a seguranga de produtos cosmeéticos, como shampoo, rimel e cremes
hidratantes.

Em 2013, foi aprovado o banimento dos testes em animais para produtos
cosméticos em toda a Europa (EC-EUROPEAN COMMISSION et al., 2013). Com a
proibicdo iminente no Brasil e o estabelecimento dos 3Rs em nivel nacional (BRASIL,
2015), o BCOP torna-se importante no contexto nacional e sua demanda aumenta.
Porém, ndo é pratico de se obter um fluxo grande de cdérneas bovinas, devido a
aspectos logisticos e custos de coletas diarias de corneas frescas. Portanto, o
prospecto de uma maneira de manter estoque dessas cérneas para uso imediato &

beneficial ao mercado.

4.2 CRIOPRESERVAGCAO

O conhecimento da possibilidade de preservacao de tecidos biolégicos com
baixas temperaturas ja € disseminado na sociedade ha séculos. Por volta do século
19, as técnicas de criopreservagao foram melhoradas com o uso de temperaturas
ultrabaixas por gases comprimidos, como o nitrogénio liquido, que chega a -196°C
(STACEY & DAY, 2007). Os avangos na area da criobiologia, que busca a
criopreservagao de materiais bioldgicos mantendo a sua viabilidade, se baseiam nos
CPAs, em curvas de congelamento e descongelamento e temperatura de
armazenamento (VAJTA & KUWAYAMA, 2006).

4.2.1 Crioprotetores

Em 1949, o glicerol foi descoberto como CPA, que auxiliou no entendimento do
processo de congelamento e na formacao de cristais de gelo (POLGE & SMITH &

PARKES, 1949). Os CPA aumentam a viscosidade da solu¢do aumentando a



25

concentracdo total de soluto, reduzindo a formacéo de gelo durante o congelamento
pois forcam o efluxo de agua da célula. Porém, esses agentes precisam ter baixa
toxicidade para serem capazes de ser usados em alta concentragao, se necessario,
além de ser soluvel em agua mesmo em baixa temperatura e ser capaz de penetrar
células e tecidos (PEGG, 2015).

Os CPAs podem ser diferenciados em duas classes: os permeaveis a
membrana plasmatica e os n&o permeaveis. Entre os mais usados estdo o
dimetilsulfoxido (DMSOQO), glicerol, propanodiol e etilenoglicol (EG), todos sendo
permeaveis (JANG et al., 2017). Enquanto os ndo permeaveis sao agucares, proteinas
e polimeros, como, por exemplo, a sacarose, albumina sérica bovina (BSA) e
polivinilpirrolidona (PVP), respectivamente (DIAZ-JIMENEZ et al., 2018; SUDAGAR &
KEIVANLOO & HAJIBEGLOU, 2018). De forma geral, os CPAs tém osmolaridade de
aproximadamente 1500 miliosmol (mOsm) e as células tém 300 mOsm, induzindo as
células a eliminarem agua e incorporarem CPA, para que haja equilibrio osmoético,
reduzindo volume celular (SZTEIN & TAKEO & NAKAGATA, 2018). Essas
substancias tém a capacidade de formar ligagdo com as moléculas de agua, tornando-
a osmoticamente inativa, ndo participando da formagéao de cristais de gelo (ELLIOT &
WANG & FULLER, 2017).

O EG ¢é uma substancia usada para fins diversos como substancia
anticongelamento de radiadores de automdveis, asas de avides, tintas, surfactantes e
outros produtos (CARNEY & STICE, 2017). Esse CPA é amplamente usado por ter
baixo peso molecular e baixo ponto de fusdo, o que permite alta permeabilidade
celular (CASTRO et al., 2011; CETINKAYA & ARAT, 2011; ALVES ET AL., 2011).
Apesar de poder ser toxico para tecidos a partir da sua metabolizagdo (CASTRO et
al., 2011), a concentracédo do CPA é determinante da toxicidade, e muitos trabalhos
mostraram que o EG é eficiente sem efeitos toxicos quando usado em concentracéo
proximas a 1,5 molar (M) (MCGINNIS & DUPLANTIS JR & YOUNGS, 1993; CHI et
al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2004; FONSECA et al., 2018)

O DMSO é comumente usado como solvente, mas sua aplicagdo como CPA

tem sido ampliada para a criopreservacdo de células e tecidos de diferentes
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organismos (CASTRO et al., 2011). O DMSO é capaz de atravessar a membrana por
difusdo e impedir a formacédo de cristais de gelo na criopreservagao por ter a
capacidade de formar ponte de hidrogénio estaveis com as moléculas de agua
(ARUTYUNYAN et al., 2018). A capacidade de criopreservagdo do DMSO ¢ limitada
a concentragcdo usada, visto que quando a concentracio esta acima de 20% ele pode
destruir a integridade da bicamada lipidica (LEONEL et al., 2018). Ha& décadas, o
DMSO tem se mostrado o CPA preferencial para criopreservagao de cérneas, devido
a sua baixa toxicidade para o endotélio corneano, crucial para a viabilidade desse
tecido (WALCERZ & TAYLOR & BUSZA, 1995).

4.2.2 Técnicas de criopreservagao

As técnicas de criopreservacao mais utilizadas sdo o congelamento lento e a
vitrificagdo. Na primeira, a taxa de resfriamento é gradual enquanto na segunda a
velocidade de resfriamento € muito rapida. Nesse contexto, o controle das condi¢des
de resfriamento é importante por influenciar a desidratacéo da célula que deve ocorrer
sem (ou com minima) cristalizagdo da agua intracelular. Mazur (1963) descreveu a
influéncia da curva de congelamento na formagao dos cristais de gelos. A proporgao
da mudancga da temperatura ira controlar o transporte de agua através da membrana,
controlando assim a formacao de cristais de gelo intracelular (Grafico 1). Quando as
células congelam em uma proporgéo rapida, a agua nao deixa o interior da célula,
causando a formacao de gelo interno. Conforme o Grafico 1, se a velocidade for
regulada e gradual, ha perda de agua e consequentemente, ndo ha gelo no interior da
célula (PEGG, 2015).

O congelamento lento, conhecido também como congelamento convencional,
se caracteriza pela curva de congelamento controlada por uso de maquinas ou nao
controlada, promovendo a desidratagao do tecido ou célula aos poucos, para diminuir
a formacao de cristais de gelo intracelulares (FASANO et al., 2010). Essa técnica
permite que os tecidos sejam criopreservados em amostras maiores, ou até mesmo
integros (CORRAL et al., 2015). A concentragdo de CPA usada nesse tipo de
congelamento é baixa (JANG et al.,, 2017), tornando-a atrativa por causar baixa
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toxicidade relacionada a CPAs e sendo considerado um processo mais simples por

nao requerer equipamento avangado (GURRUCHAGA et al., 2018).

Grafico 1 — Representagdo esquematica das células em processo de congelamento
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Fonte: Pegg (2015).

A vitrificacdo € uma técnica de congelamento caracterizada por propiciar um
estado de congelamento livre de cristais de gelo, que acontece quando a agua passa
do estado liquido para um estado vitreo por exposigao direta ao nitrogénio liquido
(WOWK, 2010). Nessa técnica, utiliza-se altas concentragdes de CPA, aumentando o
risco de toxicidade para a célula, pois € preciso alta viscosidade da solugao para que
0 processo seja completo. Portanto, os tecidos precisam ser pequenos para garantir
a efetividade do processo; além de ser uma técnica que necessita de pessoal
especializado (JANG et al., 2017).

Nao s6 a curva de congelamento, mas também a curva de descongelamento é
importante ao processo da criopreservagao. Os cristais de gelo formados durante o
processo de congelamento podem crescer de tamanho ou formar aglomerados de

gelo no processo de descongelamento, o que vai causar danos na etapa final do
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processo de criopreservacédo (PEGG, 2002). Mazur (1977) descreveu a capacidade
do descongelamento rapido de resgatar células que tiveram a formacgao de gelo
intracelular, obtendo uma maior taxa de sobrevivéncias das células ao final do

processo de criopreservagao.

4.2.3 Crioinjuria

Durante o processo de congelamento, os danos que podem acontecer as
células, tecidos ou o6rgdos sao chamados de crioinjuria. Esses tipos de dano
acontecem quando parametros como concentragao de CPA e curva de congelamento
e descongelamento ndo sédo ajustados (MAZUR, 1977; JANG et al., 2017). Um
exemplo é quando concentragcdo baixas de CPA s&o utilizadas no processo de
congelamento, a osmolaridade nao estara regulada para esse evento, formando
cristais de gelo intracelular. Por outro lado, se a curva de descongelamento for
inadequada, todo o processo anterior, mesmo que certo, pode ser comprometido pelo
aumento dos cristais de gelo.

Para evitar a formagao de cristais de gelo, os CPAs entram na célula,
promovendo a saida de agua sem que o volume celular seja muito alterado, pois a
reducao extrema do volume celular pode causar danos (RODRIGUES et al., 2004).
Porém, Pegg (2002) sugere que, além dos cristais de gelo, a concentragéo de solutos
também pode causar danos a célula quando a solugao é exposta ao CPA, ha um
desbalanceamento dos solutos, causando choque osmadtico, mudando a curva de
congelamento ideal para o tecido e causando danos. Este efeito € conhecido como
efeito de solugéo (PEGG, 2015).

O processo de remocdo do CPA apds o congelamento é critico para a
viabilidade do tecido. Da mesma maneira que adicao do CPA deve ser coordenada e
adequada, se a sua retirada n&o for gradual, as células podem absorver mais agua do
que deveriam e sofrer mudancgas deletérias (RODRIGUES et al., 2004). Ainda, fatores
como pH e composicéo anibnica do meio, bem como a sensibilidade de cada tecido
influenciam na sobrevivéncia pés descongelamento (TAYLOR et al., 2004; VAJTA &
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KUWAYAMA, 2006). A figura 2 demonstra alguns eventos fisicos que podem ocorrer

durante a criopreservagao.

Figura 2 — Eventos fisicos e crioinjuria durante congelamento e descongelamento
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Fonte: Jang et al. (2017).

Devido a variagao morfologica e fisiolégica dos tecidos, para cada tipo deve ser
usada uma combinacao das curvas e concentracées de CPA para o congelamento,
além da temperatura de armazenamento. A criopreservacao de tecidos € um desafio,
uma vez que, dependendo da organizagdo existem varios tipos celulares que
precisam ser mantidos vidveis apds o congelamento (MA et al., 2019). E, ainda,
importante que nos tecidos nao haja formagao de grandes cristais de gelo na matriz
extracelular, pois o rompimento de ligagdes entre as células pode afetar a viabilidade
de todo o tecido (PEGG, 2010). Assim, a curva de congelamento deve ser lenta o

suficiente para que nao haja formacéao de gelo dentro da célula, mas rapida o bastante
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para prevenir uma desidratagdo exagerada e formagao de gelo na matriz (WENG &
BEAUCHESNE, 2020).

4.3 PRESERVACAO DE CORNEAS

As tentativas de preservagao corneano sempre estiveram associadas com o
transplante em humanos, pois esse procedimento devia ocorrer em poucas horas
apos o 6ébito do doador, o que limitava a possibilidade dessa alternativa para algumas
pessoas por questdes diversas (FARIA et al., 2007). Porém, a prépria disponibilidade
de cérneas humanas para a pesquisa sempre foi limitada, o que fez com que o coelho
fosse escolhido como melhor modelo de testes antes de qualquer prospecto de testes
em corneas humanas.

Em 1935, Filatov relatou o que seria mais tarde o principio da camara umida: o
armazenamento de bulbos oculares inteiros em frascos de vidro fechados deixados a
4°C, mantendo a cornea viavel por até 56 horas apos a morte (PINA, 2007; FARIA et
al., 2017). A partir de ent&o, varias pesquisas foram feitas com o intuito de preservar
as coérneas humanas para transplantes, buscando ter um banco de codrneas
disponiveis para as cirurgias necessarias. Desse modo, a preservacao de corneas

hoje pode ser dividida em principalmente trés tipos que serao descritos a seguir.

4.3.1 Preservacao a frio (Hipotermia)

A preservacao a frio segue a relagéo de Arrhenius, em que o frio ira reduzir a
demanda celular de energia, a sintese de proteinas, os sistemas de transporte e a
progressao do ciclo celular (ARMITAGE, 2011; FREITAS-RIBEIRO et al., 2019). A
camara umida foi o método precursor, pois ndo dependia do uso de equipamentos ou
substancias, mas o tempo de armazenamento era extremamente limitado, no maximo
por 48 horas (PINA, 2007). Depois de trés décadas, em 1968, foi possivel preservar o
bulbo ocular durante 4 dias com o uso de meio liquido enriquecido e com antibidticos,
sendo o primeiro meio de preservagao em baixa temperatura (FARIA et al., 2017). No

entanto, o armazenamento do bulbo ocular inteiro era um fator limitante para a
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preservaciao corneano, pois havia saturagcdo de metabdlitos no humor aquoso,
tornando-se um ambiente toxico para o tecido (ARMITAGE, 2011).

Assim, varios estudos foram realizados e, em 1974, o meio M-K foi
desenvolvido (MCCAREY & KAUFMAN, 1974), preservando apenas o tecido
corneano com um aro de esclera e alcancando 4 dias de preservacao. Esse meio era
suplementado com substancias como sulfato de condroitina para manter a hidratagao
normal do tecido e antibidticos. Com o entendimento do comportamento da cérnea
isolada em preservacgao, e a necessidade de proteger o endotélio, novos meios foram
criados, como o meio K-Sol, CSM, Dexsol (WALKENBACH & CORWIN & YE, 1991),
Optisol (KAUFMAN et al., 1991), Eusol (CAMPOSAMPIERO et al., 2003b), e, mais
recentemente, o Life4C (PHAM et al., 2013), entre outros meios. Muitos desses foram
passando por modificacdes que melhoraram seus tempos de preservagéo, como por
exemplo, Eusol-C e Optisol-GS (PEREIRA, 2011). Este ultimo é considerado, ainda
hoje, o padrdo ouro nesse tipo de preservacdo, podendo manter o tecido por até 14
dias a 4°C, permitindo que todos os procedimentos necessarios aos transplantes
sejam feitos com seguranga (FONTES et al., 2013; SUNDARESAN et al., 2019; HO
et al., 2020).

4.3.2 Organocultura

A organocultura consiste em manter o tecido corneano em meio de cultura
suplementado com soro fetal bovino (SFB), além de substancias como o sulfato de
condroitina, mantendo em temperatura préxima a corporal, de 31 a 37°C. Esse método
permite que as cdérneas sejam mantidas em cultura por cerca de 5 semanas
(LINDSTROM et al., 1976; PELS & SCHUCHARD, 1983; TAYLOR, 1986; PINA,
2007). Para que o tempo de armazenamento seja expandido, o meio de cultura deve
ser trocado a cada 1 ou 2 semanas (FARIA, 2017). Com o intuito de aumentar o tempo
de armazenamento, muitos bancos de olhos adotam esse método (ARMITAGE, 2011)
além de ser possivel a realizacdo de exames de compatibilidades devido ao maior

tempo de preservacao do material.
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A cultura de 6rgéos tem sido empregada na preservagao de corneas a partir de
meados da década de 70 (DOUGHMAN et al.,, 1973), e desde entdo, muitas
formulacdes foram feitas. No intervalo de 31 a 37°C, o dextrano e o sulfato de
condroitina, usados para manter o equilibrio osmatico na preservacéao a frio, se tornam
téxicos ao endotélio corneano, impossibilitando a utilizagdo na organocultura, pois
fazem com que a cornea aumente a sua espessura € precise passar por outro meio
com esse agente antes de ser usada para que ela volte a espessura normal (FARIA,
2017). Os gastos com os meios de cultura bem como a necessidade de recursos
humanos especializados tornam o método oneroso. A preocupagdo com 0 uso de
SFB é outro fator limitante, pois a variagdo de composi¢cao desse suplemento e a
possibilidade de contaminagdo com agentes bioldgicos é constante (PINA, 2007). A
utilizagcdo de meios de cultura quimicamente definidos sem a presenca de SFB tem
sido apontado como o modo mais seguro para o uso dessa técnica
(CAMPOSAMPIERO et al., 2003a; PINA, 2007)

4.3.3 Criopreservagao

O marco da criopreservacao de corneas foi em 1965 quando Capella, Kaufman
e Robbins conseguiram preservar cérneas humanas (DMSO e albumina humana) e
coérneas de coelhos em (soro do préprio animal) em nitrogénio liquido com por até 2
meses. A sensibilidade do epitélio e principalmente do endotélio corneano sao fatores
limitantes para a criopreservagao (CAPELLA & KAUFMAN & ROBBINS, 1965). Pela
complexidade das técnicas de criopreservagdo, poucos trabalhos foram
desenvolvidos depois deste, principalmente apés o desenvolvimento do método de
preservacdo a frio, que tem execucdao mais simples que a criopreservagao
(ARMITAGE, 2011; FARIA, 2017).

O diferencial da criopreservagcao & possibilidade do armazenamento a longo
prazo, tornando-a interessante para bancos de olhos, que podem ter cérneas
disponiveis para transplantes a qualquer momento. Alguns trabalhos obtiveram
sucesso na criopreservagao com corneas de coelhos (CANALS et al., 2000; ALVES
et al., 2011) e humanas (TRIPATHI et al., 2016). Esses trabalhos utilizaram DMSO,
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EG e glicerol como CPA, promovendo resisténcia do endotélio ao processo de
congelamento, o que por muito tempo foi um fator desclassificante do método
(ARMITAGE, 2011; PINA, 2007).
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5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho esta dividido em trés etapas: (i) avaliagdo das
concentragbes de CPAs citocompativeis e adjuvante mais adequado, (ii) realizagéo
de congelamento em freezer -20 e -80°C de acordo com Tripathi et al. (2016) e (iii)
descongelamento das cérneas de acordo com Liu et al., (2020).

O método de criopreservacéao foi realizado de acordo com Capella-Kaufman-
Robbins (1965) com adaptag¢des, utilizando dois crioprotetores intracelulares: DMSO
e EG. Adicionalmente, foi utilizado como crioprotetor externo o adjuvante soro bovino
(SB) e BSA (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma experimental mostrando os crioprotetores e suas

concentragdes
Crioprotetor DMSO EG
7.5% 4%
Concentracéo 10% 8%
15% 12%
1 1
Freezer -20°C -80°C -20°C -80°C -20°C -80°c -20°C -80°C

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

ApoOs a criopreservagdao foram avaliados parametros como a integridade
endotelial da cornea e sua viabilidade, assim como a transparéncia e manutencao das

camadas celulares da cornea por meio de técnicas histologicas.

5.1 COLETA DAS CORNEAS BOVINAS

Globos oculares bovinos (n=54) foram coletados em abatedouro local da cidade
de Juiz de Fora e mantidos sob refrigeracdo durante o transporte para o laboratério

em solucao Phosphate-buffered saline (PBS) 1x em garrafa térmica (10°C).
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No laboratério, os globos oculares foram avaliados a partir de critérios pré-
estabelecidos no teste de BCOP, na norma 437 da OECD (2017), sendo selecionados
aqueles que nao possuiam cortes na cornea, opacidade aumentada e
neovascularizacdo. As cérneas foram obtidas através de protocolo adaptado de
cérneas humanas para coérneas bovinas (PAREKH et al., 2012). Os globos
selecionados foram levados ao fluxo laminar onde foi executado o protocolo de
esterilizagdo do material biolégico com o uso de iodopolividona (I-PVP), tiossulfato de
sédio e PBS 1x. Os globos foram imersos em solugédo de I-PVP 0,5% (v/v) por 2
minutos para descontaminagao, depois em solucéo de tiossulfato de soédio 0,1%(p/v)
por 1 minuto e, entao, transferidas para solugcéo de PBS 1x até o momento da excisao.
Usando uma gilete estéril, foi feita uma incisdo no globo com cerca de 2 mm de esclera
ao redor da cornea, e aberta com o uso de tesouras estéreis que mantiveram o aro de
esclera necessario para protecdo e manuseio da cérnea. Todas as cérneas foram

congeladas dentro do tempo limite estabelecido para o teste de BCOP.

5.2 ENSAIO DE INTUMESCENCIA

O ensaio de intumescimento foi realizado para avaliar a variagao de massa das
cérneas apos exposicao aos CPAs, bem como a tolerancia (integridade) do endotélio
a essas substancias (Canals et al. 2000).

Apos a excisdo, as coérneas foram separadas da iris € qualquer resquicio do
humor aquoso foi retirado com uso de papel-filtro estéril. As cérneas foram pesadas
com auxilio de uma balanca analitica (SHIMADZU AUX 220), e posteriormente, elas
foram expostas aos diferentes tratamentos de CPAs (Figura 3), em meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) sem vermelho de fenol. Adicionalmente, foram
avaliados os seguintes grupos controles: o meio base puro (DMEM), o meio base com
os adjuvantes (DMEM+BSA e DMEM+SB), os adjuvantes puros (SB 5% e BSA 5%)
para comprovar que possiveis alteracdes de peso seriam resultado da interacéo
apenas do CPA; e um controle de BSA 10% para avaliar a possibilidade de aumentar

a concentragao dos adjuvantes em experimentos futuros.
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As avaliagdes ocorreram nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas apds exposi¢cao
aos CPAs. Os pesos das cérneas foram padronizados na forma de porcentagem de
modo que fosse considerado o peso inicial de cada cérnea nos respectivos
tratamentos e, desta forma, considerar somente a variagdo entre o peso inicial e final
(i.e. ganho ou perda de peso) ao longo do ensaio. As concentragcbes em que as
cérneas tiveram resposta mais promissora no ensaio de intumescéncia foram

selecionadas para dar continuidade ao teste.

5.3 CONGELAMENTO DAS CORNEAS

As concentragdes escolhidas para a etapa de congelamento foram DMSO a
10% e EG a 8%, com 10% de SB, em meio DMEM, baseadas no resultado de
intumescéncia. O congelamento foi realizado expondo cérneas as solugdes com CPA
e a solucao controle, contendo DMEM e 10% de SB. As cérneas foram expostas a 3
concentragdes crescentes dos CPA, assim como protocolos anteriores (CAPELLA &
KAUFMAN & ROBBINS, 1965). As concentragdes do DMSO foram 3% e 7% até a
concentracdo de 10%. As concentracdes de EG foram 3% e 6% até a concentragcao
final de 8%. As corneas ficaram por 5 minutos em cada solugao. Apds exposicao as
solugdes em temperatura ambiente, as amostras foram transferidas para um freezer -
20°C e -80°C.

5.4 DESCONGELAMENTO DA CORNEA

As cérneas criopreservadas foram descongeladas sob banho-maria aquecido
(42°C), até a esclera ser descongelada. Entdo, as corneas foram colocadas em
solugcao de descongelamento, composta por DMEM e 5% do CPA respectivo, a 37°C
até terminar o descongelamento e dissociacdo do CPA, e entdo transferidas para
outro frasco com DMEM a temperatura ambiente até as analises posteriores
(CAPELLA & KAUFMAN & ROBBINS, 1965).



37

5.5 ANALISE MACROSCOPICA

Apds descongelamento foi realizada uma andlise macroscopica das
corneas bovinas (ALVES et al., 2011; PINA, 2007). Foi observada a transparéncia ou
opacidade do tecido. O grau de opacificacdo da cornea foi avaliado por um unico
observador e classificado de acordo Ashworth et al. (2006) com modificagdes como

(i) baixa, (ii) moderado ou (iii) alta.

5.6 TESTE DE VIABILIDADE ENDOTELIAL

A integridade das membranas celulares e viabilidade das células do
endotélio das corneas criopreservadas em freezer -20°C, com n=9 para cada
tratamento, em freezer -80°C com n=9 para cada tratamento e cérneas frescas (n=9)
foi avaliada utilizando 0,25% (p/v) de Azul de Tripan (AT) e 0,2% (p/v) de Vermelho
de Alizarina (VA) e quantificada por avaliagdo em microscépio de luz invertido (Zeiss
Primo Vert, Oberkochen, Alemanha) (CAMPOSAMPIERO et al., 2003a). Apos analise
macroscopica, o endotélio corneano foi exposto por 30 segundos ao AT, lavado em
solugao de NaCl 0,9%, exposto por 20 segundos ao VA, lavado novamente em NacCl
0,9% e posicionado em placa de petri com a camada endotelial tocando a placa.
Foram feitas micrografias em microscopio de luz (magnificagdo de 400x) para avaliar
a viabilidade endotelial pela média da contagem de trés campos, em diferentes
regides do tecido, sem sobreposicao através do software Imaged, com a ferramenta

Multi-point.

5.7 AVALIACAO DA AREA E MORFOLOGIA CELULAR

A partir da coloragao com AT e VA, foram calculadas a area celular média
(um?) do endotélio (EWETE; ANI; ALABI, 2016), com n=60 para cada tratamento, com
o programa Carl Zeiss Microscopy ZEN 2.3 (blue edition) e a morfologia celular foi

avaliada de forma qualitativa.
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5.8 HISTOLOGIA

As corneas foram processadas, seguindo protocolo de rotina, no
Laboratdrio de Histologia e Patologia Veterinaria da UFJF.

Os cortes histolégicos foram feitos a fim de avaliar a integridade das
camadas da cornea, como epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio.
Apods o descongelamento, as corneas foram fixadas em solugéo formol 10% salina
tamponada. As corneas foram seccionadas com espessura de 4-5 micrémetros (um)
de blocos de parafina em cortes longitudinais para visualizagdo das camadas
celulares corneais, avaliando a histoarquitetura dos tecidos. Os cortes histolégicos
foram corados com hematoxilina-eosina (HE) (TRIPATHI et al., 2016). Os parametros
de integridade da cornea foram analisados semi qualitativamente adaptados de
Ximenes et al. (2014) e Costa et al. (2019) e classificados como (i) ausente, (ii)
minimo, (iii) discreto, (iv) discreto a moderado, (v) moderado, (vi) moderado a
acentuado e (vii) acentuado. Os dados de frequéncia foram apresentados na forma

de porcentagem, com n=9 para cada tratamento.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do ensaio de intumescéncia e do teste de viabilidade foram
analisados por meio de modelos lineares utilizando a formula Im do pacote stats (R
CORE TEAM, 2019).

Antes da realizagdo dos modelos, foi avaliada a relacido entre as variaveis
explicativas de modo a remover possiveis variaveis colineares e realizar os modelos.
Os modelos foram selecionados com base no critério de informacao de Akaike
Information Criterion, corrigido para pequenas amostras (AICc) (BOLKER, 2008).
Utilizamos como critério AlCc < 2 para separar os modelos mais parcimoniosos e,

dentre eles, foram considerados aqueles com menores valores de AlCc.
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Os dados da area celular foram avaliados através do teste de Kruskal-
Wallis e, posteriormente, pelo teste de Wilcoxon.

Todos os testes foram feitos no programa R (R CORE TEAM, 2019). As
diferengas entre os grupos foram consideradas significativas estatisticamente quando
p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 ENSAIO DE INTUMESCENCIA

As amostras analisadas (n=36) tiveram como variaveis explicativas o
tratamento (Trat), a concentracdo do tratamento (Conc_t), os adjuvantes (Adj)
utilizados e o tempo (T), para a variavel resposta peso em porcentagem (Por). A
escolha do melhor modelo seguiu o critério AlCc. Rodamos quatro modelos
alternativos com todas as variaveis (Tabela 1) e o melhor modelo que explicou a
variacdo dos dados, mostrada pelo indice R* (R? = 1 — erro relativo), segue, por

convencao, o menor valor de AlC obtido entre os quatro.

Tabela 1 — Modelos alternativos com valores de R? e AICc

Modelos lineares R2? AIC

Por =Trat + Conc_t + Adj+ T + Conc_t:Adj + Trat:T + Adj:T 0.91 1260.22
Por=Trat*Conc t*Adj* T 0.90 1372.32
Por=Trat+ Adj+ T 0.74 1415.43
Por = Trat+Conc t+ Adj+ T 0.73 1417.37

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Todas as variaveis sozinhas foram capazes de explicar uma parte da
variabilidade dos dados, mas a combinagao das variaveis foi capaz de explicar uma
variabilidade maior. O melhor modelo incluiu todas as variaveis explicativas
disponiveis (Figura 4). Esse modelo foi capaz de explicar cerca de 91% da
variabilidade de peso das cérneas, mostrando que a combinagao desses fatores é

determinante no peso das coérneas.
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Figura 4 — Modelo linear de tendéncia do peso de corneas bovinas ao longo do

tempo apos exposicdo a CPAs, mostrando em y os valores ajustados pelo modelo

150 -

110 -

step_Im_final$fitted values

90-

90 110 130 150
POR

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A curva de peso obtida ao longo do tempo das cérneas é apresentada no
Grafico 2 em trés se¢des: a primeira mostra as curvas referentes as corneas do
tratamento controle; a segunda possui a curva do tratamento com DMSO; e, por fim,
a terceira possui curvas do tratamento com EG. O ensaio de intumescéncia em todos
os tratamentos com os CPAs, e com os adjuvantes SB e BSA apresentaram queda
de peso nas duas primeiras horas de intumescimento (Grafico 2). A partir desse
momento, é possivel observar que a curva sobe continuamente até o tempo final de
24 horas em ambos os CPAs. Os tratamentos com CPAs foram diferentes
significativamente dos controles (p < 0,05). Os adjuvantes (SB e BSA) foram diferentes
entre si (p < 0,05), explicando cerca de 32% das variagcbes de peso das cérneas (R?
= 0.32). As curvas de peso dos tratamentos controles nao apresentaram queda do
peso apos 2 horas, apresentando sempre o0 peso acima do peso inicial. As curvas dos
tratamentos controles BSAs (5% e 10%) apresentaram ligeira queda de peso apos as

duas horas iniciais. Dentre os controles, apenas a curva DMEM+BSA néo foi diferente
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ao longo do tempo (p = 0.43). O tempo foi significativo, explicando sozinho cerca de
39% da variacao de peso (R? = 0.39).

Grafico 2 — Curvas de peso das corneas bovinas ao longo do tempo apds exposi¢cao
a CPAs
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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6.2 ANALISE MACROSCOPICA

Apos o processo de descongelamento, as cérneas foram avaliadas e
classificadas quanto a sua transparéncia (Figuras 5 e 6). Levando em consideragéo
os resultados do ensaio de intumescéncia, uma concentragdo de cada CPA foi
escolhida para prosseguimento do experimento. O congelamento foi feito com DMSO
a 10%(v/iv) e EG a 8%(v/v), com 10%(v/v) de SB. Todas as cérneas apresentaram

algum grau de opacidade apds o processo de congelamento.
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Figura 5 — Cdrneas frescas (A; B) e cérneas apds o processo de congelamento e

descongelamento no freezer -20°C, mostrando os tratamentos controle positivo (C;
D), DMSO (E; F) e EG (G; H).

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 6 — Cdrneas frescas (A; B) e cérneas apds o processo de congelamento e
descongelamento no freezer -80°C, mostrando os tratamentos controle positivo (C;
D), DMSO (E; F) e EG (G; H).

Fonte: Elaborado pela autora (2021).



45

O tratamento DMSO, em ambas as temperaturas de congelamento apresentou

baixo grau de opacidade em cerca de 55% das cérneas avaliadas, e as outras corneas
demonstraram grau moderado de opacidade (Grafico 3). Em ambas as temperaturas
de congelamentos, mais de 60% das corneas do tratamento EG apresentaram alto
grau de opacidade (Grafico 3). Dentre os tratamentos controle, as cérneas do
congelamento em -80°C tiveram maior porcentagem de alto grau de opacidade
(Grafico 3B) quando comparadas com o controle e ao congelamento em -20°C, que

teve a maior parte das corneas com opacidade moderada (Grafico 3A).

Grafico 3 — Porcentagem do grau de opacidade das corneas de cada tratamento
apos congelamento. (A) Congelamento em freezer -20°C. (B) Congelamento em

freezer -80°C

DMSO EG Controle
100 7 100 100
O Baixa B Moderada B Moderada
. a0 B Loderada 80 B Alta —. 80 B Atta
i g i
2 &0 £ 60~ £
j=1 o j=1
jo} 1o jo}
T a0 A T 40 A 5
g g g
& i &
20 20
0- o -
DMSO EG Controle
100 7 100 100
O Baixa O Baixa B oderada
20 B Moderada ap - | @ Moderada a0 - B Alta
B Ajta

&0 &0

80
40 40 40
0 | — 0

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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6.3 TESTE DE VIABILIDADE ENDOTELIAL

Apés avaliagao macroscopica da opacidade das corneas, elas foram coradas

com AT e VA para avaliagdo da viabilidade do endotélio. Em uma analise
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macroscopica da coloragao de AT, foi possivel observar que a cérnea fresca (Figura
7A) nao apresenta grandes pontos de coloragcédo, enquanto as demais coérneas que
passaram pelo processo de congelamento e descongelamento, tanto no freezer -20°C
(Figura 7B, 7D, 7F) quanto no freezer -80°C (Figura 7C, 7E, 7G), apresentou coloragao

azul, sinal de inclusdo do corante nas células do endotélio corneano.

Figura 7 — Cornea fresca corada com AT (A) e cérneas apos o processo de
congelamento e descongelamento coradas com o AT no freezer -20°C, com os
tratamentos controle(B), DMSO (D) e EG (F), e freezer -80°C, com controle (C),

DMSO (E) e EG (G).

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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A contagem das células viaveis em microscopio demonstrou diferenca
significativa (p<0,05) entre as cérneas frescas e todos os tratamentos de
congelamento (Gréfico 4). A interacdo entre as variaveis tratamento e exposi¢cao
explica cerca de 93% da variag&o na viabilidade das células do endotélio (R?=0.9264).
Entre os dois tipos de congelamento, houve também diferenga estatistica significativa
(p<0,01). O congelamento em freezer -80°C apresentou um menor numero de células
viaveis quando comparado ao congelamento em -20°C. Dentre os tratamentos
congelados em -80°C, todos foram significativamente diferentes entre si (p<0,05),
sendo os tratamentos com os CPAs os que apresentaram o menor indice de células
viaveis, com o tratamento EG obtendo menos de 10% de células viaveis ao final do
processo de criopreservacdo. No congelamento em freezer -20°C, apenas o
tratamento EG foi diferente significativamente dos outros (p<0,05), apresentando o

menor numero de células viaveis dentro deste tipo de congelamento (Grafico 4).

Grafico 4 — Médias de células viaveis apds processo de criopreservacgao.

Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05). **p<0,01. ***p<0,001.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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6.4 MORFOLOGIA CELULAR

A partir da contagem da avaliacdo da area celular, as corneas frescas
mostraram diferencgas significativas (p<0,05) dos tratamentos, exceto o tratamento EG
em congelamento em freezer -80°C (Grafico 5). Nao houve diferenga estatistica entre
as duas temperaturas de congelamento (p>0,05). Com excegéo do tratamento EG em
-20°C, todos os tratamentos apresentaram area celular média maior que a area celular

do endotélio das corneas frescas.

Grafico 5 — Média de area celular do endotélio corneano apds processo de

criopreservagao. Letras diferentes representam diferenga estatistica (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Através das micrografias, observa-se a morfologia caracteristica do endotélio
corneano com formato hexagonal em grande maioria. Todos os tratamentos em
ambas as temperaturas de congelamentos demonstraram alteragdo da morfologia
(Figura 8C; 8D; 8F; 9D; 9F; 9H), indicada pelas setas, com area de intensa coloragao
com VA (Figura 8E; 9C) e formagao de vacuolos em areas coradas com AT (Figura
8G; 8H; 9E; 9G).



Figura 8 — Micrografias do endotélio corneano corado com AT e VA apds

congelamento em freezer -20°C. (A-B) Cdérneas frescas; (C-D) Controle; (E-F)
DMSO; (G-H) EG

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 9 — Micrografias do endotélio corneano corado com AT e VA apds
congelamento em freezer -80 °C. (A-B) Cérneas frescas; (C-D) Controle; (E-F)
DMSO; (G-H) EG

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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6.5 HISTOLOGIA

Através dos cortes histologicos € possivel verificar a integridade de todas
as camadas corneanas. O grupo controle do congelamento em freezer -20°C
apresentou minimo desprendimento do epitélio (Tabela 2 e Figura 10G), com minima
pseudo-paraqueratinizagdo e moderado grau de vacuolizagdo dos queratindcitos
superficiais (Tabela 2 e Figura 10D), moderado grau de retracdo e deformidade
citoplasmatica e nuclear de queratindcitos basais (Tabela 3 e Figura 10E), e baixo
grau de vacuolizagdo dos queratindcitos basais (Tabela 3 e Figura 10F). O estroma
corneano apresentou moderadamente a formacgao de fendas néo coradas (Tabela 4 e
Figura 10H). O endotélio apresentou moderado grau de descolamento da membrana
de Descemet (Tabela 5 e Figura 10C).

O grupo controle do congelamento em freezer -80°C apresentou minimo
desprendimento do epitélio, com minimo grau de vacuolizagdo dos queratindcitos
superficiais e minima pseudo-paraqueratinizagao (Tabela 2), minimo grau de retragéo
e deformidade citoplasmatica e nuclear de queratinécitos basais (Tabela 3 e Figura
11G), e baixo grau de vacuolizagao dos queratinécitos basais (Tabela 3 e Figuras 11F;
11D). O estroma corneano apresentou moderadamente a formacao de fendas néao
coradas (Tabela 4 e Figura 11E). O endotélio apresentou moderado grau de
descolamento da membrana de Descemet (Tabela 5 e Figura 11C).

O grupo DMSO do congelamento em freezer -20°C apresentou minimo
desprendimento do epitélio (Tabela 2 e Figura 12F), com discreta vacuolizagao dos
queratinécitos superficiais (Tabela 2 e Figura 12D) e discreta pseudo-
paraqueratinizagéo (Tabela 2 e Figura 12G), com discreta retracdo e deformidade
citoplasmatica e nuclear de queratinécitos basais (Tabela 3 e Figura 12E). O estroma
corneano apresentou moderadamente a formacgao de fendas nao coradas (Tabela 4 e
Figura 12C). O endotélio apresentou discreto grau de descolamento da membrana de

Descemet (Tabela 5 e Figura 12H).
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Figura 10 — Cortes histolégicos de cérneas frescas e cérneas do tratamento controle

do congelamento em freezer -20°C. (A-B) Cdrneas frescas; (C-H) Controle.
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Fone: Elaborado pela autora (2021). |
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Figura 11 — Cortes histolégicos de cérneas frescas e cérneas do tratamento controle

do congelamento em freezer -80 °C. (A-B) Cdrneas frescas; (C-H) Controle.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 12 — Cortes histolégicos de corneas frescas e cérneas do tratamento DMSO

do congelamento em freezer -20 °C. (A-B) Cérneas frescas; (C-H) DMSO.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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O grupo DMSO do congelamento em freezer -80°C apresentou discreto
desprendimento do epitélio (Tabela 2 e Figura 13C), com minimo grau de
vacuolizagdo dos queratindcitos superficiais € minima pseudo-paraqueratinizagéao
(Tabela 2 e Figura 13H), moderada retracdo e deformidade citoplasmatica e nuclear
de queratindcitos basais e moderada vacuolizagao dos queratindcitos basais (Tabela
3 e Figuras 13E; 13G). O estroma corneano apresentou discretamente a formagao de
fendas nao coradas (Tabela 4 e Figura 13F). O endotélio apresentou discreto grau de
descolamento da membrana de Descemet (Tabela 5 e Figura 13D).

O grupo EG do congelamento em freezer -20°C apresentou discreto
desprendimento do epitélio com discreto a moderado grau de vacuolizagdo dos
queratinécitos superficiais (Tabela 2 e Figura 14D), discreto a moderado grau de
retragdo e deformidade citoplasmatica e nuclear de queratinécitos basais (Tabela 3 e
Figuras 14E; 14F) e moderado a acentuado grau de vacuolizagdo dos queratindécitos
basais (Tabela 3 e Figuras 14C; 14G). O estroma corneano apresentou
moderadamente a formacdo de fendas n&do coradas (Tabela 4 e Figura 14H). O
endotélio apresentou moderado a acentuado grau de descolamento da membrana de
Descemet (Tabela 5 e Figura 14C).

O grupo EG do congelamento em freezer -80 °C apresentou discreto
desprendimento do epitélio com discreto grau de vacuolizagdo dos queratindcitos
superficiais (Tabela 2 e Figura 15G), discreto grau de retragcdo e deformidade
citoplasmatica e nuclear de queratindcitos basais (Tabela 3 e Figura 15E) e moderado
grau de vacuolizagdo dos queratindcitos basais (Tabela 3 e Figuras 15D; 15F). O
estroma corneano apresentou moderadamente a formagcao de fendas nao coradas
(Tabela 4 e Figura 15C). O endotélio apresentou moderado grau de descolamento da

membrana de Descemet (Tabela 5 e Figura 15H).
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Figura 13 — Cortes histolégicos de corneas frescas e cérneas do tratamento DMSO

do congelamento em freezer -80 °C. (A-B) Cérneas frescas; (C-H) DMSO.
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Figura 14 — Cortes histolégicos de cérneas frescas e cérneas do tratamento EG do

congelamento em freezer -20°C. (A-B) Cérneas frescas; (C-H) EG.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 15 — Cortes histolégicos de cérneas frescas e cérneas do tratamento EG do

congelamento em freezer -80°C. (A-B) Cérneas frescas; (C-H) EG.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Tabela 2 - Distribuicbes de porcentagens dos graus de efeito do processo de

congelamento nos extratos superficiais do epitélio corneano

Congelamento -20°C

Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle 22% 44% 33% - = = "
DMSO 11% 67% 22% - 3 3 23
EG - - 78% - 22% - -
Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle 44% 33% 22% - = - -
DMSO 25% 25% 50% - - - .
EG - - 78% - 22% - -
Congelamento -20°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle 11% - 33% - 22% - 33%
DMSO - - 44% 44% 11% - -
EG - - 44% 11% 44% - -
Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle 67% 11% 22% - = = =
DMSO - 38% 25% 25% 13% - -
EG - - 67% - 11% - 22%
Congelamento -20°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle - 100% - - - - -
DMSO - 11% 89% - = - -
EG 56% - 44% - - - .
Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado
Controle 67% 33% - = - = -
DMSO 75% 13% 13% - = < "
EG 100% - = = @ < "

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Tabela 3 - Distribuicbes de porcentagens dos graus de efeito do processo de

congelamento nos extratos basais do epitélio corneano

Congelamento -20°C

Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle 44% - 22% 22% 11% - -
DMSO 89% - - - 1% - -
EG 33% - 22% 11% - - 33%

Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle 67% - 1% 1% 11% - -
DMSO 38% - - 13% 38% - 13%
EG 44% - 11% - 44% - -

Congelamento -20°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - - - - 67% - 33%
DMSO 22% 33% 22% 22% - - -
EG - 33% 11% 22% 33% - -

Congelamento -80°C

Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - 67% 1% 22% - -

DMSO - 25% 13% 13% 38% - 13%
EG - - 78% - 22% - -

Congelamento -20°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle 56% - - - 22% - 22%
DMSO 78% - - 11% 11% - -
EG - - 11% 11% 22% 33% 22%

Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle 89% - - 11% - - -
DMSO - - 38% 25% 38% - -
EG - - 33% - 22% 22% 22%

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Tabela 4 - Distribuicbes de porcentagens dos graus de efeito do processo de

congelamento no estroma corneano

Congelamento -20°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - - - 56% 33% - 1%
DMSO - - 33% 11% 33% - 22%
EG - - 1% - 56% 33% -

Congelamento -80°C
Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - - 44% 33% 22% - -
DMSO 13% 25% 13% 25% 13% - 13%
EG - - 33% 22% 11% 33% -

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Tabela 5 - Distribuicbes de porcentagens dos graus de efeito do processo de

congelamento no endotélio corneano

Congelamento -20°C

Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - - - 1% 56% - 33%
DMSO - 44% 44% - 11% - -
EG - 11% - - 22% 56% 11%

Congelamento -80°C

Tratamento Ausente Minimo Discreto Discreto a moderado Moderado Moderado a acentuado Acentuado

Controle - - 33% 1% 56% - -
DMSO - 25% 50% - 25% - -
EG 22% - 11% - 44% - 22%

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou desenvolver um método de congelamento que
mantivesse a viabilidade de corneas bovinas obtidas de abatedouro para aplicacao
em teste de BCOP. Inicialmente foi realizada a avaliagdo das propriedades de
intumescéncia que estdo relacionadas com a transferéncia de agua (ou outro
solvente) que pode ocorrer por difusdo e/ou osmose. A queda de peso dentro das
primeiras duas horas de exposicao das cérneas aos CPAs pode ser devido a
permeabilidade dos CPAs no tecido, o que permitiu um equilibrio osmético, pela saida
de agua no tecido para entrada do CPA (PEGG, 2015), consequentemente reduzindo
0 peso da coérnea e possivel queda de volume. Newton (1999) observou uma
diminuicdo no volume celular por restricdo do influxo de agua em odcitos humanos
maduros expostos a concentragdo acima de 0,8M de DMSO, e Mullen et al. (2008)
verificaram o mesmo com 1,0M de EG. A maior queda de peso no DMSO no teste de
intumescéncia pode ser devido a alta permeabilidade desse CPA nesse tipo de tecido,
como ja encontrado em corneas humanas, sugerindo que o tecido poderia sobreviver
a horas de exposi¢cado a esse composto com danos minimos (WALCERZ & TAYLOR
& BUSZA, 1995). Trabalhos anteriores observaram que em 6ocitos humanos maduros
o coeficiente de permeabilidade do DMSO € maior quando comparado ao EG
(MULLEN et al., 2008), o que pode se repetir para outros tipos de células e tecidos.
Outros trabalhos constataram a eficiéncia da criopreservacdo com EG, pois ele
penetra rapidamente nas células (RODRIGUES et al., 2004). Isso pode estar
relacionado a queda de peso inicial quando o CPA ¢ utilizado. No entanto, por penetrar
rapidamente, o ponto de queda de peso mais acentuado pode estar entre o tempo 0
e tempo de 2 horas, visto que outros trabalhos encontraram indices de permeabilidade
maior do EG em relacdo ao DMSO (VIAN & HIGGINS, 2014).

Adjuvantes como o SFB sao usados por muitos anos na criopreservagao como
CPAs nao permeaveis, atuando como estabilizadores de membrana (MARCO-
JIMENEZ et al., 2006; VOLBERS et al., 2016; FUJISAWA et al., 2019). Assim, o BSA,

que possui propriedades biologicas similares ao SFB, tem sido amplamente
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pesquisado e usado com o mesmo fim, principalmente para criopreservagao de sémen
(CABRITA & ANEL & HERRAEZ, 2001; NANG et al., 2012), mas também para
embrides (BRUYERE et al., 2012), células e tecidos de mamiferos (LI et al., 2018). O
BSA consegue estabilizar membranas e confere resisténcia ao choque osmotico
mantendo a pressédo osmoética regularizada (NANG et al., 2012), o que pode explicar
a maior contribuicdo desse adjuvante no peso das cérneas em associagcdo com 0s
CPAs observada no presente estudo. Os tratamentos controles de BSA e DMEM+BSA
ao final do ensaio foram aqueles com menor peso, mostrando uma capacidade do
adjuvante sozinho de manter um pouco da estabilidade das cérneas ao longo do
tempo. A propriedade antioxidante do BSA ¢é essencial para a criopreservacao, visto
que esse processo pode criar radicais livres em alguns tecidos quando em contato
com os CPAs, e o BSA eliminaria esses radicais (CABRITA & ANEL & HERRAEZ,
2001; AMIDI & FARSHAD & KHOR, 2010).

O SB possui BSA na sua composicdo, mesmo que em uma concentragdo muito
baixa dessa proteina, bem como de outros tipos de proteinas (PRATA & SGARBIERI,
2005). A capacidade das proteinas de adsorgao na superficie da cornea e dos cristais
de gelo, diminuindo seu crescimento, pode conferir uma vantagem no processo de
criopreservagao (BUCKLEY & LILLFORD, 2009). Proteinas transportadoras de ferro
presentes no soro bovino em grande concentragcao (MOSER et al., 1994) possuem
carga negativa para atrair o ferro e se ligarem (BRINGHENTI, 2011), podendo ser
atraida também pela carga positiva da superficie do tecido corneano, em especial do
endotélio (GHINEA & HASU, 1986), formando uma camada de protegdo durante o
congelamento. Esses fatores justificam a escolha o SB para seguir o congelamento,
visto que ele tem potencial para contribuir no processo de congelamento de varias
maneiras. A analise macroscopica demonstrou uma alta opacidade do tecido exposto
ao tratamento controle, esperado pela falta de CPA intracelular. Porém, ao avaliar a
viabilidade celular endotelial, este foi o tratamento com maior numero de células
viaveis, atestando que o uso do SB foi eficiente para inibir efeitos negativos do
congelamento, assim como em Alves et al. (2011) que usou soro de coelho para o

processo de congelamento. Na avaliagdo morfolégica, € possivel observar células
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com caracteristicas do endotélio, mas também em formatos estrelados, que se
assemelham aquelas ja coradas com AT, sugerindo que essas células com morfologia
irregular, mas nao coradas, podem ter sofrido dano ou choque osmético, mas sem
total comprometimento da viabilidade celular.

O congelamento lento, com o uso de freezer, pode ser feito de maneira
controlada ou ndo (ONOFRE et al, 2016; HUNT, 2019). O uso da técnica de
congelamento lento passivo, ou seja, sem controle da curva ja esta sendo usado para
congelar tecidos ovarianos (LIERMAN et al., 2021), sendo uma alternativa para os
equipamentos caros de controle da curva de congelamento. Muitos trabalhos
observaram uma maior eficiéncia de taxas de congelamento mais lentas em células
animais, tecidos vegetais e tecidos animais (OGAWA et al., 2012; YANG et al., 2013;
CORRAL et al., 2018). Ao comparar as temperaturas de armazenamento testadas no
presente trabalho, os resultados da histologia indicam danos mais extensos no
congelamento realizado a -80°C que a -20°C. A cada estagio de queda de
temperatura, os processos celulares deixam de acontecer até a total inatividade
celular na temperatura -196°C, em nitrogénio liquido (BAKHACH, 2009; YUAN et al.,
2016). Ha um intervalo de temperatura critica, entre -15°C e -60°C, em que acontece
a transicao de estado liquido para sélido, que é determinante na formacéao de cristais
de gelo (MAZUR, 1977; KARLSSON & TONER, 1996; DJUWANTONO et al., 2011).
Tecidos criopreservados a -80°C devem passar por esse intervalo critico no momento
de congelamento e no momento de descongelamento, estando suscetivel a formagao
de cristais de gelo durante um grande intervalo de tempo.

Entendendo que o endotélio é fundamental para a manutencéao do transporte
de eletrélitos para a camada estromal, influenciando na transparéncia da cérnea,
qualquer dano nessa camada celular causaria um desbalanceamento, permitindo uma
entrada demasiada de agua no tecido e um consequente aumento do peso das
corneas (TAYLOR, 1986; PINA, 2007; ARMITAGE, 2011; FARIA et al., 2017). O
aumento gradual do peso apos as 2 horas iniciais no ensaio de intumescéncia pode
ser devido ao efeito toxico do CPA que pode ter danificado o tecido, e

consequentemente, aumentado a entrada de agua. Nesse contexto, trabalhos prévios
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observaram que quando o CPA é mantido por periodo prolongado em contato com o
tecido a temperatura ambiente, efeitos téxicos ocorrem (CANALS et al., 2000; ALVES
et al., 2011) visto que os tempos de equilibrio do tecido com o CPA variam de 10 até
30 minutos. Nesse tempo mais curtos, os efeitos toxicos s&o minimos (VAJTA &
KUWAYAMA, 2006). O ensaio de intumescéncia demonstrou que o tempo limite para
equilibrio do CPA no tecido € do no maximo 2 horas, onde o peso apresentado do
tecido € o menor dos tempos avaliados, indicando uma possivel perda de agua do
tecido. Esse resultado € importante pois com o maior tempo de penetracdo do CPA,
mais agua podera ser retirada do tecido de forma gradual, para que ndo cause choque
osmotico (PEGG, 2015) ou cause a formacgao de gelo intra e extracelular (WENG &
BEAUCHESNE, 2020).

A viabilidade celular, a area e a morfologia do endotélio sdo fundamentais para
a manutencado da transparéncia da cornea (EWETE; ANI; ALABI, 2016). Na analise
macroscopica, destacou-se que os tratamentos com DMSO, um dos CPA mais usados
para congelamento de tecidos e células (KAR et al., 2019), apresentaram os menores
niveis de opacidade visual, representando que as camadas celulares permaneceram
em algum nivel executando a fungdo de manter a hidratagédo do estroma e, assim,
mantendo a transparéncia da cérnea (VAN DEN BOGERD et al., 2019).

Entretanto, observou-se diferenca significativa da viabilidade endotelial entre
as duas temperaturas de congelamento com o DMSO, tendo o congelamento em
freezer -80°C queda drastica no numero de células viaveis (Grafico 4). Apesar do
DMSO ter alta citocompatibilidade com o endotélio corneano (WALCERZ & TAYLOR
& BUSZA, 1995), os resultados do presente estudo corroboram com outros estudos
que demonstraram maior eficiéncia do congelamento lento (SUKUMAR & KAR, 2019).
A avaliacdo morfoldgica e histolégica mostra dano no congelamento em -80°C, porém
também ha dano no congelamento em -20°C, indicando que a concentracdo do CPA
pode estar alta para o congelamento do tecido corneado, pois altas concentragdes de
CPA séo citotoxicas (BHATTACHARYA, 2018).

A histologia celular € essencial para compreender os efeitos do processo de

congelamento no tecido corneano (FURUKAWA et al., 2015). No presente estudo, foi
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possivel observar nas laminas histolégicas danos as camadas celulares no tratamento
com DMSO em ambas as temperaturas de armazenamento. O congelamento em -
20°C apresentou em geral danos que mostram a sensibilidade das camadas mais
externas do tecido, enquanto o -80°C teve danos em todas as camadas do tecido,
tornando essas combinagdes dos parametros nao ideias para o congelamento da
cornea bovina.

O EG teve alta opacidade da coérnea e o menor indice de células viaveis no
endotélio em ambas as temperaturas, porém o congelamento em -80°C teve apenas
cerca de 5% de células viaveis, sendo significativamente diferente de todos os outros
tratamentos nas duas temperaturas. Por ser um CPA com baixo peso molecular, 0 EG
tem alta permeabilidade em células e tecidos (BORGES et al., 2018) e por ser usado
como um CPA que pode pular etapas de aumento gradual de concentragcédo para o
congelamento (PANTANO et al., 2000), pode-se apontar possibilidades como: a alta
concentracdo do CPA pode estar provocando choque osmaético nas células pela
entrada rapida e aumentando o tempo de exposicdo do tecido; o modo de
congelamento pode estar causando alta concentragédo do CPA no tecido, causando
efeitos toxicos as células do endotélio; ou no momento do descongelamento a saida
do CPA esta mais rapida do que a entrada de agua, causando choque osmatico
(TAKAHASHI et al., 1985). E possivel observar no congelamento a -80°C o alto indice
de células coradas e muitas células em que nao era possivel distinguir os limites
celulares, visto que o VA cora com maior intensidade regides com morte celular
(HUNNING et al., 2018). A avaliacdo histologica destacou danos em todas as
camadas do tecido corneano nos tratamentos com os CPAs, corroborando com os
resultados de viabilidade do endotélio e danos nas camadas epiteliais, sensiveis a
possiveis efeitos de substancia que entram em contato com essa camada (OLIVEIRA
et al., 2015). Os parametros do congelamento devem ser ajustados a cada tipo de
tecido que sera congelado (DA CROCE, 2011). Em tal contexto, é possivel constatar
que os parametros essenciais para o sucesso do processo de criopreservagao (i.e.
CPA, concentracdao de CPA, temperatura de congelamento, etc) ajustados nesse

trabalho devem sofrer adaptacdes para o tecido corneano.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho sinaliza resultados promissores de métodos de
criopreservagao de cornea bovina, indicando o DMSO como CPA e o congelamento
em freezer -20°C como possibilidade de criopreservacao de cérneas destinados a
bancos de corneas bovinas. Os resultados demonstraram integridade da cérnea apos
congelamento, mesmo com danos em determinados tratamentos nas condicoes
estabelecidas no presente trabalho. Assim, futuras avaliacées deverao ser feitas para
aprimorar os parametros de congelamento para estabelecer um método que

mantenha a viabilidade corneana apds o congelamento.
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