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RESUMO

Objetivo: Estudo da relacéo entre diferentes temperaturas e periodos de preservacdo sobre a
ceularidade de meniscos de coelhos. Métodos: Retirourse assepticamente 180 meniscos
(mediais e laerais) de 45 codhos (Nova Zdandia), machos, idade entre 6/8 meses, peso
médio de 3250g. Os meniscos foram congelados, de dois até trinta dias, a -7,2°Cedsus (n=60),
-21,4°Cddus (n=60) e -73°Cddus (n=60). A cada dois dias, de cada temperaura, foram
descongelados quatro meniscos e quantificou-se, em quinhentos campos por 1aming, o nimero
de fibroblastos, fibrocondrocitos, condrécitos e picnoses. Resultados: No 14° dia de
congelamento a -7,2°Cdgus, a média de células vidveis foi de @,38%. Entretanto, a partir do
16° dia observou-se uma reducdo significante de 12% (p=0,001), comparando-se com a média
no 14° dia A média da viabilidade cdular, nas temperaturas -21,4°Cdgus e -73°Cdsdus, até
16° dia gpresentou comportamento edtatigticamente semehante. A partir do 18° dia na
temperatura de -21,4°Cdsus a reducdo do nimero de céulas foi dgnificante (p<0,001),
especidmente do 28° (54,5%) para o 30° dia (30%) de congdamento. O nimero de células
vidves a -73°Cdsus mostrou uma reducdo ndo significante (p=1,000) de 2,3% no nimero de
cdulas viavels do 28° (40,2%) ao 30° dia (37,9%). Conclusdo: A viabilidade cdular dos
meniscos congelados diminuiu  discretamente até 0 14° dia independente da temperatura,
cando rdpida e progressvamerte a partir de entdo, sendo mais acentuada nas temperaturas

mais baixas de preservagao.
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ABSTRACT

Objectives Study of the relationship between different temperatures and rabbits menisci
cdlularity periods of preservation. Methods: It was removed asepticdly 180 medid and
laterd menisci of 45 rabbits (New Zdland), male, age between 6/8 months, average weight
3250g. The menisci were frozen, during two until thirty days, a a temperature of -7,2°Cdsus
(n=60), -21,4°Cddus (n=60) e -73°Cedsdus (n=60). Four menisci were thawed every two days
for higologicd andyds until completing 30 freezing days, and it was quantified in 500 sdd
for blade, the number of fibroblasts, fibrochondrocytes and pyknosis. Results: on the 14™
defrost day, a the temperature of -7,2°Cdsus the average of viable cdls was 92,38%.
However, after the 16", it was observed a significant reduction of 12% (p=0,001), comparing
with the average of the 14" day. The cdls average viability a the temperatures of negative
214°Cdsus and negative 73°Cedsus until the 16" day showed a datisticdly similar
behavior. From the 18" day on a the temperature of -21,4°Cdsius the cels number reduction
was significant (p<0,001), especidly from the 28" (54,5%) to the 30™ day (30%) of freezing.
The number of viable cels on the temperature -73°Cddus showed no sSgnificant reduction
(p=1,000) of 2,3% in the from 28" (40,2%) to the 30" day (37,9%). Conclusion: The frozen
menisci cdls vigbility was reduced discreetly until the 14™ day, independently of the
temperature and dropped quickly and progressively and from this day on, being more stressed
at lower temperatures.
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1. INTRODUCAO

As lesbes dos meniscos, independente do tipo, tempo de duracdo, tipo de atividade
fidca e idade dos pacientes, vém sendo tratadas ao longo dos anos pela retirada tota ou
parcia’?.

A meniscectomia total ou parcid no joedho humano, a médio e longo prazo, apresenta
importantes  efeitos deletérios sobre a articulacdo, especidmente no que diz repeito a
distribuicdo de forcas na superficie articular. A @ea de contato articular gpos a retirada deste
menisco decresce em até 50%, produzindo um aumento de até 350% ha concentracdo das
forcas de contato nesta &ea menor. Este fato acdlera a degeneracdo da cartilagem articular,
resultando em ogteoartrose precoce, principamente ocasionada pelas lesbes dos meniscos
mediais> 4567

A meniscectomia parcia gpresenta uma menor morbidade que a tota por manter, pelo
menos em pate, a funcdo origind do menisco. A sutura meniscd é uma solugdo mas
adequada para o tratamento destas lesOes, desde que possa ser recondtituida a integridade
anatbmica do menisco. Entretanto, somente 30 a 50% das lesdes sf0 reparadas por este
mé0d01,8,9,10,11.

Na impossibilidade de reparar 0 menisco lesado €/ou quando se impde a necessdade
de sua remocdo, surgem como opgdes o transplante de menisco e a utilizacdo de préteses
meniscais, ainda em fase de experimentacao® %13,

H& 20 anos redizouse o primeiro trangolante de meniscos em humanos™. Ao longo
deste periodo, cerca de 4.500 cirurgias ja foram relatadas em todo o mundo, mostrando ser um
procedimento  potencidmente  eficaz  na  prevencd da  odeoatrose  gols
meniscectomia> %1516,

Uma revisdo recente da literatura mostrou indices de 86% a 91% de resultados
saisfatorios, em pacientes submiidos & transplante meniscal apés meniscectomia’’. Apesar
deste fato ndo ha na literatura um consenso sobre a influéncia da celularidade do menisco
trangplantado, consequiéncia direta da técnica de preservaco, sobre o resultado find. Autores
preconizam que a viabilidade cdular € faior de mehor integracdo, enquanto outros déo

preferéncia ao transplante de uma matriz de colégeno desvitaizada



Diferentes técnicas de preservacdo e 0 tempo de armazenamento exercem efeitos
diversos sobre a integridade biolégica e bioguimica dos tecidos®1>1819 As técnicas correntes
de armazenamento e preservacdo do menisco sBo semehantes a de outros tecidos conectivos e
incluem: méodo a fresco, congdamento a fresco, congelamento a seco (liofilizado) e
criopre&ervac;éos'15'20'21'22'23’24’25.

A forma de armazenamento a fresco (refrigeracdo a 4°Celsus postivos) objetiva a
preservacdo da viabilidade cdlular, sem dteracdo da arquitetura do menisco. O obstéculo a
este procedimento diz respeito a coordenar 0 periodo em que as cdulas mantém-se viaves
nos enxertos, desde a retirada do doador, até o momento do transplante®. A literatura refere
perfodos varidveis de viabilidade entre dois a cinco dias?®?"%?°. Os autores ndo fazem
referéncias a proporcéo de células vidveis no menisco, e tomam como base os dados de
preservacao de células do 0sso.

O congelamento a fresco (temperaturas inferiores a zero graus Cesus) mantém
também a viabilidade celular por um periodo de até cinco dias. Alguns autores substituem o
termo congelamento a fresco por congelamento profundo quando se referem a0 menisco
amazenado em temperaturas a partir de 70°Celsius negativos®'41%2°, Também os autores ndo
fazem referéncias a proporcéo de cdlulas viaveis no menisco, e tomam como base os dados de
preservacdo de células do osso. O congdamento a seco (liofilizado) leva a morte de todas as
cdulas existentes por um processo & vécuo>'*1°. Os autores partidérios de que somente a
matriz desvitdizada do menisco j4 sga suficiente para 0 sucesso do trangplante, preconizam
seu uso. No entanto, o obstaculo a este procedimento esta na reducdo de cerca de 2/3 do
comprimento meniscal inicid, o que limita o resultado final®.

Autores partidérios da criopreservacdo, por outro lado, referem manter entre 10 a 40%
de integridede cdlular. No entanto, 0 procedimento agpresenta como desvantagem um dto
CU$024’3O’31.

Atudmente, preservacd meniscd € preferencidmente redizada por técnicas que
submetem 0s Meniscos a preservacao em temperaturas negativas.

Alguns autores citam o congelamento a temperaturas ao redor de 4°Celsius negativos,
agumentando que ifo manteria a integridade das cdulas e facilitaria a repopularizacéo
cdular do menisco apds o trangplante. Entretanto, identificam como fator limitante o curto
periodo de viabilidade das células retiradas do doador, que € agproximadamente, de dois a

cinco dias®>3334,



Outros autores preferem 0 armazenamento a temperaturas muito baixas, como
70°Celsius negativos, 0 que ocasionaria a morte de todas as cdulas, mantendo a arquitetura do
menisco, sem riscos de reacdo imunolégica enxerto-hospedeiro. Ainda ndo ha consenso na
literatura sobre 0 momento em que ocorreria a morte de todas as células, mas expressiva
maioria dos autores armazena estes meniscos por um periodo minimo de 30 a 50 dias apds a
retirada do doador3'4*8'9'14'15'17*18*20'35.

Ha referéncias na literatura sobre a viabilidade celular em preservacéo por
resfriamento em osos, ligamentos e tenddes™®3’. A revisio hibliogréfica sobre o assunto néo
logrou encontrar relatos sobre a preservacao por congelamento do menisco propriamente dito.

Um esudo da vidbilidade cdular permitiia uma orientacdo mas adequada do
momento ided para a redizacdo do transplante menisca, tanto para aqueles que preconizam a
necessdade de cdulas vidveis para 0os meniscos (congelados a 4°Cesius negativos), como
para os que preconizam amorte celular (congelados a partir de 70°CelSius negativos).

Portanto, props-se nesta pesquisa avdiar os efeitos de trés temperaturas diferentes de

congelamento sobre a celularidade de meniscos de coelhos.



2. OBJETIVOS

Geral:

Estudo da preservacéo de menisco para enxerto homalogo.

Especifico:

Estudo da redacdo entre diferentes temperaturas e periodos de preservacdo sobre a
celularidade de meniscos do coelho.



3. METODOS

Amostra

O experimento foi avdiado e aprovado pdo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federa de S0 Paulo - UNIFESP — EPM, protocolo n° 0787/04.

Foram utilizados 45 codhos’, Oryctolagus cuniculus, da linhagem Nova Zelandia,
albinos, machos, com idade entre seis e oito meses e peso médio de 3250 grameas.

Os codhos permaneceram por um periodo adaptativo pré-operatério de sete dias no
Biotério da Disciplina de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimentd da UNIFESP-EPM,
aojados em gaolas individuais, em condigcbes de temperatura controlada por sSstema de ar
condicionado, ciclo de luz-escuriddo de doze horas e dimentacdo com racdo prépria para a
espécie e com agua avontade.

Apbs aretirada asséptica, os meniscos foram digtribuidos aestoriamente em 3 grupos:

G | = Armazenados a temperatura de 7,2°Celsius negativos (n=60)

G Il = Armazenados atemperatura de 21,4°Celsius negativos (n=60)

G Il = Armazenados a temperatura de 73°Cel s us negativos (n=60)

A cada dois dias, a partir do segundo aé o triggsmo dia, foram encaminhados para o
estudo histol 6gico quatro espécimes de cada grupo de estudo.

A distribuicdo da amostra esta esquematizada na figura 1.

°Granja RG Comércio de Produtos Agropecuérios Ltda ME — S&o Paulo - SP



AMOSTRA
45 animais
(n=180 meniscos)

\

A 4

GRUPO | (-7,2°C)
15 animais
(n=60 meniscos)

GRUPO Il (-21,4°C)
15 animais
(n=60 meniscas)

A 4

GRUPO Il (-73°C)
15 animais

v

v

(n=60 meniscos)

2° dia = 4 meniscos

2° dia — 4 meniscos

v

2° dia — 4 meniscos

L7

4° dia — 4 meniscos

v

6% dia — 4 meniscos

L7

8% dia — 4 meniscos

v

10° dia — 4 meniscos

12° dia — 4 meniscos

v

14° dia — 4 meniscos

v

4° dia = 4 meniscos
v

6° dia — 4 meniscos
v

8% dia = 4 meniscos
v

10° dia — 4 meniscos
v

12° dia — 4 meniscos
v

14° dia — 4 meniscos
v

16° dia — 4 meniscos
v

18° dia — 4 meniscos
v

20° dia — 4 meniscos
v

22° dia — 4 meniscos
v

24° dia — 4 meniscos
v

26° dia — 4 meniscos
v

28° dia — 4 meniscos
v

v

16° dia — 4 meniscos
v

18° dia — 4 meniscos
v

20° dia — 4 meniscos
v

22° dia — 4 meniscos
v

24° dia — 4 meniscos
A 4

26° dia — 4 meniscos
v

28° dia — 4 meniscos
v

30° dia — 4 meniscos

30° dia — 4 meniscos

v

4° dia — 4 meniscos
v

6% dia — 4 meniscos
v

8% dia — 4 meniscos
v

10° dia — 4 meniscos
v

12° dia — 4 meniscos
v

14° dia — 4 meniscos
v

16° dia — 4 meniscos
v

18° dia — 4 meniscos
v

20° dia — 4 meniscos
v

22° dia — 4 meniscos
v

24° dia — 4 meniscos
v

26° dia — 4 meniscos
v

28° dia — 4 meniscos
v

Figura 1 — Esquema de distribui¢do da amostra nos diferentes grupos e tempos de estudo.

30° dia — 4 meniscos




Procedimento Anestésico

Os animais privados de racéo por sais horas antes do ato operatorio foram pesados em
bal anca de precisdo, imediatamente antes da medicacéo pré-anestésica.

Na sda préopeatdria os coehos receberam como medicacdo pré-anestésica
24mg.Kg! de acepromazina a 1% e 4mg.Kg' de doridrato de xilazina = adicionados na
mesma seringa e administrados pela via intramuscular (regido poderior da coxa - ventre dos
muscul os semitendineo e semimembranaceo).

Viabilizourse um Venoso por meio da puncdo da vea auricular marging, para
infusfio de solucdo sdina a 0,9% e das drogas necessarias para a indugdo anestésica
(cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina ~, na proporcdo de 1:1), administrando-se
0,5 mL desta solucéo.

Na sda cirdrgica, os anmais foram mantidos em dectbito dorsd na caha operatéria e
intubados com sonda orotragueal 25 sem ba&. A manutencdo anestésica se fez com
isofluorano a 1,5% em fluxo congtante de 2L por minuto e com uma freqliéncia respiratéria de

* Kk k%

10 movimentos respiratdrios por minuto, ciclados pelo aparelho Takaoka

Procedimento operatério

Cada animd foi tricotomizado na regido anterior, poderior, lateral e media dos

joelhos direito e esquerdo, incluindo toda a coxa e a regido anterior e inferior da parede
abdomind (Figura 2A).

" Acepran?

** Anasedan?

" Ketamin?

" Modelo: KT12 Sansei



Figura 2 - (A) Foto da area tricotomizada em ambos os joelhos, coxas e regido antero-inferior da parede
abdominal do coelho. (B) Area com anti-sepsia.

Figura 3 — Foto da érearestrita para o ato operatorio com panos esterilizados.



A anti-sepsia da &ea tricotomizada foi redizada com polivinilpirrolidona’ (Figura 2B)
e isolada com panos edtenilizados, delimitando uma &ea redrita para 0 ao operatorio
(Figura3).

Iniciorse 0 procedimento por melo de uma incisdo longitudind anterior do joeho
com cerca de seis centimetros de extensdo (Figura 4A). Foi divulsionada a tela subcutanes,
identificando-se 0 ligamento da patdla (Figura 4B), aé a exposicdo da cipsula articular
medid (Figura 4C). Um esforco em vago, fexdo do joeho e luxacdo laterad da patela foram
o suficiente para acessr 0 menisco media (Figura 5A e 5B). A meniscectomia totd foi
redizada com bisuri [&mina nimero 15 e tesoura curva de dez centimetros (Figura 6A e 6B).
Para a retirada do menisco laerd, o ligamento colaterd fibular e/ou tenddo extensor do haux
foram desinseridos da tibia (Figuras 7 e 8). Flexéo do jodho, luxacdo mediad da patela e um
esforco em varo foram necessarios para a retirada do menisco lateral (Figura 9). Os meniscos
media e laterd de cada jodho, retirados (Figura 10) foram medidos com paquimetro digital™

registrando a medida de seu eixo maior (Figura 11).

" Povidini?
" Mitutoyo?



Figura 4— (A) Foto da regido anterior do joelho marcada com seis centimetros de extensio
previamente a incisdo. (B) Foto da incisdo na pele e tela subcutanea (seta 1) e
identificagdo do ligamento da patela (seta 2). (C) Foto da identificacdio da @psula
articular (seta).
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Figura 5 — (A) Manobra em valgo e flex&o do joelho para melhor exposi¢cdo do menisco medial. (B) Foto do
joelho com a patela luxada lateral para exposicdo do menisco media (MM-menisco medial, PLL-
patelaluxadalatera e LP- ligamento da patela).

Figura6— (A) Foto datesourade 10cm e o bisturi 1amina 15. (B) Foto daretiradado menisco medial (seta).



Figura 7 — Foto representativa do ligamento colateral fibular (LCF), tend&o extensor do hdlux (TEH) e
ligamento da patela (LP).

Figura 8 — Foto representativa do momento da desinser¢éo do ligamento colateral fibular na sua porcéo
tibia (LCF).
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Figura 9— Foto da flexdo do joelho associada ao esforco em varo com liberacdo tibial do ligamento
colateral fibular (LCF), retirada do tenddo extensor do hdlux (TEH) e luxagdo medial da patela
(LMP), paraliberagdo do menisco lateral (ML).

Figura 10 — Foto representativa dos meniscos medial e lateral imediatamente apds resseccdo operatoria.
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Figura 11 — Medi¢do do maior eixo do menisco com o uso de paquimetro digital.

Os meniscos foram colocados em pequenos sacos plagticos individuals, esterilizados
em Oxido de etileno, que por sua vez foram acondicionados em potes plagticos de 6 X 9cm,
também esterilizados pelo mesmo método (Figuras 12 e 13).

Figura 12 — Pote e primeiro invélucro plastico para acondicionamento asséptico de um
meni sco.
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Figura 13 — Foto representativa do menisco acondicionado no pote plastico.

Cada conjunto foi imediatamente levado para armazenamento em trés temperaturas
diferentes. 73°Celsus negativos (congelador do Departamento de Patologia da UNIFESP),
214°Cddus negativos (congelador da Disciplina de Técnica Operatdria e Cirurgia
Experimentd da UNIFESP) e 7,2°Cédsius negativos (congelador doméstico da Disciplina de
Técnica Operatdria e Cirurgia Experimenta da UNIFESP) (Figura 14).

O ao operatdrio foi findizado com a reducéo da luxacdo da pada e a sutura da
capsulaarticular, tela subcutanea e pele, com fio de poliamida 4.0.

Com o anima ainda anestesiado, procedeurse a eutanasia com a injecdo intravenosa da

associacdo ” de Embutramida, Mebezbnio e Tetracaina

" Mononylon? - Ethicon
" T-617? - Interval International
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Figura 14 — Meniscos armazenados no congel ador durante o periodo de preservacéo.

Estudo microscopico

Decorrido o intervalo de congelamento determinado para cada grupo, quatro meniscos
foram retirados de seus respectivos congeladores, mergulhados em solugcéo salina de cloreto
de sodio 0,9% em temperatura ambiente, por vinte minutos, aé o totad descongelamento
(Figura 15). Foram retirados assepticamente de seus invOlucros e imersos em  frascos

individuais, com formaina a 10% onde permaneceram por quarenta e oito horas (Figura 16).
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Figura 15 — Menisco retirado do invélucro e submetido a
descongelamento em solugdo salina a temperatura
ambiente.

Figura 16 — Foto dos potes com formalina a 10% previamente a
realizacdo das |[&minas.
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O processamento histolégico incluiu: corte no sentido longitudind do maior eixo do
menisco, emblocamento das pecas em parafina, seccdo com micrétomo rotativo, gustado para
5mu de espessura, preparacéo das laminas e coloracdo pelo método de hematoxilina-eosina
(HE) que foi redizado no Departamento de Patologia — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia e Laboratério de Oncologia Experimenta da Universidade de Séo Paulo — USP.

As laminas foram andisadas pelo sistema computadorizado de andise de imagens, que
consgtiu de uma video-camara Nikon FDX — 35, acoplada a um microscopio Optico Nikon
(Eclipse  800), com objetivas pancromdticas, que trangmitiram as imagens a um
microcomputador Pentium 4, com 502 megabytes de memdria RAM, trabdhando em
ambiente Windows XP Professond e equipado com placa digitdizadora e o software Image-
Pro-Plus (Figura 17).

A leitura e descricBo das 180 laminas foram redizadas por patologista que desconhecia

a origem dos grupos estudados. Para cada lamina foram identificados e contados os diferentes

tipos celulares determinados em quinhentos quadrantes tomados a eatoriamente (Figura 18).

Foram avdiados os seguintes tipos celulares:

a Fibroblastos. cdulas que apresentaram prolongamentos citoplasméticos irregulares,
nUcleos grandes e ovdides, com cromatina fina e nucléolos evidentes (Figura 19).

b- Fibrocondrécitos  (Fibrocitos): cdlulas que se  apresertaram  menores que  0S
fibroblastos, fusiformes, com o nicleo menor e dongado (Figura 20).

C- Condrocitos: cdlulas que se gpresentaram com formato aongado e arredondado na
periferia do tecido, com saiéncias na superficie (Figura 21).

d- Picnoses (morte cdular): céulas que apresentaram  nlcleos  hipercorados,
arredondados, diminuidos de tamanho e com presenca de cariorrexe (distribuictes
irregulares da cromating, que podem se acumular em grumos na membrana nuclear)
(Figura22).



= Video-Camera

Monitor de video

Figura 17 — Sistema computadorizado de andlise de imagens para leitura e contagem celular:
Monitor de video, video-camera, CPU e microscopio.
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Figura 18 — Foto de um quadrante sendo quantificado pelo programa | mage-Pro-Plus.

19



Figura 19 — Foto representativa de um campo microscopico identificando: Fibroblastos (HE 40X).

Figura 20 — Foto representativa de um campo microscépico identificando: Fibrécitos (HE 40X).
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Figura 21— Foto representativa de um campo microscopico identificando: Condrdcitos (HE
40X).
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Figura 22 — Foto representativa de um campo microscopico identificando: Picnoses (HE 40X).
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Estudo Estatistico

O estudo estatigtico foi daborado pea PGS Medicd Statidtics utilizando software
SPSS 10, e de acordo com a natureza das variéveis foram aplicados os seguintes testes™®:

Asvaridveis foram representadas por média e desvio padrdo (dp).

Adotou-se 0 nivd de dgnificacia de 0,05 7 = 5%) em todos os testes edtatisticos
gplicados e nivels descritivos (p) inferiores a esse vaor foram considerados significantes.

No experimento com temperatura de -7,2°Celsius foi aplicada a técnica de Andise de
Vaiancia (ANOVA) com um fator fixo para verificar diferencas entre os tempos de
congdamento (em dias) em relacdo a porcentagem de cdlulas viaveis. As diferencas foram
localizadas pelo teste de comparagtes mulltiplas de Bonferroni.

Nos experimentos com temperatura de -21,4°Celsus e -73°Cdsus foi aplicada a
técnica de Andise de Vaiancia (ANOVA) com dois fatores fixos, com os objetivos de
comparar as duas temperaturas e verificar diferencas entre os tempos de congelamento (em
dias) ambos em relac@o a porcentagem de cdulas viaveis.

Diante da presenca de interacéo entre os fatores temperatura e tempo de congelamento
a andise foi dividida em duas partes e avdiada entre 2 e 16 dias (parte 1) e entre 16 e 30 dias
(parte 2).

Na parte 1 foi aplicada a técnica de Andise de Variancia (ANOVA) com dois fatores
fixos temperatura e tempo de congelamento (em dias). As diferencas entre os tempos foram
localizadas pel o teste de comparagBes mltiplas de Bonferroni.

Na parte 2 foi gplicada andise smilar a gplicada na parte 1, entretanto foi encontrada
interacdo entre os fatores testados. Dessa forma os dados foram analisados da seguinte forma:

?? para cada temperatura foi aplicada a técnica de Andise de Variancia (ANOVA) com
um fator fixo para verificar diferencas entre os tempos de congelamerto (em dias) em
rlacéo a porcentagem de clulas viavels. As diferencas foram localizadas pelo teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni;

?? em cada tempo de congelamento foi gplicado o teste t de Student para comparar as
duas temperaturas aveiadas. Foi aplicada a correcdo de Bonferroni ao nivel de
ggnificancia em funcdo do grande nimero de testes gplicados com 0 mesmo objetivo
(? 7).
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Para as temperaturas de -27,4°Celsius e -73°Cesus foi gplicada a técnica de Andise de
Regressio Polinomia com o guste da mehor curva para a porcentagem de cdulas viaveis em

funcdo do tempo de congelamento, nos tempos a partir de 16 dias.



4.6 Resultados do estudo histolégico
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Figura 23 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no segundo dia de observagdo as
tempera-ras de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrdcitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondracitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 24 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no quarto dia de observagdo as
temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Cdsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrdcitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 25 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no sexto dia

de observacgéo as temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B)

(©).

Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).

e -73°Celsius

Co=condrécitos,

Fb=fibroblastos,




Figura 26 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no oitavo dia de observagdo as
temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Cesius (B) e -73°Cedlsius (C). Co=condrdcitos,

Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 27 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no décimo dia de observacdo as
temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrdcitos,

Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdécitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 28 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no décimo segundo dia de

observacdo as temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Cdsius (C).
Co=condrdcitos, Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrécitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).

W
E
-
e
(¢}

Figura 29 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no décimo quarto dia de observacéo as

temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrocitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondracitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 30 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no décimo sexto dia de observacéo as
temperaturas de -7,2°Cdsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Cdsius (C). Co=condrdcitos,

Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 31 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no décimo oitavo dia de observagéo as
temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Cdsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrdcitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 32 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no vigésimo dia de observagdo as
temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrdcitos,

Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondracitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 33 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no vigésimo segundo dia de
observacdo as temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Cdsius (C).
Co=condrdcitos, Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 34 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no vigésimo quarto dia de observagéo
as temperaturas de -7,2°Cesius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrocitos,

Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrécitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 35 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no vigésimo sexto dia de observagdo
as temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Cdsius (B) e -73°Célsius (C). Co=condrocitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondracitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 36 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no vigésimo oitavo dia de observagéo
as temperaturas de -7,2°Celsius (A), -21,4°Celsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condracitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrocitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).
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Figura 37 - Fotomicrografia representativa da viabilidade celular no trigésimo dia de observacdo as
temperaturas de -7,2°Cdsius (A), -21,4°Cdsius (B) e -73°Celsius (C). Co=condrécitos,
Fb=fibroblastos, Fc=fibrocondrdcitos, Pc=picnose celular (HE - 40X).



4. RESULTADOS

Uma vez que ndo se constatou predominancia de morte celular entre os diferentes
tipos celulares estudados, os resultados da viabilidade celular foram agrupados e apresentados
de forma global. Para cada temperatura de preservacéo so apresentados os dados para cada
periodo de observacdo e comparados dentro do prdprio grupo e entre os grupos distintos.

4.1 - Resultados da preservacéo a -7,2°Celsius.

Tabela 1 — Didribuicéo das médias e da variabilidade da porcentagem (desvio padréo) de
cdlulas viaveis nos diferentes tempos de congdamento atemperaturafixade

-7,2°Celsus.

Tempo de congelamento Cédulasviaveis
(dias) a7,2°Celsus Média (dp)
2 99,83 (0,24)
4 98,50 (0,58)
6 96,60 (0,59)
8 95,25 (1,71)
10 93,95 (1,79)
12 93,93 (0,25)
14 92,38 (1,70)
16 80,38 (4,41)
18 63,18 (5,08)
20 55,40 (2,55)
22 55,33 (0,68)
24 51,00 (1,04)
26 45,33 (2,46)
28 41,65 (1,71)

30 34,85 (4,91)
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Gréfico 1 — Distribuicao das médias e da variabilidade (desvio padréo) da porcentagem
de células viaveis nos diferentes tempos de congelamento a temperatura fixa
de-7,2°Celsius.
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Tempo de congelamento (dias)

2 4 6 8 10 (12 |14 |16 |18 (20 |22 |24 |26 |28 |30
> P P e I I I P | * * P
4 s 1ms |lm 1ms s |1+ x| * PR R x| *
6 s lms 1ms Ims |1+ P x| * * P
3 s lms |ms |+ P x| * * P
10 s lms | * [ * x| * * [ *
12 s | * P x| * * P
14 * [ * x| * [ *
16 P x| * * P
18 m x| * [ *
20 s |ns | * * *
22 s |* *
24 s [* [*
26 s |*
28 ns
30

Quadro 1 — Correlagdo da significancia estatistica da viabilidade celular entre os diferentes dias de preservagao a
temperaturade -7,2° Celsius.

Os dados apresentados natabela 1, gréfico 1 e quadro 1 permitem a seguinte andise:

- 0 grupo com tempo de congelamento 2 dias mostrou média de porcentagem de
céulas semel hante aos grupos 4 dias (p=1,000), 6 dias (p=1,000), 8 dias (p=1,000), 10 dias
(p=0,210), 12 dias (p=0,202) e 14 dias (p=0,150); nas comparagdes com grupos de tempo a
partir de 16 dias, o dia 2 mostrou média de porcentagem de células sgnificantemente
diferente (p<0,001 em todas as comparagies);

- 0 grupo com tempo de congelamento 4 dias mostrou média de porcentagem de
células semel hante aos grupos 6 dias (p=1,000), 8 dias (p=1,000), 10 dias (p=1,000), 12 dias
(p=1,000) e 14 dias (p=0,140); nas comparagdes com grupos de tempo a partir de 16 dias, 0
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dia4 mostrou média de porcentagem de cdulas significantemente diferente (p<0,001 em
todas as comparacoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 6 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante aos grupos 8 dias (p=1,000), 10 dias (p=1,000), 12 dias (p=1,000) e 14
dias (p=1,000); nas comparagdes com grupos de tempo a partir de 16 dias, o dia6 mostrou
média de porcentagem de células significantemente diferente (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 8 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante aos grupos 10 dias (p=1,000), 12 dias (p=1,000) e 14 dias (p=1,000); nas
comparagOes com grupos de tempo a partir de 16 dias, o dia8 mostrou média de porcentagem
de céulas significantemente diferente (p<0,001 em todas as comparacdes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 10 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante aos grupos 12 dias (p=1,000) e 14 dias (p=1,000); nas comparacdes com
grupos de tempo a partir de 16 dias, o dia 10 mostrou média de porcentagem de culas
sgnificantemente diferente (p<0,001 em todas as comparagdes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 12 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante ao grupo 14 dias (p=1,000); nas comparacdes com grupos de tempo a
partir de 16 dias, o dia 12 mostrou média de porcentagem de células sgnificantemente
diferente (p<0,001 em todas as comparagies);

- 0 grupo com tempo de congelamento 14 dias mostrou média de porcentagem de
células sgnificantemente diferente dos grupos a partir de 16 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 16 dias mostrou média de porcentagem de
células sgnificantemente diferente dos grupos a partir de 18 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 18 dias mostrou média de porcentagem de
céulas sgnificantemente diferente dos grupos a partir de 20 dias (p<0,01 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 20 dias mostrou média de porcentagem de
células seme hante aos grupos 22 dias (p=1,000) e 24 dias (p=1,000); nas comparacdes com
grupos de tempo a partir de 26 dias, o dia 20 mostrou média de porcentagem de células
sgnificantemente diferente (p<0,001 em todas as comparagoes);



- 0 grupo com tempo de congelamento 22 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante ao grupo 24 dias (p=1,000); nas comparacdes com grupos de tempo a
partir de 26 dias, o dia 22 mostrou média de porcentagem de células sgnificantemente
diferente (p<0,001 em todas as comparacies);

- 0 grupo com tempo de congelamento 24 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante ao grupo 26 dias (p=0,288); nas comparacdes com grupos de tempo a
partir de 28 dias, o dia 24 mostrou média de porcentagem de células sgnificantemente
diferente (p<0,001 em todas as comparacies);

- 0 grupo com tempo de congelamento 26 dias mostrou média de porcentagem de
células semedhante ao grupo 28 dias (p=1,000) e significantemente diferente da médiado
grupo 30 dias (p<0,001);

- 0 grupo com tempo de congelamento 28 dias mostrou média de porcentagem de
células semelhante ao grupo 30 dias (p=0,146).

4.2 Resultados da preservacdo a -21,4°Celsiusou -73°Celsius.

A tabela 2 e o gréfico 2 representam os resultados da viabilidade celular agrupados
para as temperaturas de preservacado de -21,4°Celsiusou - 73°Celsius.
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Tabela 2 — Digtribuicdo das médias e da variabilidade da porcentagem (desvio padréo) de
cdulas viaveisnos diferentes tempos de congdamento atemperatura fixa de

-21,4°Cdsusou -73°Celsus.

Tempo de congelamento Clulasviavds
(dias) -21,4°Celsus -73°Celsus
meédia (dp) média (dp)
2 97,25 (1,19) 98,00 (0,91)
4 95,20 (0,99) 96,08 (0,65)
6 91,90 (1,09) 92,20 (1,64)
8 91,35 (1,36) 90,25 (0,76)
10 90,00 (2,43) 90,00 (0,82)
12 85,13 (0,57) 84,20 (1,64)
14 84,63 (1,70) 85,15 (1,72)
16 83,55 (1,33) 83,80 (2,21)
18 82,60 (2,57) 75,97 (1,51)
20 79,35 (0,59) 71,75 (1,18)
22 78,60 (0,95) 67,40 (0,88)
24 73,80 (1,05) 56,05 (1,48)
26 70,33 (1,65) 45,50 (1,78)
28 54,50 (2,90) 40,25 (1,15)
30 30,00 (1,83) 37,92 (1,76)
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Gréfico 2 — Distribuicdo das médias e da variabilidade (desvio padréo) da porcentagem de
células viaveis nos diferentes tempos de congelamento atemperatura fixade
-21,4°Celsius ou -73°Celsius.
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Foi aplicada atécnicade andise de variancia (ANOV A) com dois fatores fixos e foi
encontrada interacdo estatisticamente significante entre os dois fatores (p<0,001). Na presenca
de interacd0 ndo temos como avdiar o efeitos dos fatores temperatura e tempo de
congelamento diretamente.

Os grupos de tempo de congelamento foram divididos em 2 conjuntos e andisados em
Separado.

4.2.1 Temperaturas de-21,4°Celsius e-73°Celsius — tempos de congelamento entre 2 e 16
dias

Foi aplicada a técnica de andise de varidgncia (ANOVA) com dois fatores fixos e ndo
fol encontrada interac@o estatisticamente sgnificante entre os dois fatores (p=0,802). N&o foi
encontrado efeito edtatisticamente significante do fator temperatura, indicando igualdade entre
as duas temperaturas e foi encontrado efeito estatisticamente significante do fator tempo de
congelamento.

Paralocalizar as diferencas entre os tempos de congelamento, as temperaturas

diferentes foram agrupadas, devido a auséncia de diferenca entre elas.

Tabela 3 - Didribuicdo das médias e da variabilidade da porcentagem (desvio padréo) de
cédulas viaveis nos diferentes tempos de congdamento a temperaturafixa de
-21,4°Cdsiusou - 73°Cesius, quando consideradas como um grupo Unico, uma
vez que ndo houve diferencas significantes entre ambos 0s grupos.

Tempo de congelamento Cdulasvidveis
(dias) a-21,4°Celsius ou média (dp)
-73°Celsus

2 97,63 (1,06)
4 95,64 (0,91)
6 92,05 (1,30)
8 90,80 (1,18)
10 90,00 (1,68)
12 84,66 (1,24)
14 84,89 (1,61)

16 83,68 (1,69)
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Gréfico 3 - Distribuicao das médias e da variabilidade da porcentagem (desvio padréo) de
células viaveis nos diferentes tempos de congel amento a temperatura fixa de
-21,4°Celsius ou -73°Celsius, quando consideradas como um grupo Unico,
umavez gue ndo houve diferencas significantes entre ambos os grupos.
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Foram agplicados os testes de comparaces miltiplas de Bonferroni paralocdizar as
diferencas entre os tempos de congelamento e os resultados se encontram abaixo:

- 0 grupo com tempo de congelamento 2 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante ao grupo 4 dias (p=0,201); nas comparagdes com grupos de tempo a partir de 6
dias, o dia 2 mostrou média de porcentagem de cdulas significantemente diferente (p<0,001
em todas as comparagdes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 4 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 6 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 6 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante aos grupos 8 dias (p=1,000) e 10 dias (p=0,159); nas comparagtes com grupos
de tempo a partir de 12 dias, o dia 6 mostrou média de porcentagem de céulas
sgnificantemente diferente (p<0,001 em todas as comparagdes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 8 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante ao grupo 10 dias (p=1,000); nas comparagdes com grupos de tempo apartir de
12 dias, o dia 8 mostrou média de porcentagem de células Sgnificantemente diferente
(p<0,001 em todas as comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 10 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 12 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 12 dias mostrou média de porcentagem de céulas
semelhante ao grupo 14 dias (p=1,000) e 16 dias (p=1,000);

- 0 grupo com tempo de congelamento 14 dias mostrou média de porcentagem de células

semelhante ao grupo 16 dias (p=1,000).



Tempo de congelamento (dias)

2 4 6 8 10 |12 (14 | 16
> s 1+ |* |+ | * *
4 x| x| * * * *
6 s s | * |* *
8 s | * *
10 * * *
12 s | ns
14 ns
16

Quadro 2 - Correlag8o da significancia estatistica da viabilidade
celular entre 0 2° e 0 16° dia de preservacdo a
temperatura de -21,4°Celsius ou -73°Celsius.

4.2.2 Temperaturas de-21,4°Celsius e-73°Celsius — tempos de congelamento entre 16 e
30 dias

Foi aplicada atécnica de andlise de varidncia (ANOVA) com dois fatores fixos efoi
encontrada interacdo estatisticamente significante entre os dois fatores (p<0,001). Na presenca
de interacéo ndo temos como avadiar o efeitos dos fatores temperatura e tempo de
congelamento diretamente.

A diferenca entre os tempos de congelamento foi avaliada dentro de cada temperatura

e adiferenca entre as temperaturas foi avaliada em cada tempo de congelamento.

4.2.3 Temperatura de-21,4°Celsius — tempos de congelamento entre 16 e 30 dias

Foi aplicada atécnica de andlise de varidncia (ANOVA) com um fator fixo e foi
encontrado efeito estatisticamente significante do fator tempo de congelamento (p<0,001).
Foram aplicados os testes de comparagdes multiplas de Bonferroni e os resultados se

encontram abaixo:



- 0 grupo com tempo de congelamento 16 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante aos grupos 18 dias (p=1,000) e 20 dias (p=0,075); nas comparacOes com grupos
de tempo a partir de 22 dias, o dia 16 mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente (p<0,01 em todas as comparagdes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 18 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante aos grupos 20 dias (p=0,448) e 22 dias (p=0,110); nas comparagOes com grupos
de tempo a partir de 24 dias, o dia 18 mostrou média de porcentagem de cdulas
significantemente diferente (p<0,001 em todas as comparagles);

- 0 grupo com tempo de congelamento 20 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante ao grupo 22 dias (p=1,000); nas comparagdes com grupos de tempo apartir de
24 dias, o dia 20 mostrou média de porcentagem de cdlulas significantemente diferente
(p<0,001 em todas as comparacoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 22 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 24 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 24 dias mostrou média de porcentagem de células
semelhante ao grupo 26 dias (p=0,297); nas comparagdes com grupos de tempo apartir de
28 dias, 0 dia 24 mostrou média de porcentagem de cdlulas sgnificantemente diferente
(p<0,001 em todas as comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 26 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 28 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 28 dias mostrou média de porcentagem de células
sgnificantemente diferente do grupo 30 dias (p<0,001).



Tempo de congelamento (dias)
16 (18 |20 (22 |24 |26 |28 | 30

16 s s 1+ |+ * * *
18 s s 1+ [ * *
20 s | * * * *
22 * | * *
24 ns |* *
26 * *
28 *
30

Quadro 3 - Correlagéo da significancia estatistica da viabilidade
celular entre 0 16° e 0 30° diade preservagéo a
temperatura de -21,4°Celsius.

4.3 Temperatura de-73°Celsius — tempos de congelamento entre 16 e 30 dias

Foi aplicada a técnica de andise de variancia (ANOVA) com um fator fixo e foi
encontrado efeito estatisticamente significante do tempo de congelamento (p<0,001). Foram
aplicados os testes de comparactes multiplas de Bonferroni e os resultados se encontram
abaixo:

- 0 grupo com tempo de congelamento 16 dias mostrou média de porcentagem de céulas
significantemente diferente dos grupos a partir de 18 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 18 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 20 dias (p<0,01 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 20 dias mostrou média de porcentagem de células
sgnificantemente diferente dos grupos a partir de 22 dias (p<0,01 em todas as
comparagoes);
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- 0 grupo com tempo de congelamento 22 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 24 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 24 dias mostrou média de porcentagem de células
significantemente diferente dos grupos a partir de 26 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 26 dias mostrou média de porcentagem de células
ggnificantemente diferente dos grupos a partir de 28 dias (p<0,001 em todas as
comparagoes);

- 0 grupo com tempo de congelamento 28 dias mostrou média de porcentagem de células
seme hante significantemente ao grupo 30 dias (p=1,000).
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16 |18 [ 20 |22 |24 |26 |28 |30
16 * * * * * * *
18 * * * * * *
20 * * * * *
22 * * m *
2 4 * * *
26 * *
28 ns
30

Quadro 4 - Correlac8o da significancia estatistica da viabilidade
celular entre 0 16° e 0 30° dia de preservacdo a
temperatura de -73°Celsius.

4.4 Temper aturas de-21,4°Celsius e -73°Celsius — tempos de congelamento entre 18 e 30

dias

Foram aplicados testes t de Student, com a correcéo de Bonferroni para o nivel de
sgnificancia, para comparar as temperaturas -21,4°Celsius e - 73°Celsius em cada tempo de
congelamento e os resultados se encontram abaixo:

- foi encontrada diferenca edtatisticamente significante entre as temperaturas em relacéo a
média de porcentagem de células com 18 dias (p=0,004);

- foi encontrada diferenca edtatisticamente significante entre as temperaturas em relacéo a
média de porcentagem de células com 20 dias (p<0,001);

- foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as temperaturas em racéo a
média de porcentagem de células com 22 dias (p<0,001);

- foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as temperaturas em reacéo a
média de porcentagem de células com 24 dias (p<0,001);

- foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as temperaturas em relacdo a
média de porcentagem de células com 26 dias (p<0,001);

- foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as temperaturas em relacéo a
média de porcentagem de células com 28 dias (p=0,001);



- foi encontrada diferenca edtatisticamente significante entre as temperaturas em relacéo a
média de porcentagem de cd8ulas com 30 dias (p=0,001).
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100 A
90 T
80 A
70 A
60 -
50 T
40
30
20 A
10 A

Células viaveis (%)

0 T T T T T T T T T T T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tempo de congelamento (dia)

——-7,2°C —&—-21,4°C ——-73°C

Gré&fico 4 - Distribuicao das médias e da variabilidade (desvio padrao) da porcentagem de
células viaveis nos diferentes tempos de congelamento nas temperaturas fixas

de-7,2°Celsius, -21,4°Celsius e -73°Celsius.

4.5. Analise de Regressio Polinomial:
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4.5.1 Analise de Regressio para tempos apos 16 dias para a Temperatura de-7,2°Celsius

No experimento com temperatura - 7,2°Celsus 0 melhor guste de curvafoi um

polindmio de 2° grau e os resultados estdo apresentados abaixo:
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Vaiave Codficiente ep p vaor
congtante 175,142 22,567 < 0,001
dia -8,055 2,017 < 0,001
dig? 0,115 0,044 0,013

Quadro 5 - Valores encontrados para o gjuste de curvas para as
meédias de celularidade natemperatura de -7,2°Celsius.

O modelo de regressdo acima mostrouse estatisticamente significante (p<0,001) e
com um coeficiente de explicacdo de 89,7% (R?=0,897), mostrando um bom guste.

-7,2°C
100

90 -

80 A

70 A

60 -

50 A

40

30 A

20 % cel viaveis = 0,115xdia® - 8,055xdia + 175,142

10 A R? = 0,897

O T T T T T T T T 1

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Tempo de congelamento (dia)

Células viaveis (%)

Gré&fico 5— Gréfico de dispersdo mostrando a porcentagem de células vidveis em fungéo
do congelamento a—7,2°Celsius.
4.5.2. Analise de Regressio para tempos apo6s 16 dias para as Temperaturas de-

21,4°Celsius e-73°Cdsius

No experimento com temperatura - 21,4°Celsus o melhor guste de curvafoi um
polindmio de 2° grau e os resultados estéo apresentados abaixo:
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Vaiave Codficiente ep p vaor
congtante -66,959 20,664 0,003
dia 15,846 1,847 < 0,001
diz -0,415 0,040 < 0,001

Quadro 6 -Valores encontrados para 0 gjuste de curvas para as
médias de celularidade natemperatura de -21,4°Celsius

O modelo de regressio acima mostrou-se edtatisticamente sgnificante (p<0,001) e
com um coeficiente de explicacédo de 94,7% (R?=0,947), mostrando um étimo guste.

-21,4°C
100 A

90 A
80 -
70 A
60 A
50
40
30 - H
20 1 % cel viaveis = -0,415xdia® + 15,846xdia - 66,959
10 R? = 0,947

0 T T T T T T T T 1

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Tempo de congelamento (dia)

Células viaveis (%)

Gréfico 6 — Gréfico de dispersdo mostrando a porcentagem de células viaveis em funcéo
do congelamento a—21,4°Celsius.

No experimento com temperatura - 73°C o melhor guste de curvafol umareta e os

resultados estéo apresentados abaixo:
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Vaiave Codficiente ep p vaor
congtante 140,580 2,576 <0,001
dia -3,511 0,110 < 0,001

Quadro 7 - Valores encontrados para o ajuste de curvas para as
médias de celularidade natemperatura de -73°Celsius

O modelo de regressdo acima mostrou-se edatisticamente sgnificante (p<0,001) e

com um coeficiente de explicagdo de 97,1% (R2=0,971), mostrando um étimo gjuste.

-73°C
100 A

90
80 A
70 A
60
50 A
40
30 A
20 % cel viaveis = -3,511xdia + 140,580
10 A R?=0,971
0 T T T T T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Tempo de congelamento (dia)

Células viaveis (%)

Gréfico 7 — Grafico de dispersdo mostrando a porcentagem de células viaveis em fungéo
do congelamento a-73°Celsius.
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5. DISCUSSAO

Os meniscos sB0 edruturas fibrocartilaginosas que desempenham capital  importancia
na biomecanica do joelho. Colaboram decisvamente na estabilidade da articulacdo do joelho,
na absorcdo de impactos e na manutencdo e lubrificacdo  da  superficie
a’ticular3'5'9'15’12’17'20’39'40'41'42*43’44'45'46.

Através dos anos, vém s acumulando evidéncias que as lesdes dos meniscos
acaretam dteragbes morfologicas e funcionas que caacterizan as  lesdes de
anoartrosel&25,40,41,42,47,48,49,50,51,52.

As lesdes dos meniscos independentes de sua origem, de seu mecanismo de producdo
e de sua extensdo, sfo preferencidmente tratadas procurando-se restabelecer sua integridade
anatdmica e funcional. A sua retirada parcia ou total, nos casos em que e torna inviave a sua
restauracéo, esta associada a processos degenerativos da articulagdo, que fatalmente resultaréo
em graus variave's de comprometimento articular'®:2>:40:41:42:47.48,49,50,51,52.

Assm, a procura de um subgtituto para este tecido fibrocartilaginoso permanece como
um desafio para a cirurgia ortopédica.

Dentre os substitutos tentados estdo os derivados de outros tecidos fibrocartilaginosos
retirados do proprio individuo. E relatada na literatura pertinente a utilizagio de segmentos de
tecidos obtidos da gordura pré-patdlar, do ligamento da patela, do tenddo do mulsculo
quadriceps da coxa, entre outros. Os resultados, devido a variedade de situagbes empregadas,
ndo sdo uniformes e por vezes sfo conflitantes. A necessidade de intervengdes associadas para
obtencdo do tecido doador e a dificuldade em obter-se tecido suficiente e resstente para uma
subgtituicdo adequada sdo fatores limitantes para 0 uso corrente destes  subgtitutos
autol 090853,54,55_

Uma opcéo oferecida pela tecnologia seria a utilizacdo de materiais Sintéticos para a
substituicio do menisco lesado®®. Dentre os materiais sintéticos as préteses de dracon e de
teflon S8 as mais comumente citadas na literatura®’. Também se tem testado a utilizagio de
moldes de coldgeno resbsorvive em coehos® e seres humanos®. Os resultados a médio e
longo prazo ndo se modram favoravels e o fendmeno de odtecartrose acompanha com

freqUiéncia estas subgtitui gies protéticas.
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A subdtituicdo por tecido homdlogo, no caso a fibrocartilagem de menisco obtido de
doador morto (‘no beating donor’) ou de doador mudiltiplo ndo-morto (‘beating donor’),
goresenta como vantagem a posshilidade de utilizar um tecido semdhante em sua morfologia
a0 tecido que esta sendo subdtituido. As desvantagens estdo na possibilidade do enxerto ser
vetor de doencas infecto-contagiosas € noS eventuals processos de  imuno-reeicdo
t&)idUd3’8’57’58.

A importancia clinica da resposta imune a0 enxerto homologo néo esta esclarecido,
mas no gerd, nd ha evidéncias de rejeicd™®. A experiéndia dinica mostra que a rejeicio é
redlmente um fato extremamente raro, ocorrendo somente um relato na literatura®™. A baixa
taxa de rgjeican, estudada em animais de experimentacgo®® 616253 & gribuida & matriz densa na
gua estéo envolvides as cdulas do menisco, ndo permitindo 0 acesso de cdulas imuno-
regtivas>.

A criopresrvacdo e a lidfilizacdo foram processos idedlizados na tentativa de
contornar 0s 6bices da transmissdo de doencas.

Criopreservacd0 € um processo de congelamento controlado com extragdo da agua
cdular pelo dimetilsulféxido e glicerol. E um processo trabalhoso e de custo muito elevado, e
ndo ha evidéncias de superioridade em relacdo a outros métodos de preservacdo. A vantagem
tedrica da criopreservacéo é a manutencdo da integridade e viabilidade da membrana cdular,
estimando que permanegam entre 30 a40% de cé ulas vidveis® 1524304559,

A liofilizacdo ou congdamento a seco implica em um processo padronizeado no qua o
congelamento ocorre em uma camara de vacuo com retirada de aé 95% do contetido de agua
do tecido®. Embora permita a estocagem por um periodo de trés a cinco anos e a rehidratacio
possa ser conseguida em trinta minutos antes do uso, ocorrem dteracBes de cor, aparéncia,
assim como de estrutura, propriedade e integridade do coldgeno, resultando num
enfragquecimento do enxerto. Ha referéncia de que ocorre um encurtamento de até 2/3 na
extensi®o do menisco apds o transplante®. A estas dteracBes acrescente-se o fato que ocorre a
completa inviabilidede ceular no enxerto®>%2%%4 Embora consiga obter uma mairiz
fibrocartilaginosa praticamente isenta de microrganismos patogénicos, O processo  de
liofilizacdo acaba por dterar a condiituicdo fisco-quimica do futuro enxerto, que ressecado e
retraido n&o cumpre satisfatoriamente as fungdes de um substituto adequado®.

O ided seria utilizar um tecido que mantivesse suas caracteridticas fisco-quimicas e

fosse isento de agentes patogénicos.
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Concomitantemente, seria necessaio que este materid pudesse ser preparado e
estocado por um tempo razoavel até o momento de sua aplicacdo. Um banco de tecidos
poderia ser organizado para tratar da retirada, preparacdo, estocagem e distribuicdo dos
enxertos.

Atudmente j4 estfo disponivels bancos que digponibilizan com sucesso enxertos
homol6gos de ligamento de patela (osso-tend@o-0ss0), tenddo de calcaneo, fascia lata e que
s80 comumente usados para a reconstrucéo de tenddes e ligamentos, em especid o ligamento
cruzado anterior do joelho®3°45:64,

O banco de meniscos também j4 é uma redidade?®. No entanto, ainda ndo ha na
literatura biomédica um embasamento suficiente para e etabdecer qua o méodo de
preservacdo mais adequado para um enxerto homdlogo de menisco. Os trabahos que tratam

dos transplantes de meniscos fazem referéncias pouco aprofundadas aos processos de
=~5,12,25,44,49,58

preservacao

Um método referido como método de preservacdo a fresco diz respeito a meniscos que
apés a retirada do doador permanecem de dois a cinco dias em temperatura de quatro graus
Ceddus podtivos, 0 que corresponde a temperatura habitua de um  refrigerador
doméstico™ 16285 O fator limitante é o curto perfodo de disponibilidade para 0 uso deste
enxerto. Este méodo, utilizado historicamente para preservacéo de tecidos conectivos de
tendBes e ligamentos, atud mente estd em desuso para preservacao de menisco.

Baseados em modelos de preservacdo de outros tecidos Osteo-musculares ou Gsteo-
cartilaginosos sfo referidos que 0s meniscos podem ser preservados em temperaturas ditas de
congdamento sem informagBes consistentes das caracteristicas morfolégicas dos enxertos
apos este procedimento e manuten(;éOS'12’14’15’17’20'44'58'65.

O congdamento profundo implica em armazenamento e congelamento do tecido em
temperaturas negatives a partir de 70° Cdsius. E um método Smples e o mais amplamente
utilizado para preservacdo de meniscos. As vantagens incluem um processo menos custoso €,
apesar da conjectura tedrica a respeito da extensa ou quase total morte celular, tem mostrado
resultados clinicos muito bons. As desvantagens ficariam por conta do fato, pelo menos aé
recentemente, da presenca de inviabilidade ceular associada. Ha autores que afirmam que
todas as cdulas sho destruidas dentro do tecido, mas que ndo sdo notados efeitos clinicos
deletérios causados pela relativa acdularidade de tecido meniscd. O tempo médio de

estocagem é referido como sendo entre quatro e oito semanas™ 4202266,



Uma Stuacdo controversa € sobre a viabilidade das cdulas do menisco gpds um
processo de congelamento e um periodo de estocagem. Dependendo do tipo de preservacéo
utilizado, h& referéncias variadas sobre o tempo que 0 menisco pode ser conservado e o

nimero de cdulas viaveis®1820:36.50,58

quando do momento da enxertia. N& ha trabaho
Sistematizado sobre a relacdo entre otipo de preservacdo e a quantidade de células viaveis no
decorrer do periodo de estocagem. Também ndo ha referéncia explicita sobre 0 que é mais
adequado para o trangplante. um ndmero maior de cdulas viaveis ou um menor nimero de
cdulasviaves

Outro aspecto referido nos trabahos diz respeito a repopularizacdo do menisco
trangplantado. Uma vez que as cdulas do doador sdo poucas ou ausentes, a integridade do
enxerto dependeria dainfiltracdo celular damatriz por células do hospedeiro.

Ha referéncias que de um a seis meses ocorre a repopularizacdo do menisco por
cdulas do hospedeiro?®3067:%8  Apds um ano, 95% do DNA identificavel é aribuido a0
receptor’®. Ser4 que neste perfodo seria mais adequado um enxerto com poucas céulas do
doador para facilitar a repopularizacdo ou um enxerto com um ndmero minimo de céulas
viaveis do doador que manteriam as qualidades do enxerto enquanto ocorre a substituicéo
pelas células do receptor?

Na tentativa de responder estas questdes é necessario, antes de qualquer coisa, uma
Sstematizacdo do processo de congelamento e 0 estudo do nimero de cdulas vidveis.

Levando em consideracdo os trabalhos da literatura biomédica, percebeuse néo haver
um consenso e embasamento condstente para a escolha do tipo de preservacéo,
principdmente na relacdo entre a temperatura e a viabilidade cdular. Propds-se entdo a
pesquisar em um modelo anima de experimentacdo a relacdo de trés temperaturas com a
sobrevivéncia de cdulas do menisco.

A escolha das temperaturas foi redizada de acordo com as referéncias de temperaturas
mais fregilentemente citadas na literatura®>81%204567 de modo que a andise futura dos dados
permitisse uma comparacao confiavel.

Escolheurse a temperatura de 7,2°Celsius negativos (Grupo 1) para contemplar uma
temperatura ligeiramente mais baixa do que aguela utilizada para a chamada preservacéo a
fresco. A judificativa tedrica seria conseguir um maor nimero de cdulas viavels, 0 que

facilitaria a logistica desde a retirada do doador até o implante no receptor. O valor exato de
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7,2°Celsus negativos deveurse a cdibragem conseguida e passivd de ser padronizada e
estével no congelador doméstico disponivel no laboratorio.

A escolha da temperatura de 21,4°Celsus negativos (Grupo |1) baseourse na
disponibilidade de um congeador comercia, usado comumente para conservacéo de carne
animad paa consumo. O vaor exato da temperaura também se deveu a cdibragem
conseguida e passivel de ser padronizada e estavel.

A temperatura de 73°Celsius negativos (Grupo 1lI) foi o vaor que é referido na
literatura como limite minimo de um congdamento profundo. O vaor exao da temperatura
também se deveu a cdibragem conseguida e passivel de ser padronizada e estavel.

No tocante a escolha do animd seguiu-se também a tendéncia da literatura na qua o
coelho é tido como um moddo adequado e mais amplamente utilizado®20:69.70.71.72.73.74.75
Outros animais como 0 c30 e 0 porco tém sido pouco utilizados™ . Alguns trabalhos também
referem o uso de cabras e ovelhas®12:¢,

A digribuicdo dos animais nos diferentes grupos de estudo foi feita de modo aesatdrio,
por sorteio, N0 momento da retirada do menisco.

Os procedimentos anestésicos foram agueles ja padronizados no laboratério
experimentad do Programa de Pos-Graduaggo em Cirurga e Experimentacgo’®’®’® e, assim
como todos os demais procedimentos experimentais, foram avdiados e aprovados pela
Comissio de Etica em Pesquisa da UNIFESP-EPM.

Para um acompanhamento mais fidedigno das eventuais ateragbes morfoldgicas foi
escolhido um periodo de dois dias para cada observacdo. Partiu-se do pressuposto que neste
periodo seria possivel tracar uma curva de eventos com significncia edtatisica O nimero de
guatro espécimes para cada dia de observacdo também foi estabelecido de acordo com os
paréametros que permitissem a andise estatistica.

A avdiacdo higtologica baseou-se em uma contagem extensva e minuciosa de todos
0s eementos ceulares presentes em quinhentos campos, selecionados deatoriamente em cada
lamina estudada. As cdlulas viavels presentes (condrocitos, fibrocondrocitos e fibroblastos) e
aquelas que exibiram snas de necrose cdular, traduzida pelo fenbmeno da picnose, foram
identificadas, marcadas e contadas. Levou-se em meédia trés horas para leitura de cada lamina

As figuras de 23 a 37 mostram caracteristicamente os achados em cada periodo em cada

grupo.
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A matriz fibrocartilaginosa inorganica do menisco é em grande parte responsavel pea
manutencdo de sua aquitetura, porém sSua manutencdo e estabilidade dependem da
vishilidade dos condrécitos e fibrocondrécitos que renovam constantemente esta matriz28L.
Os resultados desta pesquisa mostraram que macroscopicamente 0S meniscos conservados aé
trinta dias, em quaquer das trés temperaturas estudadas, ndo sofreram ateragdes importantes.
A extensdo dos meniscos manteve-se e a sua consisgténcia permaneceu estavel, ndo mostrando
snais de ressecamento ou perda de arquitetura como a que se refere a literatura nos casos de
liofilizaco.

A tentaiva de quantificar edas caracteristicas macroscopicas, ja verificadas
anteriormente no projeto piloto, ndo mosrou senghilidade suficiente para diferenciar 0s
grupos entre 5. A medida da extensdo dos meniscos ou a comparacdo dos pesos Ndo mostrou
nenhuma diferenca dgnificativa Em rdacdo a sensacdo de textura (maciez ou rigidez) do
tecido, também ndo houve maneira sensivd de quantificar. Em continuidede a esta linha de
pexquisa tavez sga possivel estabelecer um modelo para submeter estes meniscos a uma
méguina de testes de tensdo de ruptura e assm verificar a sua capacidade de deformagéo.

Nos animais do Grupo | a andise dos resultados mostra que até o décimo sexto dia de
preservacdo a média de céulas vidvels variou de 99,83% a 80,38% e que a partir do décimo
oitavo aé o trigeamo dia a queda foi mais acentuada. Mesmo assm, no fina do periodo
obteve-se uma média de 34,85% de células viaveis (Tabela 1 e Gréfico 1). O quadro 1 mostra
gque no periodo do segundo a0 décimo quarto dia, praticamente a média de cdlulas viaveis
manteve-se edavel sem diferencas significativas entre os dias de observacdo. Isto dgnifica
que agueles autores que preconizam O transplante de menisco a fresco poderdo estar
oferecendo, se 0 modelo for gplicavel aos seres humanos, uma grande quantidade de células
com potencia antigénico para 0 receptor. A rgeicdo ndo parece s um problema, uma vez
gue a pobreza de vasos sanguineos e a densdade da matriz sfo fatores desfavoravels aos
processos de imuno-rejeicdo®. Também pode implicar que agueles autores™%%2 que tém
preferéncia por transplantar um menor nimero de cdulas vidveis podem ou devem aguardar
um periodo maislongo para o procedimento, quando utilizam a preservacéo a fresco.

A mariz extracdular composta principdmente de colageno e proteoglicanos €
mantida e renovada a partir das cdulas interdicias Quanto maor o nimero de cdulas
viadveis, maor a posshilidade de manter um menisco proximo de sua morfologia e

funciondidade norma. Consderando que de um a quatro meses ocorre a repopularizacdo do
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menisco por céulas do hospedeirg??:30:67:68

e que apos um ano 95% do DNA identificave é
atribuido a0 receptor®*, a viabilidade das células do doador poderd ser importante fator na
manutencdo da integridade do menisco até a subgtituicdo destas pelas do hospedeiro.

A andise dos resultados nos animais dos Grupos |l e Ill mostra comportamento
semehante até o 16° dia, no tocante a média de células viavels, quer no congeamento a
21,4°Celsus negativos, quer no congeamento profundo a 73°Celsus negativos (Tabela 2 e
Gréfico 2).

O gréfico 2 mostra que as curvas com as médias e respectivos desvios-padres so
superponiveis e que podem s andisadas como um grupo Unico. A implicacdo deste
resultado dignifica que os autores que preconizam a preservacdo por congelamento poder&o
prescindir, basecados neste modeo experimental, do congdlamento profundo (-73°Celsius)
uma vez que temperaturas menores de congelamento (-21,4°Celsus), levam a resultados
semelhantes,

A tabela 3 e o grafico 3 mostram que do segundo a0 décimo sexto dia a média de
cédulas viaveis tém uma queda semelhante a0 Grupo | variando de 97,63% a 83,68%. Isto
implica que o trangplante de menisco em qualquer das trés temperaturas etudadas aé o
décimo sexto dia carrega uma populacdo consideravel de células do doador.

A patir do décimo oitavo dia aé o trigesmo a queda na média de células viavels foi
sgnificantemente maior nos animais submetidos a congdamento profundo. As médias do
grupo Il sobrepuseram-se as medias do grupo |, no entanto foram sgnificativamente menores
gue as médias do grupo Ill. Portanto o congelamento profundo permite uma média de cdulas
viaveis menores que as temperaturas mais dtas de congelamento. Apesar deste nlmero menor
de cdulas viaves, das anda se mantém em torno de trinta por cento ao final do periodo de
trinta dias de preservacéo.

As curvas de regressdo polinomia elaboradas a partir dos dados coletados mostram
edta relacéo de maneira mais explicita (Quadros 5, 6 e 7 e Gréficos 5, 6 e 7). A queda da
cdularidade nas trés temperaturas até o décimo sexto dia € semehante. A variacdo a partir do
décimo oitavo dia apresenta diferencas discretas, mas relevantes. A queda da viabilidade no
grupo | é proxima a uma queda linear, porém sgnificativamente mais intensa que s Grupos
[l e lll. Nos animais do Grupo IlIl a queda é linear, sgnificando uma perda congante e
eqiitativa de viabilidade a cada dia. Nos animais do Grupo |l esta queda € uma curva de um

polinbmio de segundo grau, onde a queda da viabilidade € congtante, mas em quantidades
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menores a cada dia, tendo uma queda acentuada apenas nos dois Ultimos dias de observacéo,
quando se superpde no fina aos nivei's observados nos outros dois grupos.

Egtes achados sobre a viabilidade cdular, estudada de modo sstematizado, ndo tem
correspondéncia em nenhum outro trabalho da literatura pesquisada. De modo gerd este
trabaho permite concluir que, independente do méodo de congdamento utilizado, aé o
décimo sexto dia a queda de celularidade € semelhante, sendo que persistem cerca de oitenta
por cento de cdulas viavels. A patir do décimo oitavo aé o triggsmo dia a cdularidade
diminui de modo diferente conforme o tipo de congelamento usado, mas todos terminam com
cercade trinta por cento de cdlulas viaves.

Além da quantificagdo pela contagem das cdulas (condrécitos, fibrocondrécitos e
fibroblastos e picnose) foi possivd o0 acompanhamento quditativo das dteragbes
morfolégicas que ocorreram no menisco preservado. As figuras de 23 a 30 mostram que no
periodo de dois a dezessais dias ndo houve dteragbes importantes identificaveis na digposicéo
das cdlulas e no aranjo edtrutural destas, e o indice de picnose é baixo. A partir do décimo
oitavo dia (Figuras de 31 a 37) as dteragdes passaram a se tornar evidentes com aumento do
nimero de picnoses e um desarranjo estruturd na digposicdo das cdlulas e na sua prépria
composicdo. Foi possivel identificar uma tortuosidade na disposicdo dos fibrocondrécitos e
fibroblastos, um afastamento entre as cdulas, que foi preenchido por liquido intersticid ou
edema, e um ligaro aumento do volume cdular que perdeu seu aspecto fudforme. Em
resumo aumentaram os snais de necrose ceular por liquefacdo, deixando apenas o tecido
amorfo correspondente & matriz inorganicat?.

Este estudo limitorse uma a avdiacdo para caracterizar as cdulas remanescentes no
menisco preservado utilizando a coloracéo pela hematoxilina e eosna Ede mesmo materid
podera vaer-se de outros méodos, como pricro-sirius red ou microscopia de polarizacdo para
identificaco do colageno®. Méodos imuno-hisoguimicos®® poderfo ser utilizados para
identificacéo e quantificacéo de eementos condtituintes da matriz inorganica

A pesquisa podera prosseguir na investigacdo das quaidades macroscopicas e fisico-
quimicas dos meniscos preservados, para averiguar a sua ressténcia a tracdo, deformacéo e
ruptura. A variagdo na composicao da matriz, conforme o periodo de preservacdo, pela
medida de &cido condroitin-sulfirico ou de outros elementos condituintes é uma dternativa
viavel para avdiar a adequacdo do enxerto frente aos métodos de congelamento. A avdiacdo

do indice de apoptose também € uma dternativa para avadiar 0 comportamento das céulas
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remanescentes e que serdo transplantadas ao doador. A capacidade antigénica das cdulas
remanescentes podera ser testada em modelo “in vitro” ou em modelo anima. A perspectiva
mais atraente serd 0 estudo destes meniscos preservados a serem transplantados de modo
homdlogo e verificar a repopularizaco do enxerto. A continuidade da linha de pesquisa abre
perspectivas para 0 estudo sistematico dos enxertos preservados ndo SO de meniscos, mas

também de outros tecidos conectivos.
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6. CONCLUSOES

1 A cdularidade de meniscos de coehos preservados a@é o décimo sexto dia,
independente da temperatura de congelamento (-7,2°Celsius, -21,4°Celsius, -73°Celsius),
tem uma queda congante e semehante, persstindo cerca de oitenta por cento de cdlulas

viaves.

2. A cdularidade de meniscos de coelhos preservados do décimo oitavo ao trigésimo dig,
tem uma queda condante, porém com pefis diferentes conforme a temperaura

considerada (-7,2°Celgus, -21,4°Celsius, - 73°Celsius).

3. Independente da temperatura considerada (-7,2°Celsus, -21,4°Celdus, -73°Celsus), ao

find detrinta dias de preservacéo, persstem cerca de trinta por cento de cdulas viaves.
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6. CONCLUSOES

4, A cdularidade de meniscos de coehos preservados a@é o décimo sexto dia,
independente da temperatura de congelamento (-7,2°Celsius, -21,4°Celsius, -73°Celsius),
tem uma queda congtante e semehante, persistindo cerca de oitenta por cento de cdlulas

viaves.

5. A cdularidade de meniscos de coelhos preservados do décimo oitavo ao trigésimo dia,
tem uma queda condante, porém com pefis diferentes conforme a temperaura

considerada (-7,2°Celgus, -21,4°Celsius, - 73°Celsius).

6. Independente da temperatura considerada (-7,2°Celsus, -21,4°Celdus, -73°Celsus), ao

find de trintadias de preservacéo, perdstem cerca de trinta por cento de cdlulas viaves.
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92 -214 16 4 85,2 148
93 -214 18 1 81 19
A -214 18 2 8338 16,2
95 -214 18 3 80 20
9% -214 18 4 85,6 144
97 -214 20 1 79 21
98 -214 20 2 80,2 198
9 -214 20 3 793 20,7
100 -214 20 4 789 211
101 -214 22 1 78 22
102 -214 22 2 79,2 208
103 -214 22 3 77,6 224
104 -214 22 4 79,6 204
105 -214 24 1 728 26,2
106 -214 24 2 748 252
107 -214 24 3 73 27
108 -214 24 4 74,6 254
109 -214 26 1 712 288
110 -214 26 2 69,2 30,8
11 -214 26 3 68,7 313
112 -214 26 4 72,2 278
113 -214 28 1 518 482
114 -214 28 2 52,2 478
115 -214 28 3 56,8 432
116 -214 28 4 57,2 428
117 -214 30 1 31 69
118 -214 30 2 29 71
119 -214 30 3 32 68
120 -214 30 4 28 72

Dados na temperatura -73°C:

Célulasviaveis

NUimero  Temperatura Dia Menisco (%) Picnose (%)
11 -73 2 1 975 25
122 -73 2 2 98,5 15
123 -73 2 3 9 1
124 -73 2 4 97 3
125 -73 4 1 95,5 45
126 -73 4 2 % 4
127 -73 4 3 95,8 4,2
128 -73 4 4 97 3
129 -73 6 1 A2 58
130 -73 6 2 90,2 98
131 -73 6 3 92 8
132 -73 6 4 924 7,6
133 -73 8 1 91,2 88
134 -73 8 2 89,8 102
135 -73 8 3 90,5 95
136 -73 8 4 89,5 105
137 -73 10 1 89 11
138 -73 10 2 91 9
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