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RESUMO

As células-tronco tém demonstrado grande importancia na medicina veterinaria por
seu potencial terapéutico, inclusive no uso em equinos. Atualmente diversas
terapias com células-tronco mesenquimais para animais estdo sendo desenvolvidas
e algumas, como o tratamento de tendinopatias, ja& entraram com sucesso no
mercado. Como as formas de transporte existentes ndo sdo ideais, por vezes é
necessario fazer a ressuspenséao das células em meio alternativo antes de se fazer o
uso clinico. Esta etapa adicional de manuseio na clinica pode ser perigosa para a
sobrevivéncia celular e infecgéo iatrogénica e, portanto, um protocolo para periodos
de transporte superiores a 24 horas requer otimizacdo adicional. Para tanto, visando
eleger o meio de conservacdo mais adequado para transporte a longas distancias, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade celular de células tronco

mesenquimais de origem de tecido adiposo em diferentes meios e condigdes de



armazenamento por até cinco dias. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade, tendo sido feita a comparagdo entre 0s grupos € 0s momentos. Apos
avaliar e discutir todos os dados, foi possivel observar resultados notaveis na
porcentagem de células vivas numa média de 24 horas, 0 que abriu possibilidades

de novas avaliagdes e obtencdo de diferentes protocolos de pesquisa futuramente.

Palavras chave: Celula tronco, equinos, armazenamento, transporte, viabilidade

celular

PALIALOGO, VALERIA. Viability of mesenchymal stem cells in different media
and storage conditions. Botucatu, 2023. Graduation thesis (Veterinary Medicine,
Concentration Area: Large Animal Surgery) - Faculty of Veterinary Medicine and
Zootechny, Botucatu Campus, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho".

ABSTRACT



Stem cells have shown great importance in veterinary medicine due to their
therapeutic potential, including their use in horses. Currently, various mesenchymal
stem cell therapies for animals are being developed and some, such as the treatment
of tendinopathies, have already successfully entered the market. As the existing
forms of transportation are not ideal, it is sometimes necessary to resuspend the
cells in an alternative medium before clinical use. This additional handling step in
the clinic can be dangerous for cell survival and iatrogenic infection and, therefore,
a protocol for transport periods longer than 24 hours requires additional
optimization. For this purpose, choose the most suitable preservation medium for
long-distance transportation, the aim of this study was to evaluate the cell viability
of mesenchymal stem cells from adipose tissue in different media and storage
conditions for up to five days. The data was subjected to the normality test and a
comparison was made between groups and time points. After evaluating and
discussing all the data, it was possible to observe remarkable results in the
percentage of live cells at an average of 24 hours, which opened possibilities for

further evaluations and obtaining different research protocols in the future.

Key words: Stem cell, horses, storage, transportation, cell viability
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1. INTRODUCAO

As células-tronco tém demonstrado grande importancia na medicina
veterinaria por seu potencial terapéutico, inclusive em equinos. Atualmente
diversas terapias com células-tronco mesenquimais (CTM) para animais estéo
sendo desenvolvidas e algumas, como o tratamento de tendinopatias, ja entraram
com sucesso no mercado (RIBITSCH et al., 2010).

Entretanto, a correta manipulacdo das células-tronco e o dominio das
terapias baseadas em CTM para doencas especificas exige um conhecimento
particular dos procedimentos laboratoriais, que ndo s6 garantam a producgdo
continua de células, mas também lhes proporcionem uma identidade e integridade

0 mais préximo possivel de sua origem (RENZI et al., 2012).

Assim, estudos futuros com diferentes meios de preservacdo de CTM
devem ser realizados para melhor compreender seus efeitos sobre as caracteristicas
fenotipicas das CTM durante seu transporte e armazenamento, assim como em sua
aplicacdo (ESPINA et. al., 2016).

Para tanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade
celular de células tronco mesenquimais de origem adiposa em diferentes meios e
condicBes de armazenamento por até cinco dias, visando eleger o meio de

conservacao mais adequado para transporte de CTM.

2. REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos anos o tecido adiposo adulto foi reconhecido como uma fonte

alternativa, acessivel e rica de CTMs.

Assim como a medula 6ssea, tem origem no mesoderma embrionario, e
possui um estroma que pode ser facilmente isolado através de lipoaspiragéo,

formado por células endoteliais, células de musculo liso e adipocitos (JANZ, 2018).



A criopreservacao é muito Gtil no armazenamento das CTM, permitindo
a manutencdo de linhagens celulares especificas. Embora néo afete a morfologia, a
expressdao dos marcadores de superficie, a diferenciacdo ou o potencial de
proliferacdo de CTM da medula 0ssea, a criopreservacdo pode, ainda, causar
alteracbes nas funcbes das CTM, justificando futuras investigacbes sobre a
recuperacdo das células pos-descongelamento seguido pela expansdo das células
funcionais para atingir seu potencial terapéutico completo com 0 minimo de dano
possivel (CURTIS et al., 2015).

O DMSO é o crioprotetor de eleicao, porém alguns trabalhos afirmam que
ele pode induzir a diferenciacdo das células tronco em células neuronais, além de

apresentar alta toxicidade em temperatura ambiente (UBIRAJARA et al., 2015).

Como as formas de transporte de CTM existentes ndo sdo ideais, por vezes
€ necessario transporta-las congeladas e realizar a ressuspensdo das células em meio
alternativo antes de se fazer o uso clinico. Esta etapa adicional de manuseio na
clinica pode ser perigosa para a sobrevivéncia celular e pode levar a infecgdes
iatrogénicas e, portanto, um protocolo para periodos de transporte superiores a 24
horas requer otimizagédo adicional (GARVICAN et al., 2014).

Por outro lado, existem estudos otimistas sobre diferentes formas de
melhorar a conservacdo das células mesenquimais, mas que necessitam de

aprofundamento.

Ye e colaboradores (2020) também demonstraram a exequibilidade do
transporte de células tronco embrionarias de ratos a temperatura ambiente, com
preservacao de sua pluripoténcia e capacidade de expansdo clonal. No entanto, o
desejo de minimizar a introducéo de proteinas ou patdgenos bovinos xenogénicos
e de padronizar produtos celulares destinados a aplicacéo clinica tem conduzido a
avaliacdo de alternativas ao SFB (PEZZANITE et al., 2021), de modo a excluir
quaisquer componentes capazes de gerar uma resposta imune apés a administracdo
das CTM.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marquez-Curtis+LA&cauthor_id=26186998

Como a inflamagdo ativa a fungdo imunorreguladora das MSC, o
ambientepro-inflamatorio pode melhorar a eficacia das MSC, no entanto, moléculas
inflamatdrias presentes no liquido sinovial ou adicionadas ao meio de cultura
podem ter efeitos deletérios nas CTMs (BARRACHINA et al., 2017).

Neste mesmo estudo acima, observou-se que o ambiente sinovial
inflamatdrio € bem tolerado pelas eBM-MSCs, enquanto o priming de citocinas
afeta negativamente a viabilidade e a capacidade de diferenciacdo das eBM-MSCs,
0 que pode limitar sua eficacia in vivo (BARRACHINA et al., 2017).

2.1 Meios de Cultura Utilizados

O soro fetal bovino (FBS) é o suplemento de crescimento mais
amplamente usado em meios de cultura celular devido ao seu alto teor de fatores

promotores do crescimento embrionario.

Quando usado em concentracfes adequadas, ele fornece muitos
componentes definidos e indefinidos que demonstraram suprir 0S requisitos
metabolicos especificos para o cultivo de células. O FBS é uma mistura complexa
de biomoléculas que inclui fatores de crescimento, proteinas, elementos-traco,
vitaminas e hormonios (MERCK). Estes sdo importantes para o crescimento e a
manutencdo de células in vivo e em cultura. Por ser um produto de origem animal,
estd sujeito a presenca de agentes patogénicos naturais, 0 que constitui fonte
potencial de contaminacdo para todos os produtos que o utilizam como matéria
prima e colocam em davida a credibilidade dos mesmos (DOS SANTOS, 2015).

De acordo com Mitchel e colaboradores (2015), a criopreservagdo de
células-tronco mesenquimais equinas em 95% de soro autélogo e 5% de DMSO
ndo altera o crescimento ou morfologia pds-descongelamento in vitro em
comparagdo com soro fetal bovino ou soro alogénico a 20 ou 95% e DMSO a 10 ou
5%.



O lisado plaquetéario € um concentrado de plaquetas obtido por meio de
uma metodologia simples, com boa relacdo custo-beneficio para obter altas
concentracdes de fatores de crescimento a partir das plaquetas, que possuem
propriedades regenerativas, com acdo sobre a angiogénese, proliferacdo e migragéo
celular. A associacdo de PRP e células-tronco tem sido cada vez mais empregada
em lesdes dsseas, ligamentares e tendineas de forma a obter-se regeneragéo celular
em tais lesdes(LOUZADA, 2018).

O alginato é um biomaterial amplamente utilizado nas &reas de
odontologia, farmécia e industria de alimentos, e vem sendo estudado também
devido as suas potenciais aplicacbes em medicina regenerativa. Trata-se de um
polimero natural obtido de diversas espécies de algas. Sob condicdes ideais de pH,
é capaz de possuir propriedades semelhantes a matriz extracelular (ALBRECHT,
2017).

O soro autdlogo é o produto final produzido a partir do sangue total doado
pelo préprio animal. Nesse processo, 0 sangue é submetido ao processamento em
sistema fechado para separacéo fisica das suas fracGes, das quais se obtém a matéria
prima, o soro (CRFMG).

No soro alogénico, assim como no soro autologo, o sangue é submetido
ao processamento em sistema fechado para separacao fisica das suas fracGes, das
quais se obtém o soro, porém o sangue provém de outro animal, o que pode facilitar
a producdo das células tronco para um animal que podera estar em um lugar muito

distante do seu local de fabricagé&o.

3. MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi conduzido conforme as diretrizes do Comité de Etica
e Utilizacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sob o protocolo
n°0117/2021.



10

3.1 Meios de Armazenamento

Os meios de cultivo utilizados no estudo foram o soro bovino fetal (PBS),
alginato, lisado plaquetério, soro autologo e soro alogénico. Os pHs de todos os
meios foram equilibrados antes de entrarem em contato com as células, afim de

evitar qualquer deterioragcdo das mesmas.

3.2 Células-Tronco Mesenquimais

Foram utilizadas aproximadamente 9 milhdes de células de origem adiposa
ao todo. Por Ependorf, foram utilizadas 300 mil células. Os testes foram repetidos
com trés animais distintos e em triplicata para comparacdo dos resultados, e suas
células ja estavam congeladas no banco de células do laboratorio de Terapia

Regenerativa da FMVZ — Unesp - Botucatu.

3.3 Cultivo

As celulas foram descongeladas e expandidas em DMEN F-12 na estufa a
37°C inicialmente em garrafas de 25 cm? e apds adquirirem 90% de confluéncia,
foram transferidas para garrafas de cultivo de 75 cm? e depois, para garrafas de 175
cm? até alcancar em torno de 9 milhdes de células. O monitoramento das células foi
realizado diariamente em microscopia éptica para observacdo da morfologia,

confluéncia e possivel contaminacéo.

Ao atingir 90% de confluéncia, eram realizadas as passagens, onde as
células foram liberadas do recipiente utilizando tripsina (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MI, EUA) e divididas em outras garrafas de 75 cm?2 contendo DMEN + 10%
SFB

Posteriormente, o equivalente a 300 mil celulas foram dispostas em cada
Ependorf com 0,5 mL de cada meio de armazenamento diferente, em triplicata, e
mantidas em diferentes temperaturas: 20° C — temperatura ambiente; 4° C —

temperatura de geladeira e -20° C — meio congelado.
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3.4 Tempo de Armazenamento

As consequéncias na viabilidade das células nas diferentes horas de
armazenamento, em cada meio e em cada temperatura foram avaliadas em 2 horas,
4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 120 horas.

3.5 Avaliacao da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada imediatamente apds as células serem
retiradas do congelador ou da geladeira. A contagem foi realizada pelo método de
exclusdo de células mortas por coloracdo de azul de Tripan a 0,4% (FRESHNEY,
2000) na cdmara de Neubauer para verificar a quantidade de AACTM’S que

sobreviveram.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e foi feita a comparacéao
em triplicata de cada meio, momento e temperatura, além comparacdo entre 0s

grupos e os momentos. A significancia foi considerada quando P<0,05.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da Porcentagem de Células Vivas em Cada Grupo e Momento a
20°C e 4°C.

Tabela 1 — Porcentagem média de células vivas a 20°C. Botucatu, 2022.

20°C  2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h
PBS 75% 68% 49% 50% 47% 54% 43% 38% 13%
LP 88% 91% 87% 79% 72%  55% 44% 36% 33%
ALG 67% 65% 52% 62% 54% 56% 49% 22% 5%

SAU 85% 86% 82% 75% 71% 59% 50% 39% 32%

SAL 81% 85% 84% 77% 66% 55% 43% 32% 29%

Legenda: PBS - Soro Bovino Fetal; LP - Lisado Plaquetario; ALG - Alginato; SAU - Soro
Autologo; SAL - Soro Alogénico.
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Tabela 2 - Porcentagem média de células vivas a 4°C. Botucatu, 2022.

4°C  2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h
PBS 61% 71% 61% 48% 47% 33% 25% 17% 2%

LP 83% 85% 82% 71% 79% S57% 44% 39% 17%
ALG 66% 73% 60% 66% 56% 33% 25% 12% 23%
SAU 78% 71% 76% 67% 72% 58% 43% 44% 28%

SAL 77% 77% 67% 64% 76% 48% 26% 34% 29%

Legenda: PBS - Soro Bovino Fetal; LP - Lisado Plaquetario; ALG - Alginato; SAU - Soro
Autdlogo; SAL - Soro Alogénico.

O Lisado Plaquetario teve um desempenho de mais de 75% de células vivas
entre 6 a 24 horas, tanto a 20°C quanto a 4°C, demonstrando ter os melhores
resultados dentro dos grupos avaliados, como é possivel observar nos gréaficos
(figura 3 e 4). E notavel principalmente a 4°C, onde a viabilidade se sobressaiu

visivelmente em relacdo aos outros meios de armazenamento.

O soro autdlogo apresentou um excelente desempenho no animal 1, tendo
chegado a 96 horas a 4 °C com 79% das células vivas e a 48 horas a 20°C com 80%
das células vivas. Porém esse resultado se mostrou diferente nos outros dois
animais, onde podemos, ainda assim, observar que a média se manteve alta de 6 &
24 horas tanto a 20°C quanto a 4°C.

No soro alogénico avaliou-se que pela média dos 3 animais, 0 minimo de

75% de células vivas se manteve de 12 até 24 horas a 4°C e a 20°C.

Em relacdo ao Alginato, esse grupo teve um bom resultado no animal 1,
onde 86% das células se encontravam vivas em 12 horas a 4°C. Nos outros animais
avaliados 0 meio néo atingiu 0 minimo de 75% de células vivas desde as primeiras

2 horas observadas.

Nota-se que em 20°C e em 4°C o grupo do PBS ndo apresentou um bom

desempenho, tendo mais de 75% de células vivas até no maximo 6 horas.
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4.2 Resultados do Teste de Normalidade da Porcentagem de Células Vivas em
Cada Grupo e Momento a 20°C e 4°C.

Tabela 3 - Teste de normalidade da porcentagem média obtida a 4°C.
Botucatu, 2022.

T4°C
M2
M4
M6

M12
M24
M48
M72
M6
M120
P

PBS
0.613 ab
0.710 a
0.617 ab
0.480 abc
0.470 abc
0.333 hc
0.253 ¢
0.173c
0.0200 c
<0.001

LP
0.837 ab
0.857 a
0.820 ab
0.717 abc
0.793 ab
0.570 bcde
0.443 cde
0.393 de
0.177e
<0.001

ALG

0.667 ab

0.730 a
0.607 ab
0.667 ab
0.563 abc
0.337 bed
0.250 cd
0.123b
0.237cd

<0.001

SAL
0.773a
0.710 ab
0.673 abc
0.643 abc
0.767 a
0.480 abc
0.267 c
0.347 abc
0.290 bc
<0.001

SAUT
0.783 a
0.773 a
0.760 a
0.673ab
0.723 ab
0.587 ab
0.437 ab
0.443 ab
0.283 b

0.006

0.551
0.794
0.65
0.532
0.394
0.438
0.629
0.498
0.708

Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca estatistica nas linhas horizontais e as letras

minusculas se referem as diferencas estatisticas nas linhas verticais.

A tabela acima demonstra que, em relacdo a comparagdo de grupos num

mesmo momento a temperatura de 4°C, ndo houve significancia de nenhum meio

de armazenamento em nenhuma das horas avaliadas e que, com o tempo, todos 0s

grupos resultaram no decairamento da viabilidade celular.

Tabela 4 - Teste de normalidade da porcentagem media obtida a 20°C.
Botucatu, 2022.

T20°C
M2
M4
M6

M12
M24
M48
M72
M96

PBS
0.747 a
0.687 AB
0.497 Bab
0.5ab
0.477 ab
0.543 ab
0.437 ab
0.383 ab

LP
0.887 a
0.913 Aa
0.873 Aa
0.793a
0.723 ab
0.557 bc
0.443 bc
0.367c

ALG SAL
0.67 a 0.8la
0.65 Ba 0.853 ABa
0.523 ABab 0.847 ABa
0.62 ab 0.773a
0.543 ab 0.667 ab
0.563 ab 0.557 abc
0.493 ab 0.430 bc
0.223 ab 0.320¢

SAUT
0.85a
0.867 ABa
0.823 ABab
0.747 abc
0.713 abc
0.597 bed
0.507 cde
0.393 de

p
0.628
0.025
0.012
0.157
0.658
0.998
0.995
0.929
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M120 0,137 b 0.330¢c 0.0567 b 0.293 ¢ 0.323¢ 0.386
B 0.017 <0.001 0.007 <0.001 <0.001
Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca estatistica nas linhas horizontais e as letras

minusculas se referem as diferencas estatisticas nas linhas verticais.

A tabela acima demonstra que, em relacdo a comparacdo de grupos num
mesmo momento a temperatura de 20°C, houve significancia estatistica nos
momentos 4 horas e 6 horas onde os grupos do lisado plaquetéario, soro autélogo e
soro alogénico se sobressairam com relacdo aos demais. Também é possivel
observar que, com o tempo, todos 0s grupos resultaram na diminuicdo da

viabilidade celular.

4.3 Comparacao de Desempenho das Células a temperatura ambiente 20°C e a
refrigeracao 4°C.

@FPBS @AG @ LP SAU @ SAL
100

P *
pa——— S

75

50

25

2h 4h 6h 12h  24h  48h  72h  96h  120h

Figura 1 - Desempenho em porcentagem das células nos diferentes meios de
armazenamento a 20°C. Botucatu, 2022.

@ PES @ ALG @ LP SAU @ SAL

100

75

50

25

2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 96h  120h

Figura 2 - Desempenho em porcentagem das células nos diferentes meios de
armazenamento a 4°C. Botucatu, 2022.
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As células armazenadas a -20°C apresentaram uma queda brusca de
viabilidade rapidamente. Em menos de 6 horas de congelamento a viabilidade em
todos os diferentes meios chegou a 0%. Portanto, os resultados a -20% nédo foram

comparados com os demais.

4.4 Discusséo

Uma observagéo geral dos dados apresentados permite afirmar que o lisado
plaquetario, o soro autologo e o soro alogénico possibilitaram que as células se
mantivessem vivas a uma media de 75% até 24 horas de armazenamento, nas duas
temperaturas observadas, sendo entdo considerados os melhores meios de

transporte e armazenamento até entdo avaliados.

E possivel pontuar os resultados do lisado plaquetario, que demonstraram
ter os melhores resultados dentro dos grupos avaliados, sendo notavel
principalmente a 4°C, onde a viabilidade se sobressaiu visivelmente em relagéo aos
outros meios de armazenamento. Assim como o excelente desempenho do soro
autologo no animal 1, tendo chegado a 96 horas a 4 °C com 79% das células vivas
e a 48 horas a 20°C com 80% das células vivas, 0 que abre a possibilidade de novas

avaliagOes futuras a fim de obter a resultados mais precisos.

Esses resultados possivelmente se devem ao fato de que, o soro alogénico,
soro autologo e lisado plaquetario possuem diversos fatores de crescimento, que
auxiliaram as células a se manterem vivas por mais tempo por terem um meio de

nutricdo mais adequado.

Como foi relatado por Louzada (2018), o lisado plaquetario possui altas
concentracdes de fatores de crescimento a partir das plaquetas, que possuem
propriedades regenerativas, com agao sobre a angiogénese, proliferacdo e migracao

celular.

O soro autologo foi descrito ndo somente como lubrificante na superficie
ocular, mas também como fornecedor de diversas substancias essenciais para a
reconstrucdo dos danos epiteliais, incluindo vitamina A, fator de crescimento

epitelial, fibronectina e uma variedade de citocinas. (RIBEIRO, et al., 2017)
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Com relagdo a comparagdo das células a 20°C e a 4°C, chegou-se a
conclusdo que a porcentagem de células vivas nos grupos do lisado plaquetario,
soro autologo e soro alogénico se manteve relativamente semelhante tanto a 20°C
quanto a 4°C, enquanto os grupos do alginato e PBS mantiveram a viabilidade das

celulas por mais tempo a 4°C.

A viabilidade das células que estavam nos grupos do alginato e PBS decaiu
mais rapidamente do que os demais grupos, porém esse resultado pode ter sido
retardado a 4°C devido a baixa temperatura que manteve as células inalteradas por

mais tempo, em comparagdo a temperatura ambiente de 20°C.

Na avaliacdo do teste de normalidade foi possivel observar que houve uma
diferenga significativa a 20°C nos momentos 4 horas e 6 horas onde o grupo do
lisado plaquetario, soro aut6logo e soro alogénico se sobressaiu com relacdo aos
demais grupos. No demais, ndo houve diferenca significativa nos demais grupos e

momentos que seja relevante ao teste.

Visto que, num estudo foi possivel observar que a maior viabilidade de
células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea autélogas de 70,6% dentro
da faixa positiva, foi observada em sobrenadante de medula 6ssea a 4°C em 2 h
(ESPINA et al., 2016), estes resultados abrem possibilidades de novas avaliagOes e
obtencdo de diferentes protocolos de pesquisa, a fim de concentrar-se nos meios
com melhor desempenho, e utilizar uma maior quantidade amostral para melhorar

a comparacao de dados futuramente.

As células ndo conseguiram sobreviver a -20°C sem a introducdo de um
crioprotetor, visto que, o congelamento lesiona a estrutura célular tornando-as

inviaveis rapidamente.

A formagdo de cristais de gelo durante o processo de criopreservacdo é um
evento importante e é a principal causa de destruicdo celular e retardo na
recuperacdo medular apos infusdo das células descongeladas. (MASSUMOTO et
al., 1997)
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O soro bovino fetal (PBS) e o alginato ndo demonstraram ser bons meios de
armazenamento, pois a viabilidade celular decaiu rapidamente em todos os testes

realizados.

O alginato € um carboidrato, que em comparacdo ao PBS consegue nutrir
minimamente as células armazenadas, porém nao tdo adequadamente quanto o
necessario para que elas mantenham a sua viabilidade por muito mais tempo do que

0 observado.

Os resultados se mostraram distintos aos resultados do estudo de
Pezanitte e colaboradores sobre o impacto do soro autélogo, soro alogénico e PBS
nas propriedades funcionais de células estromais mesenquimais equinas, onde foi
observado que quando analisado via contagem automatizada de células, havia um
numero significativamente maior de células em cultura as 48 e 72 h em meio PBS

em comparagdo com aut6logo e soro equino alogénico (p < 0,001 para todos).

5. CONCLUSAO

Apos avaliar e discutir todos os dados, foi possivel obter resultados parciais
sobre os referidos meios de condicionamento das AdCTM’s avaliados que se

mostraram prom issores.

Na avaliacdo do soro aut6logo; soro alogénico e lisado plaquetario, foi
possivel observar resultados notaveis com 75% de células vivas numa média de 24
horas, a temperatura ambiente de 20°C e a refrigeracdo a 4°C, o que abriu
possibilidades de novas avaliagdes e obtencao de diferentes protocolos de pesquisa

futuramente.

No que se refere ao desempenho das células a -20°C, a ndo-introdugéo de

crioprotetor inviabilizou o armazenamento e transporte nesta temperatura.

O soro fetal bovino (PBS) e o alginato, ndo demonstraram ser promissores
durante o estudo, tendo um baixo desempenho desde as primeiras horas avaliadas

nos trés animais.
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