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RESUMO 
 
 

 
Introdução. As células-tronco mesenquimais (CTM) são células encontradas na 

medula óssea. Tais células têm ocupado posição de destaque na pesquisa clínica, 

podendo ser utilizadas em transplante celular, pois possuem o potencial de 

regeneração tissular. Procedimentos de criopreservação podem armazenar tais 

células por um período indeterminado de tempo, para sua posterior utilização. 

Objetivo. Comparar a viabilidade das células-tronco mesenquimais derivadas da 

medula óssea de ratos Wistar, pré e pós-criopreservação, por meio dos métodos 

Azul de Trypan e Citometria de fluxo. Métodos. As CTM foram isoladas de acordo 

com um método descrito por Böyum, cultivadas e, após duas semanas, os 

parâmetros foram determinados. As CTM foram então criopreservadas em nitrogênio 

líquido durante um mês, descongeladas e os parâmetros foram determinados 

novamente. Resultados. Os resultados de viabilidade pelo método do Azul de 

Trypan foram, em média, de 94,76% antes e 90,58% após a criopreservação; o 

método Citometria de fluxo forneceu valores de 85,52% antes e 66,25% após a 

criopreservação. O marcador 7-AAD forneceu valores em média de 16,79% antes e 

20,64% após a criopreservação. O marcador Anexina forneceu valores em média de 

15,02% antes e 31,21% após a criopreservação, sendo observada significância 

estatística. Foram encontradas diferenças de significância estatística entre os 

métodos analisados, tanto na etapa pré como na etapa pós-criopreservação. 

Conclusão. O processo de criopreservação induz danos à estrutura celular. Desta 

forma, são necessários métodos fidedignos para a determinação da viabilidade 

celular. O método da Citometria de fluxo é mais sensível que o método Azul de 

Trypan para análise de viabilidade das células-tronco mesenquimais. 

 

Descritores: Células-tronco mesenquimais, viabilidade, criopreservação, Azul de 

Trypan, Citometria de fluxo. 
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SUMMARY 

 
 
Introduction. Mesenchymal stem cells (MSC) are provided by a variety of sources in 

the organism, including the bone marrow. These cells have a relevant position in the 

clinical research. They can be used in the transplantation proceedings, because they 

have tissue regeneration capability. The cryopreservation process can store these 

cells by an indeterminated period of time, and these cells can be used whenever 

necessary. Objective. The aim of this study was compare the MSC viability before 

and after the cryopreservation process, by two different methods: the Trypan Blue 

exclusion and the Flow Citometry assay. Methods. The cells were isolated by a 

method described by Böyum, cultivated and, after two weeks, the parameters were 

determined. The cells were then cryopreserved in liquid nitrogen vapor phase during 

one month, thawed and the parameters were determined again. Results. The 

viability determined by the Trypan Blue exclusion test was 94,76% before and 

90,58% after the cryopreservation process, and the viability determined by the Flow 

Citometry assay was 85,52% before e 66,25% after the cryopreservation. The 7-AAD 

marker showed values by means of 16,79% before and 20,64% after the 

cryopreservation process. The Anexin marker showed values by means of 15,02% 

before and 31,21% after the cryopreservation process. It was found significant 

differences between the methods analised. Conclusion. The cryopreservation 
process provoked injuries to the cell structure. Thus, it´s necessary a method that 

could be trustworthy to the viability assay. The Flow Citometry assay is more 

sensitive than the Trypan Blue exclusion method to the mesenchymal stem cells. 

 

Key words: Mesenchymal stem cell, cryopreservation, viability, Tripan Blue exclusion 

test, Flow Citometry. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 
 As limitações relativas ao transplante de órgãos direcionam os pesquisadores 

para caminhos alternativos de tratamento. Uma das opções é a engenharia tecidual, 

a qual tem-se tornado um dos mais promissores campos de investigação. Esta 

alternativa terapêutica tem como objetivo principal tratar a conseqüência das 

doenças, cujos tecidos não apresentam capacidade de regeneração própria 

(Armandola, 2003). 

Pesquisadores como Yeh et al., 2003, investigaram várias populações 

celulares, como as células-tronco embrionárias, células do cordão umbilical e 

células-tronco mesenquimais, sugerindo que podem ser consideradas como uma 

fonte para a terapia celular de substituição. 

 Embora existam inúmeras questões éticas referentes às células-tronco 

embrionárias, elas são consideradas pluripotentes, podendo se diferenciar em tipos 

celulares específicos, dentre eles os cardiomiócitos (Lee et al., 2004). 

 O recente avanço na área da pesquisa de células da medula óssea 
sugere que tais células possuem potencial para regenerar tecidos em órgãos nos 
quais não ocorre regeneração parenquimal. O estudo destas células teve início na 
década de setenta (Jackson et al., 2001; Prockop et al., 2003). 
 Encontradas na medula óssea, as células-tronco mesenquimais 
de adulto colonizam diferentes tecidos, replicam-se, possibilitam transplante 
autólogo e possuem a capacidade de se diferenciar em células especializadas, 
como cardiomiócitos, células endoteliais, condrócitos, osteócitos, tecido adiposo e 
células musculares esqueléticas. A grande vantagem do transplante autólogo destas 
células é a eliminação da necessidade da imunossupressão (Lee et al., 2004). 

Com o objetivo de armazenar células por um período indeterminado, estão 

sendo desenvolvidos protocolos de congelamento e descongelamento de células e 

tecidos biológicos para sua posterior utilização (Gao et al., 1998). 

O interesse pela preservação de tecidos biológicos é descrito desde a década de cinqüenta, 
bem como a formação de gelo intracelular e extracelular, o qual causava danos à estrutura 
da célula (Karow e Webb, 1965).  

O procedimento de criopreservação de células, apesar de induzir danos à estrutura celular, 
é altamente recomendado, para posterior utilização de amostras biológicas. Em baixas 
temperaturas, a membrana plasmática é a primeira estrutura a sofrer lesão. Em resposta a 
este estímulo, a célula pode entrar em um processo conhecido como apoptose, conduzindo 
à morte celular. Frente a um estímulo, a membrana plasmática perde sua assimetria, 
expondo um fosfolipídio componente de sua estrutura bimolecular, chamado 
fosfatidilserina (Wolfe e Bryant, 1999) 
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A criopreservação é o método de escolha para preservação de tecidos a 

longo prazo. Nas técnicas de criopreservação, o tecido a ser preservado é 

primeiramente tratado com agentes crioprotetores, a fim de proteger as células de 

danos causados pela desidratação ou formação de gelo intracelular durante o 

resfriamento. Nas técnicas de congelamento, as células trocam agentes 

crioprotetores e água com o meio extracelular pela membrana plasmática. Os danos 

decorrentes do congelamento ocorrem devido à desidratação intensa. A formação 

de gelo intracelular e a sua morfologia dependem da taxa de decréscimo de 

temperatura e da concentração de aditivos químicos; isso é altamente indesejável 

durante o congelamento, uma vez que é letal para as células. O agente crioprotetor 

mais comumente utilizado é o Dimetil Sulfóxido (DMSO) (Ishiguro e Koile, 1998; Cui 

et al., 2002).  

Os agentes químicos crioprotetores têm em comum a habilidade específica de 

proteger as células dos danos do congelamento; eles provavelmente agem por meio 

do fortalecimento das pontes de hidrogênio das estruturas que contenham água 

(Karow e Webb, 1965). 

 A intensa preocupação em criopreservar células durante longos períodos, 

preservando sua integridade, impulsiona pesquisadores a desenvolverem pesquisas 

experimentais na área da engenharia tecidual. Desejam-se, desta forma, células 

armazenadas durante longos períodos, até mesmo períodos indeterminados de 

tempo (Dumont et al., 2004). 

 Existem atualmente vários testes para a determinação da integridade celular. 

Um deles é o método do Azul de Trypan, o qual é um corante que tem a capacidade 

de penetrar no interior da célula, cuja membrana celular esteja rompida. Tal teste é 

largamente empregado devido a sua praticidade, porém possui o inconveniente de 

produzir artefatos na penetração do corante, comprometendo sua determinação 

(Mascotti et al., 2000).  

Há protocolos alternativos ao Azul de Trypan, como aqueles baseados na 

Citometria de Fluxo, os quais utilizam uma combinação de marcadores, como a 

Anexina, uma proteína que possui afinidade pelos fosfolipídios expostos pela 

membrana celular, e o corante 7-AAD, o qual penetra no interior da célula, 



 

 

3

fornecendo informações sobre a formação de poros na membrana celular (Höppner 

et al., 2002). 

Bacsó et al., 2000, afirmam que no momento em que a integridade celular foi rompida, em 
um processo de morte celular, por exemplo, a viabilidade de tais células estaria, por 
conseqüência, comprometida. 

Por meio das técnicas supracitadas, é possível avaliar o estado de integridade de células 
armazenadas em baixas temperaturas. Esses métodos precisam ser o mais confiável 
possível, a fim de refletirem o estado de integridade da membrana, uma vez que o sucesso 
de um transplante celular depende dessa integridade, a fim de que as células possam 
colonizar a área afetada por uma patologia, interagindo com as demais células do 
hospedeiro e recuperando o tecido lesado. 

Os objetivos deste trabalho são comparar a viabilidade das células-tronco mesenquimais da 
medula óssea de ratos Wistar pré e pós-criopreservação, pelos métodos Azul de Trypan e 
Citometria de fluxo, bem como a comparação dos métodos utilizados para a determinação 
da viabilidade. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA   
 

 Diante das patologias descritas pela comunidade científica buscam-se, de 

uma maneira incessante, novas alternativas de tratamento. Dentre essas 

alternativas, o transplante de órgãos possui grande importância terapêutica. Porém, 

há algumas questões a serem consideradas relativas a esse procedimento, como a 

falta de doadores de órgãos e a imunorrejeição induzida por um enxerto. Novas 

opções terapêuticas estão sendo estudadas com resultados interessantes. 

Os estudos de transplantes de células foram inicialmente conduzidos por 

Scorsin et al., 1996, os quais investigaram a utilização dos cardiomiócitos fetais para 

a reparação de áreas lesadas por um infarto, em um modelo experimental. As 

questões éticas referentes a esta matéria impulsionaram pesquisadores para a 

busca de caminhos alternativos de transplante celular em relação ao tipo em 

questão. 

 Estão sendo propostas algumas linhas de pesquisa, cujo objetivo é abordar a 

causa principal da disfunção. Uma delas está relacionada à administração de fatores 

angiogênicos, a fim de aumentar a vascularização tecidual. A outra alternativa seria 

o transplante de células, cujo objetivo é aumentar a massa muscular contrátil 

(Souza, 2001). 

 Em 2001, foi sugerida a utilização de células da medula óssea com a 

finalidade de aumentar a angiogênese, onde a rede de capilares formada ao redor 

da cicatriz causada pelo infarto seria insuficiente para manter a velocidade de 

crescimento tecidual, necessária para a compensação da contração muscular. Os 

experimentos mostraram que as células-tronco da medula óssea foram mobilizadas, 

expandidas em cultura e utilizadas para induzir angiogênese protegendo, então, 

cardiomiócitos hipertrofiados contra a apoptose e prevenindo a remodelação e a 

falência cardíaca após o infarto do miocárdio (Kocher et al., 2001) 

 A célula ideal para ser utilizada na cardiomioplastia celular necessita ser 

indiferenciada, a qual pode passar por uma completa diferenciação em 

cardiomiócitos e em vasos sanguíneos; tal célula pode ser encontrada na medula 

óssea de adultos, podendo ser as células-tronco mesenquimais, já conhecidas e 

caracterizadas graças às suas particularidades (Toma et al., 2002). 
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 Dados experimentais sugerem que as células da medula óssea podem 

contribuir para a regeneração do infarto do miocárdio. A utilização clínica destas 

células sugere que as mesmas podem contribuir para a regeneração do coração 

infartado. Foi realizado um estudo, composto por dois grupos de dez pacientes, 

sendo que o primeiro grupo recebeu somente terapia padrão (ácido acetil salicílico, 

inibidores da Enzima Conversora de Angiotensin, Beta-bloqueador e estatina), e o 

segundo grupo recebeu, além da terapia, o transplante de células-tronco cultivadas 

in vitro. Os resultados mostraram melhora significativa nos parâmetros função 

cardíaca, geometria e contratilidade cardíaca no grupo de pacientes que recebeu 

terapia celular adicional. Esta melhora nos parâmetros acima citados pode ser 

atribuída à angiogênese e à cardiomiogênese mediadas pelas células da medula 

óssea (Strauer et al., 2002) 

 Acreditava-se que, devido ao fato de os cardiomiócitos interromperem o seu 

ciclo celular logo após o nascimento, qualquer perda de tecido do miocárdio não 

poderia ser reparada. Entretanto, recentes relatos indicam que os cardiomiócitos 

podem ser regenerados por células da medula óssea. Foi realizado um estudo cujo 

objetivo era investigar se as células coletadas da medula óssea podem se 

diferenciar em cardiomiócitos no coração intacto. As células da medula óssea de 

ratos machos foram isoladas e transplantadas no coração de ratos fêmeas; para 

avaliar a efetividade do transplante, foi utilizada uma técnica de hibridização 

fluorescente in situ, ou FISH, para demonstrar a presença do cromossomo Y como 

um marcador celular; também foram utilizados testes para imunohistoquímica com 

anticorpos contra proteínas cardíacas específicas, caoveolin 3 e troponina I. Os 

resultados indicaram que as células da medula óssea foram transformadas em 

cardiomiócitos e passaram por uma diferenciação músculo-específica no coração 

intacto dos ratos sem lesão prévia do miocárdio. Os autores sugerem que as células 

dos doadores gradualmente se incorporaram às células receptoras no coração, 

particularmente aos cardiomiócitos; entretanto, tal mecanismo ainda necessita ser 

melhor investigado (Satomi-Kobayashi et al., 2002) 

 Foi realizado um experimento com o propósito de investigar o potencial das 

células-tronco mesenquimais humanas originárias da medula óssea, ao passar por 

diferenciação miogênica, uma vez transplantadas no coração de murinos adultos. As 
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células foram marcadas com β galactosidase (uma enzima codificada por um gene, 

o  lacZ, o qual foi transfectado em um vetor, um adenovírus replicante, para, 

posteriormente, expressar a enzima) e injetadas no ventrículo esquerdo de ratos. As 

células foram transplantadas no coração sadio dos ratos. Após 30 minutos, 4, 14, 

21, 30 e 60 dias da cirurgia, os animais foram sacrificados para a retirada do 

coração, a fim de realizar imunohistoquímica. A imunofluorescência para a β 

galactosidase confirmou a presença das células-tronco mesenquimais no coração do 

hospedeiro. A imunohistoquímica revelou a expressão de desmina, cadeia pesada 

da miosina, troponina cardíaca e fosfolamban (uma fosfoproteína que regula a 

modulação do retículo endoplasmático das células cardíacas) em níveis 

comparáveis àqueles dos cardiomiócitos hospedeiros. O estudo demonstra a 

habilidade das células-tronco mesenquimais em se integrar ao ambiente e passar 

por diferenciação em músculo estriado no coração de ratos adultos, iniciando as 

possibilidades de utilização das células-tronco adultas, de humanos, para a 

cardiomioplastia terapêutica (Toma et al., 2002) 

 A terapia celular para a insuficiência cardíaca emergiu como linha de frente 

nas pesquisas em cardiologia. Os dois tipos celulares mais utilizados para a 

regeneração cardíaca são os mioblastos e células-tronco da medula óssea, as quais 

são prontamente disponíveis, autólogas e facilmente expandidas in vitro (Thompson 

et al., 2003).  

 A investigação de tipos celulares utilizados em transplante celular induziu a 

um estudo, cujo objetivo foi comparar a efetividade destes tipos celulares. Foi  

realizado um experimento no qual foram transplantados números iguais de 

mioblastos e células progenitoras da medula óssea no centro da cicatriz do 

miocárdio de coelhos que foram induzidos a um infarto, avaliando a função regional 

sistólica. Os resultados sugeriram que a avaliação dos parâmetros cardíacos, quatro 

semanas após o transplante de células, indicou uma melhora funcional em todos os 

coelhos do experimento que receberam células da medula óssea, em 75% dos 

coelhos que receberam transplante de mioblastos e em 25% dos coelhos do grupo 

controle, os quais receberam apenas meio de cultura. Os dados deste estudo 

indicam que as células derivadas da medula óssea e mioblastos esqueléticos 

melhoram a função regional sistólica cardíaca de forma homogênea. Isso é 
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embasado em dados histológicos, os quais evidenciaram a localização das células 

ao redor da área infartada em todos os animais tratados com o transplante de 

células e a diferenciação in vivo de ambos os tipos celulares em células que 

expressam proteínas contráteis (Thompson et al., 2003).  

  Existe uma grande variedade de células doadoras que podem substituir o 

miocárdio que sofreu necrose; tais células já estão sendo aplicadas em estudos de 

terapia celular em protocolos experimentais e clínicos. São elas: cardiomiócitos 

fetais, mioblastos esqueléticos, células progenitoras endoteliais, células-tronco 

embrionárias e células-tronco adultas mesenquimais (Lee et al., 2004 ). 

 A descoberta de processos regenerativos presentes no miocárdio colocou a 

pesquisa com células-tronco em posição de destaque na área da cardiologia. O 

conceito de reparação do miocárdio e a angiogênese observada na terapia celular 

revolucionou a abordagem do tratamento no infarto do miocárdio (Chen et al., 2004). 

 

 

 2.1  CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA 

 

 A medula óssea produz tipos celulares distintos, cada um deles com funções 

específicas. Dentre eles citam-se as células hematopoiéticas, células estromais (ou 

células mesenquimais) e células progenitoras endoteliais. As células-tronco 

hematopoiéticas são utilizadas clinicamente para restaurar vários componentes do 

sangue e do sistema imunológico. As células-tronco mesenquimais têm a 

capacidade de originar, quando estimuladas adequadamente, músculo, ossos, 

cartilagem e células gordurosas. As células progenitoras se diferenciam em células 

endoteliais, as quais integram os vasos sanguíneos e capilares (Kirschstein, 2001). 

 Uma célula-tronco é um tipo especial de célula que possui a capacidade única 

de se renovar e originar tipos celulares especializados, não sendo comprometida 

com nenhuma função específica até que receba um sinal para se desenvolver em 

uma célula especializada. A sua capacidade proliferativa, combinada a sua 

habilidade de se tornar especializada, a faz única. Pesquisadores, por anos, têm 

procurado maneiras de utilizá-las com o intuito de substituir células e tecidos que 

sofreram lesão ou adoeceram (Kirschstein, 2001). 
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 As células-tronco mesenquimais da medula óssea têm algumas 

características que as distinguem das células hematopoiéticas. Esses dois tipos 

celulares são de fácil separação in vitro. Quando a medula óssea é dissociada e o 

material é coletado em um gradiente de concentração, as células-tronco 

mesenquimais, quando dispensadas em frascos próprios para cultivo, aderem-se à 

superfície destes frascos, enquanto as células-tronco hematopoiéticas não possuem 

essa capacidade de adesão (Kirschstein, 2001). 

 A expansão do conhecimento acerca da biologia tem movido o foco da área 

da reparação para a regeneração tecidual. Especialmente, as células-tronco 

mesenquimais, são recursos atrativos para este campo, devido ao seu potencial 

para diferenciação em vários tipos de células, em resposta à transdução de sinais 

mediados por citocinas (Friedenstein et al., 2002). 

 Pesquisas revelaram que as células progenitoras mesenquimais 

(representadas coletivamente por CFU-F, do inglês colony forming units fibroblast, 

ou unidades formadoras de colônia semelhantes a fibroblastos) originam populações 

heterogêneas funcionais de elementos estromais semelhantes a fibroblastos 

indiferenciados; tais elementos conservam seu potencial para se proliferar e 

diferenciar em tecidos especializados. Estas células podem representar um 

reservatório de populações de múltiplas linhagens de progenitores 

mesenquimais/estromais que se encontram em um estágio intermediário de 

diferenciação. Pesquisas são dedicadas ao entendimento dos mecanismos 

biológicos que são únicos à notável plasticidade destas células, as quais poderão 

ser utilizadas para tratar doenças genéticas e degenerativas, quando aliadas à 

terapia gênica, assim como regenerar tecidos (La Russa et al., 2002). 

 A capacidade de expansão das células-tronco mesenquimais em cultura tem 

facilitado o desenvolvimento de ensaios clínicos para avaliar a segurança, as 

características e a eficácia do transplante dessas células para uma variedade de 

doenças (Devine, 2002). 

 Muito foi pesquisado sobre a identificação das células-tronco da medula 

óssea, principalmente no que diz respeito àquelas células que possuem a 

capacidade de reparação tecidual. Uma classe de células tem recebido especial 
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atenção por muitos anos, sendo conhecidas como células-tronco mesenquimais ou 

células estromais da medula (Prockop et al., 2003). 

 A utilização  das células para regeneração ou reparo tecidual é uma das áreas 

mais promissoras na pesquisa biomédica. Pesquisas mostram que o conhecimento 

adquirido em torno dos estudos de diferenciação de células da medula óssea em 

células do miocárdio e outros tecidos têm levado pesquisadores a adotarem 

modelos em pacientes portadores de miocardiopatias. Foram relatados alguns 

estudos de pacientes que foram submetidos a transplante de células e comparados 

com grupos-controle; os resultados obtidos foram animadores. Porém, são 

necessários estudos e pesquisas constantes, pois ainda há muito o que ser definido 

e demonstrado em protocolos clínicos (Cardoso et al., 2003). 

 A transdiferenciação de células-tronco progenitoras do sangue periférico em 

cardiomiócitos, células endoteliais e células do músculo liso in vivo, por meio do 

transplante de células no miocárdio infartado foi sugerida em um estudo. Técnicas 

de marcação celular demonstraram o desenvolvimento de cardiomiócitos e vasos 

sanguíneos. As células provenientes do transplante demonstraram morfologia de 

cardiomiócitos maduros, integrados à área adjacente ao infarto (Yeh et al., 2003).  

 Em face dos resultados do transplante de células-tronco mesenquimais no 

reparo do infarto do miocárdio, foi sugerido um estudo, o qual analisou a eficácia de 

vários mecanismos de administração sistêmica de células-tronco mesenquimais, por 

meio da avaliação da cinética celular, distribuição sistêmica e a colonização dessas 

células no miocárdio. As células-tronco, isoladas, foram marcadas com Tecnécio 99 

(um elemento radioativo), ou com corante verde fluorescente chamado PKH2, ou 

com BrdU ou com um adenovírus recombinanate E1a, que carreava o gene lacZ. Os 

animais, divididos em três grupos, receberam as células da seguinte maneira: 

infusão por meio da artéria femoral, injeção diretamente no ventrículo esquerdo e 

injeção no ventrículo direito, porém todos os animais deste último grupo morreram 

de embolia pulmonar. Utilizando métodos especiais de coloração, as células foram 

identificadas nos locais onde foram infundidas. Os resultados indicaram que a 

infusão de células diretamente na cavidade ventricular foi significativamente mais 

efetiva do que a infusão arterial, pois as células migraram e colonizaram a área do 

miocárdio afetada. O estudo sugere que as células-tronco mesenquimais são 
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capazes de colonizar o miocárdio infartado, sendo consideradas relevantes para a 

reparação do músculo cardíaco afetado (Barbash et al., 2003,). 

 Por meio de técnicas de identificação molecular de células alvo, é possível 

estimar o número, identificar a exata localização e a migração de células 

transplantadas em tecidos ou órgãos-alvo específicos, assim como um desvio de 

sua trajetória. A utilização de partículas magnéticas para marcar células-tronco 

mesenquimais com a finalidade de observar sua localização por meio da 

ressonância magnética, tem contribuído para o estudo do reparo do miocárdio em 

eventos de infarto (Kraitchman et al., 2003). 

 O tratamento por meio do transplante de células-tronco mesenquimais é o 

ponto central de estudos de transplante de órgãos e tecidos. As referidas células se 

tornaram o foco de interesse devido a suas vantagens de fácil coleta, uma vez que o 

material é proveniente da medula óssea do próprio paciente, eliminando, desta 

forma, a possibilidade de rejeição. Além disso, a coleta de material do próprio 

paciente não provoca controvérsias no que diz respeito aos aspectos éticos e legais 

(Wang et al., 2004). 

 Foi realizado um estudo clínico cujo objetivo era demonstrar que o transplante 

de células da medula óssea para a regeneração do miocárdio é factível e segura. Os 

cinco pacientes que sofreram infarto foram submetidos a transplante de células da 

medula óssea entre dez a quinze dias após a ocorrência do evento; as células foram 

implantadas pela via intracoronária, em uma concentração de aproximadamente 

5,2x107 células/mL. A determinação dos marcadores cardíacos creatina cinase, 

fração MB da creatina cinase e troponina T, realizada após o transplante obteve 

valores normais e a evolução clínica dos pacientes foi satisfatória; em seis meses de 

acompanhamento, não foi observado nenhum evento cardíaco, como arritmias 

ventriculares. Os resultados preliminares do estudo sugerem que a implantação de 

células-tronco autólogas no infarto do miocárdio por via intracoronariana é uma 

técnica segura (Avilés et al., 2004) 

 Foi desenvolvido um experimento cujo objetivo era comparar o transplante de 

células musculares esqueléticas e células progenitoras CD133+ derivadas da medula 

óssea, ambas criopreservadas, para reparação do infarto do miocárdio em ratos 

imunodeficientes. O modelo proposto foi desenvolvido em animais, os quais foram 
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divididos em grupos e infartados por meio da ligadura da artéria coronária. Dez dias 

depois do infarto, os animais receberam injeções de células musculares, ou células 

da medula óssea, ou meio de cultura. A função ventricular esquerda foi determinada 

antes e após um mês do transplante. Foram utilizadas imunofluorescência, PCR 

(Reação em cadeia da polimerase) e hibridização in situ para identificar as células 

enxertadas no coração. Os autores afirmam que o maior achado neste estudo foi 

que as células criopreservadas, após transplantadas, melhoraram a função 

ventricular pós-infarto (dados do exame ecocardiográfico), se comparado com o 

grupo de animais que recebeu somente meio de cultura. Em contraste com as 

células musculares esqueléticas, as quais persistem como uma linhagem restrita, as 

células derivadas da medula óssea têm a significativa vantagem de plasticidade. Se 

comparadas com as células musculares esqueléticas, a plasticidade das células da 

medula óssea pode, de uma maneira mais eficiente, regenerar o tecido cardíaco 

isquêmico (Agbulut et al., 2004). 

 As células-tronco mesenquimais podem ser transplantadas em conjunto com 

outros tipos celulares, como as células musculares esqueléticas, em um processo 

conhecido como co-cultura. Os resultados desse experimento mostrou ser 

funcionalmente efetivo (Souza et al., 2004). 

  A pesquisa com células-tronco sugere que as mesmas são detentoras de um 

grande potencial terapêutico para o tratamento de várias de condições patológicas. 

De acordo com pesquisadores, o transplante dessas células não possui o risco de 

formação de tumor, e não é provável que o programa de diferenciação origine 

tecidos indesejados no organismo hospedeiro (Romano, 2004) 

 A funcionalidade do transplante de células-tronco mesenquimais em um 

modelo animal foi sugerida em um experimento, onde os pesquisadores trabalharam 

com cardiomiopatia induzida por drogas (Adriamicina), em coelhos. Os resultados 

indicaram que as células-tronco mesenquimais têm potencial para se diferenciar em 

cardiomiócitos, concluindo que o ambiente onde as células foram transplantadas 

pode a elas fornecer moléculas nutrientes específicas: fatores de crescimento, 

citocinas, fatores de diferenciação cardiomiogênico e, por meio da interação entre 

células-tronco do próprio hospedeiro e de sua matriz extracelular, as células podem 

ser induzidas a se diferenciar em cardiomiócitos (Jing et al., 2005). 
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2.2 CRIOPRESERVAÇÃO 

 

 Muitas espécies de plantas e animais são naturalmente capazes de 

sobreviver a baixas temperaturas e, desta forma, é possível preservar a viabilidade 

das células de espécies homeotérmicas por períodos indefinidos de tempo (Muldrew 

e McGann, 1990). 

 A criopreservação é um método o qual permite a preservação de células vivas 

e tecidos funcionais para pesquisas científicas ou aplicações médicas e industriais, 

como transfusão sanguínea, transplante de medula óssea, inseminação artificial 

(humana e animal), fertilização in vivo, armazenamento de alimentos, dentre outros. 

O metabolismo de células vivas diminui drasticamente a baixas temperaturas, um 

fato que permite a preservação de células e tecidos a longo prazo.  A maioria das 

células de mamíferos são sensíveis à hipotermia; mudanças no metabolismo celular 

induzidas por temperatura afetam fortemente sua atividade e viabilidade (Seiyama et 

al., 1996). 

 A literatura cita uma contradição aparente entre o processo de 

criopreservação, ideal para o armazenamento de células, e os danos por ele 

causado, ou seja, a formação de gelo intracelular e extracelular (Gao et al., 2000). 

 O estresse térmico de amostras induzido durante o processo de 

congelamento, tem sido proposto como uma deformação elástica das células, o que 

pode causar danos na estrutura física e mecânica da membrana plasmática, 

produzindo deformações permanentes (Rabin et al., 1996). 

 Os danos observados em congelamento de tecidos biológicos podem ser 

causados pela taxa de resfriamento da amostra, pela taxa de descongelamento, 

temperatura mínima alcançada durante o processo, número de ciclos congelamento-

descongelamento e a presença de crioprotetores. Segundo os mesmos autores, os 

mecanismos de criodestruição de amostras biológicas podem ser separados em dois 

grupos: a primeira fase, chamada fase de transição, está relacionada ao 

resfriamento da amostra, que é a passagem da temperatura ambiente, positiva, para 

temperaturas negativas. A segunda fase se refere aos danos relacionados ao 

processo de congelamento propriamente dito. Dentre os mecanismos de danos 

físicos citam-se a transferência de calor e massa e o equilíbrio químico entre as 
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soluções intra e extracelular. A interação mecânica entre cristais de gelo e células 

está relacionada ao processo de destruição celular durante a fase de transição 

(Rabin et al.,1996). 

 A formação de gelo extracelular induz a numerosas alterações físicas e 

químicas. O dano celular está relacionado à natureza e à cinética da resposta celular 

frente ao decaimento de temperatura. Quando uma suspensão celular é refrigerada 

abaixo de seu ponto de congelamento, a água é removida da solução na forma de 

gelo, aumentando a concentração de solutos, os quais permanecem na fração não 

congelada, aumentando a pressão osmótica da solução restante. O gradiente 

resultante da pressão osmótica do outro lado da membrana plasmática fornece a 

força condutora para um efluxo de água das células, sendo que a taxa de efluxo é 

limitada pela permeabilidade da membrana plasmática à água. Com a diminuição da 

temperatura, há maior formação de gelo e a concentração de solutos na fração não 

congelada aumenta. Se a taxa de resfriamento é suficientemente lenta para permitir 

que a célula fique próxima do ponto de equilíbrio osmótico, então o efluxo de água 

irá continuar a baixas temperaturas. Em taxas de resfriamento altas o suficiente para 

causar afastamento significante do ponto de equilíbrio osmótico, onde a cinética de 

formação de gelo no meio extracelular é muito mais rápida do que a cinética do 

efluxo da água da célula, pode ocorrer congelamento intracelular, o qual quase 

sempre está associado aos danos letais observados. Os danos provocados pelo 

congelamento intracelular estão relacionados à formação, recristalização e 

liquefação do gelo intracelular (Muldrew et al., 1990; Acker et al., 1999).  

 Os danos à membrana plasmática é a mais estudada, e talvez a mais 

importante forma de dano celular causada por congelamento e desidratação (Pincet 

et al., 1994). 

 As membranas das células geralmente são afetadas durante processos de 

congelamento e descongelamento, sendo a ruptura da membrana plasmática um 

dos indicadores mais comumente utilizados para se identificar processos de morte 

celular (Wolfe et al., 1999). 

 Com o intuito de fornecer proteção contra as agressões do congelamento e 

do descongelamento, muitos protocolos de criopreservação utilizam agentes 

crioprotetores, os quais são adicionados ao meio extracelular antes do 
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congelamento. Dentre eles, o DMSO (Dimetil Sulfóxido) é o agente crioprotetor mais 

utilizado em protocolos de preservação de amostras biológicas (McGrath, 1997). 

 Foi relatado que o DMSO é capaz de produzir efeitos adversos quando 

administrado em protocolos clínicos, cujo mecanismo sugerido foi a liberação da 

histamina e desgranulação dos mastócitos. Maiores efeitos do DMSO incluem 

anormalidades neuro-musculares, hemólise e hemoglobinúria. A equipe relatou um 

caso de uma paciente que recebeu uma infusão de células-tronco hematopoiéticas 

criopreservadas com DMSO para tratamento de amiloidose, associado a 

quimioterapia. A infusão das células-tronco foi realizada logo após o seu 

descongelamento, via endovenosa, durante 40 minutos. As complicações 

apresentadas pela paciente, incluindo comprometimento cardíaco e renal, pareciam 

estar relacionadas à idade e à disfunção de vários órgãos. Os autores citam que as 

possíveis causas responsáveis pela arritmia cardíaca poderiam ser a ausência de 

balanço eletrolítico, expansão aguda de volume infundido e efeitos adversos do 

crioprotetor. Os autores levantaram a hipótese de que a concentração do agente 

crioprotetor DMSO poderia ter sido o fator principal dos efeitos adversos 

apresentados por esta paciente. O DMSO tem alta taxa de ligação às proteínas 

plasmáticas, sendo que os efeitos da diálise que a paciente recebeu foram baixos. A 

dose cumulativa do DMSO, recebido em duas infusões de células em 24 horas, 

pode ter sido muito alta e causou a toxicidade cardíaca. Os autores afirmam que a 

remoção do agente crioprotetor das células por meio de sucessivas lavagens, ou até 

mesmo a redução do volume infundido, poderia reduzir o risco de toxicidade 

(Zenhäusern et al., 2000).  

 Pacientes em tratamento com células criopreservadas com DMSO podem 

apresentar uma variedade de queixas, como náuseas, vômito, ruborização, febre, 

dispnéia, sintomas cardíacos, hipertensão transiente e anafilaxia (Abrahamsen et al., 

2002). 

 O estabelecimento de técnicas de criopreservação requer o desenvolvimento 

de protocolos de adição e retirada dos agentes crioprotetores, com o objetivo de 

minimizar danos relativos à osmose. O delineamento de um protocolo de 

criopreservação otimizado deve levar em consideração a seqüência de eventos que 

ocorrem durante a criopreservação. Inicialmente, as células entram em contato com 
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o crioprotetor, e, nesta etapa, podem ocorrer danos relativos à toxicidade do agente 

crioprotetor (tóxico à temperatura ambiente) e à alta osmolaridade do meio externo. 

O agente crioprotetor mais comumente utilizado é o DMSO, na concentração de 

10%. (Hunt et al., 2003).  

 Durante o processo de criopreservação as células recebem alguns sinais 

físicos como choque térmico, oxidantes e radicais livres, os quais as preparam para 

a apoptose, mas não necessariamente iniciam o processo. Dados da literatura 

mostram que células humanas foram recuperadas após 12 anos de armazenamento 

em nitrogênio líquido (Fowke et al., 2000). 

 Além das células da medula óssea, outros tipos celulares estão sendo 

estudados em processos de criopreservação. Segundo Ohno et al., 2003, a 

criopreservação de células musculares poderia facilitar um acesso clinicamente 

aplicável e efetivo para o restabelecimento da função ventricular com a terapia de 

transplante celular para pacientes com cardiomiopatia dilatada hereditária. Neste 

estudo os autores comprovam o sucesso da criopreservação de células musculares 

esqueléticas e células do músculo liso vascular por meio do transplante de células, o 

qual possibilitou a limitação da dilatação cardíaca e a preservação da função 

ventricular. 

 Pesquisas mostram que a taxa de congelamento é um dos principais fatores 

que influenciam a viabilidade celular durante o processo de 

congelamento/descongelamento. Foi realizado um estudo no qual foram congeladas 

cinco espécies diferentes de células, incluindo microrganismos e células da medula 

óssea, mostrou que em baixas taxas de congelamento, ou seja, o congelamento 

lento, a saída de água da célula ocorreu de forma lenta, e isto não afetou a estrutura 

celular; já em taxas mais rápidas de congelamento, a viabilidade celular foi 

dramaticamente reduzida. Estes resultados são baseados na hipótese de que se o 

fluxo de água é mais rápido que o fluxo de calor, então não irá ocorrer cristalização 

intracelular e a taxa de viabilidade será alta. Em contraste, se o fluxo de calor é igual 

ao da água, então a taxa de congelamento induzirá à cristalização da água 

intracelular, durante a osmose, um processo o qual parece provocar a morte celular 

(Dumont et al., 2004).  
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 Ohno et al., 2003, afirmaram que a criopreservação é um método seguro para 

o armazenamento de células, o qual permite o seu uso em terapias celulares 

selecionadas. Os autores afirmaram que a criopreservação de células deve ser 

realizada com cautela nos casos em que as células apresentam morfologia anormal 

ou baixo crescimento no período inicial de cultura. 

 Hunt et al., 2003, afirmaram que os bancos de células de cordão umbilical 

necessitam de um método eficiente de armazenamento a longo prazo, e a 

criopreservação é aceita, na verdade, como o único método de preservação eficaz. 

 O estabelecimento de protocolos bem definidos de criopreservação baseia-se 

no fato de que podem ser criados bancos de células-tronco mesenquimais. Pang et 

al., 2005, citaram tal iniciativa como uma maneira de fornecer uma fonte alternativa 

de células para transplante celular. 

 

 

 2.3 APOPTOSE  

 

 O termo apoptose foi descrito na década de setenta, baseado em estudos de 

morte celular fisiológica. A apoptose é um programa para eliminação ou deleção de 

células desencadeada por sinais fisiológicos ou anormais. Foi proposto que a 

apoptose é programada durante o desenvolvimento celular, deduzindo que algum 

tipo de relógio molecular interno está envolvido no desencadeamento da morte 

celular, indiferentemente aos sinais adjacentes. Entretanto, estudos comprovam que 

há casos em que a morte celular fisiológica pode ser desencadeada por sinais 

externos (Guerrero e Arias, 1998).  

 Este processo é coordenado por um conjunto de vias bioquímicas definidas, 

sendo encontrada em todo ser vivo. É uma regra importante no desenvolvimento, na 

homeostasia e na doença. Tem sido proposto, atualmente, uma grande variedade de 

sinais fisiológicos ou mensageiros que estariam envolvidos em tal processo. Este 

mecanismo possui grande importância na embriogênese, morfogênese, renovação 

celular fisiológica e em processos de hiperplasia e neoplasia (Bennett et al.,1995; 

Green, 2000). 
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A palavra apoptose é derivada do grego e significa cair de um lugar, 

desprender-se, em referência à queda das folhas das árvores, fenômeno este que 

acontecia no outono em resposta ao iminente ameaço do congelamento e dos danos 

provocados pelo inverno (Kam e Ferch, 2000). 

 Ao receber um estímulo, a célula entra na primeira fase da apoptose, 

conhecida como primeira fase ou “fase de decisão da apoptose”, a qual é o ponto de 

controle genético da morte celular. Esta fase é seguida da segunda etapa, ou “fase 

da execução”, a qual é responsável pelas características morfológicas da apoptose 

(Kam et al., 2000). 

 Os eventos iniciais do processo apoptótico são irreversíveis e pertencem à 

“fase de execução”, como a externalização da fosfatidilserina na membrana 

plasmática e a fragmentação do DNA nuclear (Bacsó et al, 2000).  

 Considera-se apoptose recente a condição na qual ocorrem mudanças 

morfológicas nas células. Na apoptose tardia, ou em estágios avançados, as células 

apresentam alterações na permeabilidade da membrana (De Boer et al., 2002). 

 As células apoptóticas expõem a fosfatidilserina na sua membrana externa 

logo após o início da fase de execução da apoptose. Isso ocorre antes da formação 

de vesículas na estrutura da membrana plasmática e da degradação do DNA 

(Cornelissen et al., 2002; De Boer et al., 2002). 

 Em relação às técnicas de detecção da apoptose, o desenvolvimento da 

citofluorimetria, aproveitando-se das múltiplas alterações celulares observadas na 

apoptose, permite uma quantificação da apoptose precisa e confiável (Leucoeur et 

al., 1997). 

 A avaliação da apoptose pela da microscopia, embora possua uma certa 

dificuldade, também é considerada um teste confiável. A possibilidade de conseguir 

uma imagem direta de células viáveis utilizando a microscopia é relevante sob várias 

condições, principalmente em estudos morfológicos. Por exemplo, a visualização 

direta é crucial em culturas mistas ou quando uma porcentagem muito pequena de 

células entra em apoptose, ou quando é importante acompanhar o curso do 

processo, o qual é geralmente variável, dependendo do tipo de célula e do estímulo 

apoptótico empregado (Gatti et al., 1998). 
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 O processo apoptótico também pode ser determinado in vivo utilizando-se 

Anexina-V marcada com radioisótopos (Blankerberg et al., 1998).  

 Técnicas apropriadas são utilizadas para identificar e quantificar a apoptose, 

incluindo corantes que permitem a visualização da condensação da cromatina 

nuclear. Citam-se, ainda, microscopia fluorescente, métodos que evidenciam 

especificamente a fragmentação do DNA, eletroforese em gel de agarose e a 

citometria de fluxo, a qual pode mostrar-se com o ensaio mais exato na 

quantificação da apoptose (Kam et al., 2000). 

 Um aspecto importante relacionado à escolha de um método de detecção de 

apoptose se refere à identificação das etapas inicias deste processo. O 

reconhecimento destes eventos iniciais poderia melhorar a sensibilidade da 

detecção da apoptose em amostras biológicas, quando o processo de apoptose 

pode influenciar o resultado e as conseqüências de protocolos de tratamento clínico 

(De Boer et al., 2001). 

 A utilização da microscopia confocal também pode ser observada em estudos 

de detecção da externalização da fosfatidilserina (Kahn et al., 2001). 

 Para a detecção dos estágios finais de um processo apoptótico, é possível a 

utilização de um grupo especial de marcadores, como os corantes 7-amino-

actinomycin D (7-AAD) e Propidium Iodide (PI), os quais são capazes de se difundir 

para o interior da célula, devido à permeabilidade celular aumentada (De Boer et al., 

2001). 

 Por possuir uma alta afinidade pela fosfatidilserina, as proteínas anexinas 

podem ser conjugadas a moléculas fluorescentes, sendo que a utilização mais 

difundida da anexina é em ensaios de Citometria de fluxo. As pesquisas de apoptose 

contribuíram grandemente para o conhecimento de suas características (Cornelissen 

et al., 2002). 

 O marcador de apoptose anexina V pode ser utilizado conjugado a um 

corante PI (Propidium Iodide). Os resultados, obtidos por meio de experimentos com 

linfócitos do sangue periférico, utilizando-se citometria de fluxo, mostraram três 

diferentes populações de linfócitos. As células anexina negativa/PI negativo foram 

consideradas viáveis. Aquelas positivas para anexina, mas negativas para PI, foram 
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consideradas apoptóticas. Células mortas eram anexina e PI positivos. Tal 

associação se mostrou muito interessante, uma vez que fornece três diferentes 

parâmetros para avaliação do estado funcional das células (Cornelissen et al., 2002) 

 As etapas iniciais e, freqüentemente cruciais, no mecanismo da apoptose 

podem ocorrer muito rápido e discretamente. A importância de um teste rápido e 

confiável para a detecção da apoptose impulsiona pesquisadores a encontrar um 

teste que poderia ser aplicado na maioria das pesquisas. Os testes disponíveis para 

a detecção da apoptose se concentram em três diferentes grupos: o primeiro deles é 

baseado na detecção de alterações ocorridas na estrutura da membrana plasmática, 

como a perda da assimetria, aumento da permeabilidade, formação de vesículas e 

ativação dos receptores de morte celular. O segundo grupo encerra testes 

explorando o núcleo apoptótico, como a detecção da condensação da cromatina e 

medida da fragmentação do DNA. O terceiro grupo compreende a determinação de 

moléculas específicas de apoptose, como caspases e DNAses, bem como a 

medição do estado funcional de algumas organelas intracelulares e estruturais, 

como mitocôndria e citoesqueleto. A determinação das bases genéticas do processo 

apoptótico, como os genes envolvidos nos processos de suicídio celular, não é 

rápida nem fácil de ser executada; entretanto provaram ser específicas e valiosas 

para a pesquisa de morte celular programada (Rudolf e Cervinka, 2002). 

 A anexina V, segundo relatos da literatura, tem sido altamente estudada e 

desenvolvida como um agente clínico diagnóstico para detectar morte celular in vitro, 

bem como in vivo, como na quimioterapia do câncer, rejeição de órgãos 

transplantados e no infarto do miocárdio (Tait et al.,  2004). 

 A proteína Anexina é largamente empregada em microscopia e Citometria de 

fluxo como um marcador de apoptose, devido a sua alta afinidade de ligação cálcio-

dependente a cargas negativas de fosfolipídios; esta proteína se une com grande 

afinidade aos resíduos de fosfatidilserina que foram expostos na superfície celular 

logo no início do processo. Tal proteína tem sido comumente utilizada para detectar 

apoptose em vários modelos biológicos (Gylys et al., 2004). 
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3 MÉTODOS  
 
 
 
 O experimento foi realizado no Laboratório Experimental de Cultivo Celular, 

do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, da Pontifícia Universidade Católica do 

Paraná e no Laboratório de Imunogenética, divisão de Imunofenotipagem, do 

Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná. 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa com Animais da 

Pontifícia Universidade Católica do Paraná (Parecer número 01/04/CEPA-PUCPR, 

apêndice 1). 

 Os trabalhos realizados com animais de experimentação foram baseados nas 

diretrizes do COBEA – Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, incluindo a Lei 

6638, de 8 de maio de 1979; Princípios Éticos na Experimentação Animal, de 1991; 

Manual sobre cuidados e usos de animais de laboratório, de 2003 e Resolução 714 

do Conselho Federal de Medicina Veterinária de 20 de junho de 2002, 

 Foram utilizados dez ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia, 

Mammalia), da linhagem Wistar, provenientes do Instituto Tecnológico do Paraná, 

TECPAR, com idade aproximada de quatro meses, e peso entre 200 e 250 gramas.  

 

 

3.1 OBTENÇÃO E ISOLAMENTO CELULAR 

 

 A coleta das células-tronco da medula óssea foi realizada por meio da 

eutanásia dos ratos, pela utilização de dosagem letal de anestésicos (Xilasina® e 

Ketamina®, 148mg/Kg). As patas traseiras dos animais foram retiradas e eliminados 

tecidos como músculos, tendões e nervos. Os fêmures e as tíbias foram isolados, 

limpos e colocados sobre uma placa de Petri contendo meio IMDM® (Iscove's 

Modified Dulbecco's Medium, Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY), 

suplementado com 1% de antibiótico Penicilina/Estreptomicina® (Gibco BRL, Life 

Technologies, Inc., Grand Island, NY) e 4% de Hepes® (Sigma St. Louis, MO). A 

retirada da medula óssea foi realizada com uma seringa de dez mililitros e agulha 

25x8 contendo meio IMDM® e Heparina® 5000UI/mL.  
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O isolamento das células foi realizado segundo o método descrito por Böyum,  

1968. O material foi suspenso em dez mililitros meio de cultivo e, logo após, 

dispensado em gradiente de densidade de separação de células Ficoll-Hypaque® 

((Sigma, St. Louis, MO, d=1,077 g/cm3). Após centrifugação, retirou-se o anel de 

células, o qual estava visível devido à propriedade do Ficoll-Hypaque® em separar as 

células mononucleares. 

 As células foram purificadas por duas lavagens com meio IMDM, para retirar 

potenciais interferentes e ressuspendidas em meio de cultivo contendo Soro Bovino 

Fetal; procedeu-se à contagem em Câmara de Neubauer® (Heinz Herenz 

Medizinalbedarf, Hamburg, Germany) e aos cálculos a fim de que as células 

estivessem na concentração da ordem de 106 células por mL. 

 

 

 3.2  CULTIVO CELULAR 

 

 A coleta de material da medula óssea de ratos fornece células mononucleares 

e, dentre elas, células das linhagens hematopoiética, progenitora endotelial e 

mesenquimal. As células-tronco mesenquimais em cultivo têm grande capacidade 

de aderência à superfície de crescimento do frasco de cultivo; sendo assim, as 

células das linhagens hematopoiética e progenitora, que não interessavam a este 

estudo, foram descartadas por aspiração do sobrenadante do frasco de cultivo. 

 As células foram cultivadas em frascos de 75cm2, durante 14 dias, a 37ºC em 

atmosfera de 5% de CO2. A manutenção do cultivo, que compreende a troca do 

meio IMDM, foi realizada uma vez por semana. 

 O meio IMDM foi suplementado com 20% de Soro Bovino Fetal® (Gibco BRL, 

Life Technologies, Inc., Grand Island, NY) e 10 nanogramas de IGF-I® (Insulin 

Growth Factor I, Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY).  

 

 

3.3  DISSOCIAÇÃO ENZIMÁTICA DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS 
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 A dissociação enzimática, também conhecida por “tripsinização”, tem por 

objetivo recuperar as células que estavam aderidas às paredes de crescimento do 

frasco de cultivo. A técnica consiste na utilização de uma enzima chamada tripsina® 

(Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY), a qual lisa o citoesqueleto 

celular que fornece sustentação às células para se aderirem às paredes do frasco. 

 Os frascos de cultivo foram lavados duas vezes com PBS® (Phosphate 

Buffered Saline, Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY), 

posteriormente adicionada tripsina e incubados durante dois minutos na estufa de 

CO2 a 37ºC. Os frascos foram agitados vigorosamente para retirar as células da 

superfície de crescimento. Foi adicionado meio IMDM® suplementado com 20% de 

Soro Bovino Fetal® para bloquear o prolongamento da ação da tripsina. Com uma 

pipeta graduada, as paredes dos frascos foram jateadas para auxiliar na dissociação 

das células. As células foram recuperadas em um tubo de ensaio e centrifugadas; o 

sobrenadante foi descartado e o botão de células recolhido. 

  A identificação das células mesenquimais foi realizada com a utilização de 

um anticorpo conjugado a uma molécula fluorescente, Vimentina® (Peroxidase-

Sigma, IMMH-10 – Vimentin S-20 Santa Cruz Biotechnology, FITC, California, US), o 

qual identifica células de origem mesenquimal. 

 

 

3.4  ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 

 

3.4.1 Método Azul de Trypan 

 

A viabilidade celular foi determinada pelo método Azul de Trypan® 

(Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY), composto de um 

corante, o qual penetra no interior de células que perderam a integridade da 

membrana plasmática. Foram coletados dez microlitros da suspensão das 

células e, juntamente com dez microlitros do corante Azul de Trypan, esta 

solução foi dispensada na Câmara de Neubauer®. No quadrante central foi 

realizada a contagem das células coradas e das células não-coradas em azul. 
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O cálculo foi baseado no percentual da divisão das células não coradas 

(vivas) pelo número total de células contadas (células coradas e não-coradas). 

 

 

3.4.2 Método da Citometria de fluxo  

 

 Inicialmente as células foram avaliadas para o estágio de apoptose; o 

reagente utilizado, Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I® (BD Pharmingen, San 

Diego, CA, USA), é composto da proteína Anexina conjugada a um fluorocromo 

Phycoerythrin (PE) e do corante intracitoplasmático 7-AAD, permitindo a 

identificação das células nos estágios: apoptose recente (Anexina positiva e 7-AAD 

negativo), células não viáveis (Anexina positiva e 7-AAD positivo) e células viáveis.  

 A quantidade de células não viáveis foi calculada por meio da marcação 

positiva simultânea dos marcadores Anexina e 7-AAD. A porcentagem de células 

viáveis foi calculada em função da quantidade do número de células não viáveis, 

subtraída de um valor absoluto, 100. 

 As células foram lavadas com PBS® e ressuspendidas em tampão diluído 

(Annexin V Binding Buffer®) na concentração de 1x106 células/mL. Foram 

transferidos 100 µl desta solução para um tubo de ensaio. Os reagentes foram 

adicionados (5µl de Annexin V-PE® e 5µl de 7-AAD®), agitados e incubados por 15 

minutos à temperatura ambiente (25ºC), na ausência de luz; foram adicionados 

400µl de tampão diluído (Annexin V Binding Buffer®) e posteriormente procedeu-se à 

análise no Citômetro de fluxo (FACS Calibur, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) 

dentro do período de uma hora. 

 

 

 

 

3.5 CONGELAMENTO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

3.5.1 Estabelecimento do número de células 
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 O número de células estabelecido para o congelamento foi da ordem de 

106células por mL. 

 

 

3.5.2 Técnica de congelamento  

 

 O congelamento foi realizado de acordo com técnicas já descritas na 

literatura, utilizando-se como agente crioprotetor o DMSO (Dimetil Sulfóxido, Sigma, 

St. Louis, MO). Foi preparada uma cuba com gelo em escamas para o material 

permanecer em baixas temperaturas antes do uso (tubos de ensaio de 15 e 50mL e 

tubos criogênicos). Os tubos criogênicos foram identificados com os dados: tipo de 

célula, concentração e data. O material foi centrifugado a 1500rpm durante dez 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o botão de células foi ressuspendido em 

meio IMDM suplementado com 20% de Soro Bovino Fetal. A solução de 

congelamento foi preparada com 20% de agente crioprotetor DMSO em meio IMDM. 

A concentração final da amostra para o congelamento e seu armazenamento foi de 

uma parte do meio de cultura contendo as células para uma parte da solução de 

congelamento. A solução de congelamento foi dispensada num tubo contendo o 

meio de cultura com as células e homogenizada constantemente com uma pipeta 

Pasteur. Foi distribuído um mililitro nos tubos criogênicos. O congelamento das 

células foi realizado em um congelador automático (Nicool 10, Air Liquide®), com 

decaimento gradual de temperatura, durante 70 minutos, passando da temperatura 

4ºC para temperaturas negativas, da ordem de -90°C. Após o término do 

congelamento, as amostras foram armazenadas em reservatório de Nitrogênio 

líquido.  

 

 

3.5.3 Armazenamento das células-tronco mesenquimais 

criopreservadas 

 

 As células congeladas foram armazenadas em reservatório de Nitrogênio 

líquido na temperatura de -196 ºC, onde permaneceram durante 30 dias. A posição 
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de armazenamento das ampolas congeladas foi anotada em uma planilha de 

controle de amostras congeladas, para facilitar sua localização. 

 

 

3.6  DESCONGELAMENTO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

Foi preparado meio IMDM, aquecido a 37ºC, contendo 15% de SBF. Os tubos 

criogênicos foram retirados do reservatório de nitrogênio líquido e aquecidos 

imediatamente em banho-maria a 37°C. Na iminência de descongelamento, o 

material foi transferido para um tubo de ensaio contendo o meio já aquecido. O 

material foi centrifugado a 1500 rpm, durante dez minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado foi reconstituído com um mililitro de meio IMDM, e a 

viabilidade foi novamente analisada. 

 

 

3.7  ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 

 

 Foram realizadas novamente as análises de viabilidade celular. 

 

 

3.8 ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 
 
 

A morfologia das células-tronco mesenquimais em cultivo pode ser observada 

na figura 1: 
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Figura 1: Cultivo das células-tronco mesenquimais (Aumento 200 vezes, MO de Inversão). 

 
 
 

3.9 ANÁLISE HISTOLÓGICA DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

 A marcação com o anticorpo anti-vimentina pode ser observada na figura 2: 

 

 
Figura 2: Cultivo de células-tronco mesenquimais (flechas) identificadas pelo anticorpo anti-vimentina 
(Immunofluorescência, aumento de 200 vezes, MO de Fluorescência). 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas, 

valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para as comparações entre 

os momentos pré e pós-congelamento e para a comparação da viabilidade pelos 

dois métodos, foi usado o teste t de Student para amostras pareadas, bilateral. A 

condição de normalidade das diferenças foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. 

Para cada uma das variáveis, testou-se a hipótese nula de que a média no 

momento pré-congelamento é igual à média no momento pós-congelamento, versus 

a hipótese alternativa de médias diferentes.  
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4  RESULTADOS 
 

Na tabela 1 observam-se os valores obtidos pelo método Azul de Trypan. 
 
Tabela 1: Valores das médias, medianas, valores mínimo e máximo, desvio padrão e 

valor de p identificados pelo método de determinação da viabilidade 
celular Azul de Trypan.  

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo 
Desvio 
padrão 

Valor de 
p* 

Pré 94,76 95,4 90,9 97 1,92 
Pós 90,58 91,12 83,33 93,33 2,96 Viabilidade Azul de 

Trypan % Pós-pré -4,19 -2,84 -13,67 -0,66 3,7 
0,0059 

   (*) Teste t de Student para amostras pareadas     
          

Para cada momento de avaliação pré e pós-congelamento e, também, para a 
diferença pós-pré, testou-se a hipótese nula de que o percentual médio de 
viabilidade pelo método Azul de Trypan é igual ao percentual médio de viabilidade 
pelo método da citometria.  

Na Figura 3 observa-se a viabilidade celular identificada pelo método Azul de 
Trypan, nos períodos pré e pós-congelamento. 
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VIABILIDADE DO MÉTODO AZUL DE TRIPAN
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Figura 3 - Viabilidade pré e pós-congelamento pelo método Azul de Trypan. 
 
 

5.3.2 Método Citometria de fluxo 
 
   5.3.2.1 Marcadores de Mortalidade Celular 
 
 Os marcadores 7-AAD e Anexina são integrantes do método da Citometria de 
fluxo, e foram utilizados para avaliar a apoptose e a integridade da membrana 
plasmática.  
 Na tabela 2 são observados valores dos marcadores de mortalidade celular 
Anexina e 7-AAD. 
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 Tabela 2: Valores das médias, medianas, valores mínimo e máximo, desvios padrões 
e valores de p identificados pelos marcadores 7-AAD e Anexina. 

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo Desvio 
padrão 

Valor de 
p* 

Pré 16,79 15,60 11,42 26,70 5,07 
Pós 20,64 19,99 7,44 41,17 10,81 % cél. 7-AAD + 
Pós-pré 3,85 2,78 -6,74 16,86 7,47 

0,1372 

Pré 15,02 13,23 9,30 24,30 5,14 
Pós 31,21 27,78 22,83 60,13 10,72 % cél. Anexina + 
Pós-pré 16,18 16,08 2,37 49,63 13,75 

0,0048 

(*) Teste t de Student para amostras pareadas 
 
Na figura 4 observa-se a positividade identificada pelos marcadores 7-AAD e 

Anexina nos períodos pré e pós-congelamento. 

 
Figura 4 - Positividade identificada pelos marcadores 7-AAD e Anexina nos períodos 
pré e pós-congelamento. 
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Os valores do parâmetro morte celular foram obtidos, como pode ser 
observado no Anexo 1, da positividade simultânea dos marcadores 7-AAD e 
Anexina. 

Na tabela 3 observam-se valores da morte celular. 
 

Tabela 3: Valores das médias, medianas, valores mínimo e máximo, desvio padrão e 
valor de p identificados pelo parâmetro morte celular. 

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo Desvio 
padrão 

Valor de 
p* 

Pré 14,48 12,17 8,20 23,78 5,90 
Pós 33,75 30,27 26,18 55,14 8,69 Morte Celular % 
Pós-pré 19,27 18,90 2,40 45,90 12,64 

0,0009 

(*) Teste t de Student para amostras pareadas 
 
 
Na figura 5 observam-se valores de morte celular. 
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Figura 5 - Valores de morte celular identificados pelos marcadores 
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5.3.2.2 Valores de viabilidade do método Citometria de fluxo  
 
Para cada uma das variáveis, testou-se a hipótese nula de que a média no 

momento pré-congelamento é igual à média no momento pós-congelamento, versus 
a hipótese alternativa de médias diferentes.  

Na tabela 4 observam-se valores de médias, medianas, valores mínimos, 
valores máximos, desvios padrões e valor de p da viabilidade pelo método 
Citometria de fluxo.  
 
Tabela 4: Valores das médias, medianas, valores mínimo e máximo, desvio padrão e 

valor de p identificados pelo método de determinação da viabilidade 
celular Citometria de fluxo.  

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo 
Desvio 
padrão 

Valor de 
p* 

Pré 85,52 87,83 76,22 91,8 5,9 
Pós 66,25 69,74 44,86 73,82 8,69 Viabilidade 

Citometria % Pós-pré -19,27 -18,9 -45,9 -2,4 12,64 
0,0009 

(*) Teste t de Student para amostras pareadas     
 
Na figura 6 observam-se valores de viabilidade celular identificados pelo 

método Citometria de fluxo. 
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VIABILIDADE PELO MÉTODO DA CITOMETRIA
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Figura 6 - Viabilidade pré e pós-congelamento pelo método Citometria de fluxo 

 
 
5.3.3 Comparação dos métodos de determinação da viabilidade 

celular: Azul de Trypan e Citometria de fluxo. 
 
 
Na tabela 5 são apresentados os valores de médias, medianas, valores 

mínimos, valores máximos, desvios padrões e valores de p dos testes estatísticos da 
comparação dos métodos de determinação da viabilidade celular. 
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Tabela 5: Valores de médias, medianas, valores mínimos, valores máximos, desvios 
padrões e valores de p da comparação dos métodos de determinação da 
viabilidade celular. 

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo Desvio 
padrão Valor de p*

Viabilidade Azul de 
Trypan% Pré 94,76 95,40 90,90 97,00 1,92 

Viabilidade Citometria%  85,52 87,83 76,22 91,80 5,90 
0,0017 

Viabilidade Azul de 
Trypan% Pós 90,58 91,12 83,33 93,33 2,96 

Viabilidade Citometria%  66,25 69,74 44,86 73,82 8,69 
<0,0001 

Viabilidade Azul de 
Trypan% Pós-pré -4,19 -2,84 -13,67 -,66 3,70 

Viabilidade Citometria%  -19,27 -18,90 -45,90 -2,40 12,64 
0,0070 

(*) Teste t de Student para amostras pareadas 
 
 
Na figura 7, observa-se a comparação dos valores de viabilidade celular 

identificados pelos métodos Azul de Trypan e Citometria de fluxo, no período pré-
congelamento. 
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Figura 7 - Comparação da viabilidade celular dos métodos Azul de Trypan e 
Citometria de fluxo, no período pré-congelamento. 
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Na figura 8 observa-se a comparação dos valores de viabilidade celular 
fornecidos pelos métodos Azul de Trypan e Citometria de fluxo, no período pós-
congelamento. 
 
 

VIABILIDADE PÓS-CONGELAMENTO
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Figura 8 - Comparação da viabilidade celular dos métodos Azul de Trypan e 
Citometria de fluxo, no período pós-congelamento. 

 
Na figura 9 observa-se a diferença percentual dos valores de viabilidade 

celular fornecida pelos métodos Azul de Trypan e Citometria de fluxo, nos dois 
períodos analisados. 
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Figura 9 - Percentual da diferença de valores de viabilidade celular dos métodos 
Azul de Trypan e Citometria de fluxo nos dois períodos analisados. 

 
 

5.3.4 Comparação dos marcadores Anexina e 7-AAD. 
 

Na tabela 6 observam-se valores da comparação dos marcadores 7-AAD e 
Anexina. 

 
Tabela 6: Valores de médias, medianas, valores mínimos, valores máximos, desvios 

padrões e valores de p da comparação dos marcadores 7-AAD e 
Anexina. 

Variável Momento Média Mediana Mínimo Máximo Desvio 
padrão Valor de p*

7ADD % Pré 16,79 15,60 11,42 26,70 5,07 
Anexina %  15,02 13,23 9,30 24,30 5,14 0,2287 

7ADD % Pós 20,64 19,99 7,44 41,17 10,81 
Anexina %  31,21 27,78 22,83 60,13 10,72 0,0792 

7ADD % Pós-pré 3,85 2,78 -6,74 16,86 7,47 
Anexina %  16,18 16,08 2,37 49,63 13,75 0,0521 

(*) Teste t de Student para amostras pareadas 
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Na figura 10 observa-se a positividade fornecida pelos marcadores 7-AAD e  
Anexina no período pré-congelamento. 
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Figura 10 - Positividade identificada pelos marcadores 7-AAD e Anexina no período 
pré-congelamento. 

 
 
 
 
Na figura 11 observa-se a positividade identificada pelos marcadores 7-AAD e 

Anexina no período pós-congelamento. 
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POSITIVIDADE DOS PARÂMETROS PÓS-CONGELAMENTO
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Figura 11 - Positividade identificada pelos marcadores 7-AAD e Anexina no período 
pós-congelamento. 
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Na figura 12 observa-se a diferença de positividade entre os marcadores 7-
AAD e Anexina. 
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Figura 12 - Diferença de positividade identificada entre os marcadores 7-AAD e 
Anexina  
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5  DISCUSSÃO 
 

 As células da medula óssea estão sendo utilizadas na terapêutica para o 

tratamento de várias doenças. O seu potencial de diferenciação em tipos celulares 

específicos impulsiona pesquisadores para a busca de fontes alternativas de 

tratamento, como sugeriram Kocher et al., 2001, destacando o uso de células da 

medula óssea para aumentar a angiogênese na área do infarto do miocárdio. 

Prockop et al., 2003, discutiram a importância das células-tronco mesenquimais na 

reparação tecidual; Jing et al., 2005, sugeriram que as células-tronco mesenquimais 

têm potencial para se diferenciar em cardiomiócitos, e que o ambiente em que as 

células são transplantadas pode fornecer a elas moléculas nutrientes específicas. 

 As células-tronco mesenquimais transplantadas desenvolvem uma série de 

mecanismos que as permitem escapar da resposta imune do hospedeiro, como, 

dentre outros, a baixa expressão de antígenos de superfície e a modulação da 

resposta imune do hospedeiro relacionada às células T (Barry et al., 2005). 

 Em muitos casos, o maior interesse desta terapia é a utilização de células do 

próprio paciente, o chamado transplante autólogo, evitando processos de rejeição e, 

desta forma, a utilização de drogas imunossupressoras. 

 A área da cardiologia é privilegiada com os estudos referentes às células-

tronco mesenquimais. A utilização de células in natura da medula óssea é muito 

evidenciada em doenças cardiovasculares, como sugerido por Jing et al., 2005.  

A quantidade de células-tronco encontradas na medula óssea, segundo 

Strauer e Kornowisk, 2003, é de aproximadamente 0,05%. Para tanto, são 

necessárias alternativas para aumentar o número de células disponíveis para 

transplante. A expansão em cultivo celular foi sugerida como uma destas 

alternativas (Cottler-Fox et al., 2003; Lee et al., 2004) 

 Pouzet et al, 2000, relataram que o cultivo celular pode fornecer números 

substanciais de células para transplante, sendo que para cada tipo de transplante há 

um número estabelecido de células a serem transplantadas. De acordo com a idéia 

abordada, procurou-se relacionar o excesso do número de células, as quais não 
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seriam utilizadas para transplante, com procedimentos de armazenamento para 

utilização em períodos posteriores. 

A criopreservação de amostras biológicas tem grande importância na prática 

clínica; este método permite a preservação de células vivas e tecidos funcionais 

para pesquisas científicas ou aplicações médicas e industriais (Gao e Critser, 2000). 

O objetivo deste método é disponibilizar a utilização de células de imediato. Células 

em cultivo podem ser criopreservadas em estágios específicos de diferenciação ou 

proliferação (Kuo et al., 1993).  

No processo de criopreservação, busca-se a maior taxa de viabilidade celular. 

No entanto, isso nem sempre é possível, visto que o processo de criopreservação é, 

por si próprio, letal para as amostras biológicas. 

 A formação de cristais de gelo no interior da célula provoca danos à estrutura 

celular, conduzindo, desta maneira, à diminuição da viabilidade celular. Entretanto, 

há possibilidade de utilização de substâncias cujo objetivo é evitar ao máximo a 

perda da viabilidade celular, como a utilização de agentes crioprotetores 

(Massumoto et al., 1997). 

 Os valores obtidos neste estudo possibilitaram a análise dos efeitos deletérios 

que um processo de congelamento pode produzir em amostras biológicas, 

avaliando-se a viabilidade celular por meio de dois diferentes métodos propostos. 

 A importância da verificação da viabilidade celular em diferentes períodos do 

experimento se dá pelo fato de que as amostras biológicas sofrem danos de 

diferentes intensidades em condições variadas de estresses físicos e químicos.  

 Foi necessária a determinação dos parâmetros antes e após a 

criopreservação para verificar a possível perda de viabilidade induzida por condições 

artificiais de crescimento, como o cultivo celular. Os dados obtidos sugerem que, por 

mais que as condições de cultivo simulem o ambiente de crescimento e 

desenvolvimento celular, fatores exógenos podem prevalecer sobre as condições e 

suplementos fornecidos às células, o que pode ser observado com a diminuição da 

viabilidade celular.  

 As variáveis do estudo foram testadas por meio de duas hipóteses, sendo que 

a na primeira considerou-se hipótese nula, onde os valores das variáveis antes da 
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criopreservação e após este processo eram iguais. A segunda hipótese baseou-se 

na diferença entre os valores das amostras antes e após a criopreservação. 

O primeiro método utilizado, Azul de Trypan, é composto de um corante que avalia 

células que perderam a integridade da membrana celular. É largamente empregado 

na prática laboratorial por ser rápido, simples e acessível, apesar de produzir 

artefatos que podem interferir na análise da viabilidade. Os valores de viabilidade 

obtidos por este método, anteriomente à etapa de criopreservação, foram em média 

de 94,76%. Após esta etapa, os valores obtidos foram, em média, de 90,58%. Infere-

se, deste modo, morte celular de significância estatística. 

 O teste Azul de Trypan mostra-se aceitável para a determinação da 

integridade da membrana plasmática antes do transplante celular (De Boer et al., 

2002). Contudo, a verificação da viabilidade celular por este método não leva em 

consideração a presença do fenômeno da apoptose. 

Os dados obtidos neste estudo estão próximos aos achados de Chauffaille et al., 

2003, que, em seus experimentos com células da medula óssea criopreservadas, 

mostraram que a viabilidade fornecida pelo método Azul de Trypan, antes e após a 

preservação a uma temperatura de -80ºC foi, em média, 98,8% e 78,5%, 

respectivamente. Kudo et al., 2005, mostraram que, em um experimento de 

criopreservação de células progenitoras do sangue periférico, os resultados 

forneceram uma viabilidade média de 98,4 % antes da criopreservação e de 90,0 % 

após este processo, utilizando o método Azul de Trypan. 

Entretanto, Bustamente et al., 1998, afirmaram que a viabilidade analisada pelo 

método do Azul de Trypan, em um tipo celular específico como os cardiomiócitos, 

não reflete condições fisiológicas normais de integridade das células. Desta forma, 

sugere-se a utilização de testes adicionais de investigação e verificação da 

funcionalidade das células. 

A integridade da membrana plasmática também pode ser determinada por meio de 

marcadores de apoptose. 

A proteína Anexina, a qual possui afinidade para fosfolipídios expostos na superfície 

da membrana plasmática, avalia estágios de apoptose. A anexina pode ser utilizada 

para a detecção da perda de viabilidade celular in vitro (Tait et al., 2004). 
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 Neste estudo, na etapa anterior à criopreservação, a positividade para o 

marcador Anexina foi em média de 15,02%. Após este processo, a positividade 

encontrada foi em média de 31,21%. Sugere-se, desta forma, um aumento 

significativo da apoptose nas células-tronco mesenquimais, pois a membrana 

plasmática é a estrutura mais lesada neste processo, por estar em contato com as 

soluções cristalizadas que formaram gelo no interior da célula, bem como nas 

soluções extracelulares. 

A positividade do marcador 7-AAD, o qual é um corante que penetra no interior da 

célula, atingindo o DNA nuclear, mostrou-se praticamente estável antes e após a 

etapa de criopreservação, não sendo encontrada significância estatística. Os valores 

anteriores à criopreservação foram em média de 16,79%. Após este processo, os 

valores encontrados foram de 20,64%, em média. De posse destes dados, infere-se 

que as células, apesar de terem sofrido um processo de criopreservação e posterior 

descongelamento, produziram baixa alteração da permeabilidade celular, sem 

significância estatística. 

De Boer et al., 2002, afirmaram que o corante 7-AAD possui as mesmas 

propriedades que o corante Azul de Trypan. Isso nos leva a sugerir que o corante 

em questão, 7-AAD, também é suscetível de produzir artefatos em sua análise, 

interferindo na veracidade e na qualidade desta determinação. Entretanto, Höppner 

et al., 2002, afirmaram que o corante 7-AAD possui a propriedade de penetrar 

rapidamente no interior celular, unindo-se com uma afinidade muito alta ao DNA 

nuclear. Embora tais afirmações sejam largamente difundidas no meio científico, tal 

fenômeno não foi observado nas células-tronco mesenquimais coletadas da medula 

óssea de ratos Wistar. 

Neste estudo, os valores de positividade do marcador Anexina foram maiores que 

aqueles fornecidos pelo corante 7-AAD. Corroborando os achados deste estudo, 

Kam et al., 2000, afirmaram que, em um processo apoptótico, os corantes 

supravitais são capturados apenas no final deste processo. Sugere-se tal afirmativa 

como uma justificativa para a diferença encontrada nos marcadores. 

 O estudo mostrou evidências de que, se comparados entre si nos momentos 

pré e pós-criopreservação, os marcadores que fazem parte do método Citometria de 
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fluxo não mostraram diferença estatística significante. Porém, é possível sugerir que 

há uma tendência de o marcador de apoptose Anexina ser mais sensível que o 

marcador 7-AAD. 

 Humpe et al., 2005, sugeriram que o método Citometria de fluxo, utilizando o 

corante 7-AAD para a determinação da viabilidade celular, forneceu dados de 

diferença significativa se comparado com o método da determinação da viabilidade 

utilizando o corante Azul de Trypan. Por meio do método Azul de Trypan, os 

resultados da viabilidade celular fornecidos foram de diferença significativa se 

comparados com o método da Citometria de fluxo. 

Os valores indicativos de morte celular pelo método da Citometria de fluxo são 

derivados da marcação comum dos marcadores 7-AAD e Anexina. O intuito deste 

parâmetro é identificar o percentual de células que estão realmente mortas, ou seja, 

aquelas células que, além de expor o fosfolipídio fosfatidilserina, translocando-o do 

interior para o exterior celular, também já produziram poros na estrutura da 

membrana plasmática.  

Os valores de morte celular no momento pré-criopreservação foram em média de 

14,48%. Após este processo, os valores foram em média de 33,75%. Foram 

encontrados valores de morte celular significativos na criopreservação das células-

tronco mesenquimais. Da mesma forma, Humpe et al., 2005, afirmaram que a 

criopreservação e o descongelamento de células podem resultar em morte celular 

de valores significativos, assim como em processos de apoptose. 

 Neste estudo, os valores de viabilidade celular obtidos pelo método Citometria 

de fluxo, na etapa pré-criopreservação, foram em média de 85,52%. Após este 

processo, os valores encontrados foram em média de 66,25%. Foram encontrados 

valores de significância estatística. 

 A determinação da viabilidade celular pelo método da Citometria de fluxo 

fornece valores próximos da real situação de integridade da membrana plasmática, 

por combinar marcadores que avaliam apoptose e porosidade celular. 

Para a comparação dos testes de viabilidade pelo método do Azul de Trypan e pelo 

método da Citometria de fluxo, no período pré-congelamento, foi possível observar, 
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com o respaldo dos testes estatísticos, uma diferença significativa entre tais 

métodos.  

De posse destas informações, sugere-se que os métodos Azul de Trypan e 

Citometria de fluxo possuem diferenças significativas quanto ao grau de 

sensibilidade. 

O mesmo acontece na comparação dos dois métodos no período pós-

congelamento, no qual também foram encontradas diferenças significativas. 

Os achados deste estudo sugerem que o método da Citometria de fluxo possui 

maior sensibilidade para a determinação da viabilidade celular. Humpe et al., 2005 

afirmaram que este método é objetivo, fornecendo dados claros e de fácil 

interpretação. Os autores enfatizaram ainda que, em face dos diferentes métodos de 

avaliação da viabilidade celular atualmente disponíveis, seria necessária uma 

padronização das técnicas. Além disso, sugeriram que padrões interlaboratoriais de 

análises de células criopreservadas deveriam ser implementados para melhorar o 

controle de qualidade das amostras. 

Divergindo dos resultados encontrados neste estudo, Kim et al., 2002, realizaram um 

experimento com células hematopoiéticas CD34+, obtidas de cordão umbilical. A 

viabilidade durante o período de cultivo celular foi determinada pelo método do Azul 

de Trypan e pela Citometria de fluxo, por meio da combinação da molécula anexina 

V e do corante 7-AAD. Os resultados indicaram que a viabilidade foi de 88±6% pelo 

método de Azul de Trypan, e 95±2% por Citometria de fluxo, sugerindo uma maior 

sensibilidade do primeiro método. 

Os valores obtidos por este estudo, tanto na etapa pré criopreservação quanto na 

etapa pós-criopreservação, foram superiores na determinação da viabilidade celular, 

quando utilizado o método Azul de Trypan, ao método da Citometria de fluxo. Disso 

se depreende que o método pela Citometria de fluxo fornece valores que refletem o 

real estado de integridade celular, os quais são produzidos pela combinação dos 

dois diferentes parâmetros. O método Azul de Trypan apresenta artefatos em sua 

determinação; os valores por ele fornecidos podem não refletir o real estado de 

integridade celular. Na determinação da viabilidade celular por este método, o 

corante pode, inclusive, mascarar a positividade das células, uma vez que tal 
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corante é capaz de corar também estruturas que não sejam células, mas fragmentos 

de morfologia semelhante às células.  

A importância da etapa de cultivo celular relaciona-se à obtenção de uma maior 

quantidade de células. O período de cultivo das células-tronco mesenquimais 

estabelecido neste estudo foi de duas semanas. Experimentos foram realizados nos 

quais células-tronco obtidas do cordão umbilical foram cultivadas em um período 

que variou de três a cinco semanas, sendo observadas características morfológicas 

semelhantes a fibroblastos, peculiares a este tipo celular (Lee et al., 2005). O 

período estabelecido neste estudo foi devido a fatores externos, alheios ao bom 

andamento do experimento, durante o qual foram observadas contaminações nos 

frascos de cultivo. Em duas semanas foi possível observar o crescimento das células 

em cultivo, bem como as características morfológicas semelhantes a fibroblastos.  

A obtenção das células da medula óssea pode ser realizada por meio de punção 

aspirativa ou eutanásia dos animais; em relação ao tempo decorrido entre a coleta 

das células da medula óssea e o início da técnica de separação celular, pode ter 

ocorrido uma possível diminuição da viabilidade celular, uma vez que as células, 

apesar de estarem em contato com o meio de cultivo, estão privadas de aporte de 

oxigênio e moléculas nutrientes adequadas. 

A diminuição da viabilidade celular, observada no momento em que as células foram 

retiradas do frasco de cultura, pode ser relacionada à ação de substâncias utilizadas 

nas etapas experimentais do estudo, como a enzima tripsina, por exemplo. Mazur et 

al.,1972, afirmaram que a tripsina, enzima utilizada para desagregar as células 

aderidas à superfície de crescimento do frasco de cultivo, afeta a integridade celular.  

Em relação à técnica utilizada neste estudo, sugere-se que as substâncias 

presentes nas etapas do experimento podem ter interferido em algum momento do 

processo.  

 O agente crioprotetor DMSO é o mais utilizado em protocolos de 

criopreservação. A escolha deste crioprotetor foi devida ao fato de que o mesmo é 

largamente utilizado para a criopreservação de progenitores hematopoiéticos. 

Entretanto, é possível a utilização de outros agentes crioprotetores, como o glicerol e 

o etilenoglicol (Milosevic et al., 2005). 
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O DMSO pode ser utilizado em várias concentrações: 2%, 4%, 5% ou 10%. Neste 

estudo, foi utilizada a concentração de 10%, a qual é largamente empregada em 

protocolos de criopreservação de células da medula óssea. Entretanto, em face da 

possibilidade de utilização das concentrações supracitadas, sugerem-se novos 

estudos em nível de investigação do comportamento das células-tronco 

mesenquimais da medula óssea. Em um estudo comparativo, testou-se a viabilidade 

de células progenitoras do sangue periférico frente às concentrações 2%, 4%, 5% e 

10%, bem como a concentração celular criopreservada. Os resultados sugeriram 

que a concentração de 5% de DMSO mostrou ser uma dose ótima para o 

armazenamento deste tipo de célula (células progenitoras do sangue periférico), e a 

concentração celular ideal não deve ser superior a 200 x 106 células/mL (Liseth et 

al.,2005).  

O agente crioprotetor DMSO também pode ser utilizado em associação a outros 

agentes crioprotetores, como foi observado nos estudos de Ha et al., 2005. Os 

autores, após experimentos de comparação de diferentes concentrações de DMSO, 

sugeriram que o mesmo pode ser utilizado a 5%, juntamente com soro bovino fetal a 

50% e 10% de etilenoglicol, em um processo de criopreservação sem um 

decaimento controlado de temperatura. 

Para estudos posteriores, sugere-se uma comparação da utilização do DMSO com 

várias outras concentrações, inferiores ou superiores, bem como a comparação com 

outros agentes crioprotetores e diferentes concentrações de soro bovino fetal. 

Também é possível a adição de diferentes substâncias ao meio de congelamento de 

células de origem hematopoiética, como relatado por Sasnoor et al., 2005, os quais 

adicionaram catalase e trealose ao meio de congelamento das células. Os 

resultados indicaram que a adição destes agentes preservou a capacidade de 

adesão das células quando transplantadas.  

A utilização de outros agentes crioprotetores, em detrimento do DMSO, possibilita a 

terapia com células criopreservadas sem o inconveniente dos efeitos adversos 

provocados por este crioprotetor.  



 

 

48

A temperatura de armazenamento influi de uma maneira significativa nos processos 

de criopreervação. Técnicas que utilizam as mais baixas temperaturas melhor 

preservam as células, em termos de viabilidade e apoptose (Fowke et al., 2000). 

A taxa de decaimento de temperatura atua como um fator crítico que pode afetar a 

recuperação das células pós-criopreservação. A taxa ideal de decaimento de 

temperatura descrita na literatura é de 1ºC por minuto. Os protocolos de 

criopreservação de amostras biológicas citam a utilização de congeladores 

automáticos, através do qual é possível o monitoramento da diminuição de 

temperatura (Shen et al., 2003).  

Neste estudo, pela falta de um equipamento de monitoramento de temperatura, o 

decaimento da temperatura foi baseado em cálculos aproximados, sendo que no 

início do procedimento, a temperatura registrada era de -4ºC, e no final do processo, 

antes do armazenamento em nitrogênio líquido, a temperatura alcançada era de -

90ºC. O tempo decorrido durante todo este processo foi de 70 minutos. 

Sugere-se que a falta de um monitoramento adequado de temperatura pode 

interferir na qualidade da viabilidade das células criopreservadas. 

Em relação ao tempo de criopreservação de amostras biológicas, a literatura 

não estabelece um período ideal de armazenamento para análises posteriores. 

Liseth et al, 2005, relataram períodos de armazenamento de seis a oito semanas, 

discutindo sobre a concentração do agente crioprotetor e a concentração celular 

ideal. Kotobuki et al, 2005, relataram experimentos nos quais utilizaram períodos 

variáveis de criopreservação, 9 dias a 37 meses. Muramaki et al., 2003, relataram 

casos nos quais a criopreservação de amostras de células-tronco do sangue 

periférico foi eficaz após cinco anos de criopreservação.  O período de 

armazenamento escolhido, 1 mês, foi suficiente para se analisar os efeitos da 

criopreservação sobre as células; sugere-se, pois, que não importa o período de 

tempo armazenado, mas sim o número de ciclos congelamento-descongelamento 

aos quais as células são submetidas. 

Desse modo, devido à falta de um período ideal de armazenamento, durante o qual 

seria possível uma análise do comportamento celular a baixas temperaturas, 

padronizou-se para este estudo o período de um mês.  
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Embora dados da literatura relatem os danos decorrentes de processos de 

criopreservação de células, Dumont et al., 2004, sugeriram que os protocolos de 

criopreservação devem fornecer a maior taxa possível de recuperação da viabilidade 

celular, pois este é o método mais comumente utilizado de armazenamento celular. 

Para este estudo foi proposta a utilização de um teste para evidenciar o grau de 

alteração da integridade da membrana plasmática, aludindo à hipótese de que o 

processo de apoptose é induzido pela criopreservação. Abrahamsem et al., 2002, e 

Humpe et al., 2005, utilizaram a apoptose como uma forma de verificação da 

viabilidade celular.  

A importância em relacionar os efeitos da criopreservação ao fenômeno da apoptose 

deve-se ao fato de que este é um processo característico por apresentar 

translocação dos fosfolipídios da membrana plasmática, quando a membrana celular 

sofreu algum tipo de agressão. 

 Foram encontradas, com o término deste estudo, alterações morfológicas 

celulares em nível de membrana celular, refletidas em termos de apoptose. 

Guimarães et al., 2004, afirmaram que esta é uma forma de morte celular na qual 

certas características morfológicas se fazem presente, como a perda de assimetria 

da membrana plasmática e a perda de sua capacidade de adesão. 

Sugere-se, de posse dos dados obtidos neste estudo, que a detecção da apoptose 

em processos de criopreservação é uma confirmação dos danos que este processo 

pode causar às células. Pincet et al., 1994, relataram danos que um processo de 

criopreservação pode causar a amostras biológicas, principalmente aqueles que se 

referem à membrana plasmática. 

 Os métodos disponíveis para a determinação da apoptose procuram ser cada 

vez mais precisos. Para tanto, a combinação de diferentes moléculas e corantes se 

faz presente em vários testes disponíveis atualmente, cujo objetivo é aumentar a 

sensibilidade e a especificidade das técnicas. Em se tratando de detecção da 

apoptose, verifica-se que os métodos utilizam-se desta propriedade com o intuito de 

refletir para o pesquisador o real estado de integridade da membrana plasmática, 

evitando, desta forma, o uso de corantes únicos que produzem artefatos durante a 

análise, comprometendo a qualidade do teste. 
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 De posse dos dados, foi possível verificar o comportamento da amostra em 

toda a trajetória do estudo. Sugere-se, desta forma, que a diminuição da viabilidade 

celular foi devida ao estresse físico, ou seja, condições artificiais de cultivo das 

células e o processo de criopreservação provocaram a perda de viabilidade celular. 

 A identificação das células-tronco mesenquimais neste estudo não foi 

realizada por marcação fenotípica, como sugeriu Kotobuki et al., 2005, sendo 

negativa para os marcadores de células hematopoiéticas (CD14, CD 34, CD45 e 

HLA-DR) e positiva para os marcadores mesenquimais (CD29 e CD105); mas 

apenas por características morfológicas, pela sua semelhança a fibroblastos em 

cultura, e pela sua capacidade de adesão à superfície de crescimento dos frascos 

de cultivo, bem como a marcação com o anticorpo anti-vimentina, o qual marca 

células de origem mesenquimal. 

A análise da viabilidade celular, de acordo com o que se depreende deste estudo, 

mostra-se como um parâmetro fidedigno para a avaliação do real estado de 

integridade de amostras biológicas, incluindo tipos celulares específicos. Também é 

possível avaliar a funcionalidade das células por meio da atividade de enzimas 

específicas relacionadas ao tipo celular em questão (Suh et al., 1999). 

 Lee et al, 2004, realizaram um experimento onde cultivaram células-tronco do 

cordão umbilical após um processo de criopreservação. Os resultados indicaram que 

o número de células CD34+/CD38- aumentou após o cultivo celular. Nesse estudo a 

viabilidade não foi determinada, tomando-se como parâmetro para a efetividade da 

integridade celular a capacidade que estas células possuem para se expandir em 

cultivo, evidenciada pelo aumento do seu número em quantidade. Os autores 

sugerem que serão necessários estudos futuros relacionados à efetividade do 

transplante dessas células após o cultivo celular, avaliando também os receptores 

que tais células expressam. Em se tratando das células-tronco mesenquimais, os 

achados deste estudo sugerem que serão necessárias maiores investigações acerca 

do comportamento destas células antes e após o congelamento. 

 Sugere-se, para estudos posteriores, continuidade do mesmo tipo de estudo a 

fim de verificar a funcionalidade das células-tronco mesenquimais quanto ao seu 

grau de proliferação e adesão.   
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 Apesar de o processo de criopreservação ser considerado o melhor método 

de armazenamento de amostras biológicas, foram constatados valores de morte 

celular significativos no término deste estudo. Deste modo, sugere-se que os 

protocolos de criopreservação ainda necessitam de um maior refinamento no seu 

desenvolvimento. 

Infere-se, com o término do estudo, que é necessária uma contínua busca 

para o aperfeiçoamento de técnicas de criopreservação de amostras biológicas em 

baixas temperaturas, assim como métodos cada vez mais sensíveis de 

determinação da viabilidade celular, cujo objetivo seja refletir o real estado de 

integridade celular, após processos indutores de danos celulares. 
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6  CONCLUSÃO 

 

Baseado nos dados deste estudo, sugere-se que a criopreservação das 

células-tronco mesenquimais induziu morte celular tanto pelo método Azul de Trypan 

como pelo método Citometria de Fluxo, de forma significativa. 

 

 Sugere-se que o método de determinação da viabilidade celular Citometria  

de Fluxo é mais sensível que o método Azul de Trypan, pela sua maior  

sensibilidade em identificar células mortas, tanto no período pré como no período 

pós- 

criopreservação,  

 

Não houve diferença estatística significativa entre os marcadores Anexina e 7-

AAD, tanto no período pré como pós-criopreservação, para a determinação da 

viabilidade celular. 
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Anexo 1: Tabela de resultados obtidos com os métodos de determinação da 

viabilidade celular, os quais originaram os gráficos e demais tabelas do 

capítulo Resultados. 

 
 

Tabela de resultados de experimentos 

       

Parâmetros Pré-Congelamento Número do 
Experimento Contagem 

absoluta 
Viabilidade Azul 

de Tripan % 
% céls. 7-

AAD + 
% céls. 

Anexina +
Morte 

Celular 
Viabilidade 
Citometria 

Rato 1 1,5 x106 95,83 26,7 24,3 23,78 76,22 
Rato 2 1,08 x 106 92 15,99 19,44 12,7 87,3 
Rato 3 1,5 x106 96 13,33 14,74 20,83 79,17 
Rato 4 1,5 x106 97 11,42 12 10,64 89,36 
Rato 5 1,5 x106 95 18,55 22,08 23,37 76,63 
Rato 6 1,6 x106 95,34 15,54 13,12 13,69 86,31 
Rato 7 1,2 x106 95,45 15,65 11,4 11,63 88,37 
Rato 8 1,5 x106 90,9 24,31 13,34 10,73 89,27 
Rato 9 1,6 x106 96 11,94 9,3 8,2 91,8 

Rato 10 1,6 x106 94,12 14,44 10,5 9,24 90,76 
       
       
       

Parâmetros Pós-Congelamento 
Número do 

Experimento Contagem 
absoluta 

Viabilidade Azul 
de Tripan % 

% céls. 7-
AAD + 

% céls. 
Anexina +

Morte 
Celular 

Viabilidade 
Citometria 

Rato 1 2,3 x106 92,1 35,88 26,67 26,18 73,82 
Rato 2 1 x106 90 20,85 24,01 29,01 70,99 
Rato 3 3,2 x106 93,33 22,78 22,83 30,62 69,38 
Rato 4 2,85 x106 83,33 21,36 27,96 29,26 70,74 
Rato 5 3,6 x106 89,9 19,13 26,79 28,82 71,18 
Rato 6 4,0 x106 89 13,74 34,67 33,98 66,02 
Rato 7 4,5 x106 92,85 8,91 27,59 42,23 57,77 
Rato 8 5,35 x106 90,24 41,17 30,36 29,91 70,09 
Rato 9 4,7 x106 93 7,44 31,05 32,36 67,64 

Rato 10 1,6 x106 92 15,13 60,13 55,14 44,86 
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Anexo 2: Requerimento para importação de material para pesquisa científica. 
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Anexo 3: e-mail de solicitação de suporte técnico à empresa fornecedora do 

reagente Annexin V Apoptosis Detection Kit 

 

De: Fernanda_C_Natalone@bd.com [mailto:Fernanda_C_Natalone@bd.com] 

Enviada em: segunda-feira, 12 de setembro de 2005 12:07 

Para: claudia.pardi@ambriex.com.br 

   

I'm not sure if Annexin V/7-AAD staining will tell which cells are 

"functional" vs. just being "alive". 

7-AAD is a live/dead cell discriminator, so anything that has retained 

membrane integrity will not take up the dye (therefore "alive"). 

 

Cells which are in the early stages of apoptosis should still have an 

intact membrane, but if has "flipped" to expose the phosphatidylserine, 

then the Annexin will bind (but 7-AAD should not get in).  Technically, 

these cells are still alive, but I don't know how functional they would be 

(in terms of normal function).  Cells that are Annexin V and 7-AAD negative 

should theoretically still be "normal", or they may just not have reached 

the stage of apoptosis where the outer membrane begins to "flip". 

 

In later stages of apoptosis where there is a loss of membrane integrity, 

cells should be both 7-AAD and Annexin V positive.  Actually, any cell that 

has lost membrane integrity will be double positive, regardless of the 

method of cell "death". 

 

I suppose it depends on the customer's definition of alive and functional, 

and what exactly they want to find out. 

 

(Embedded image moved to file: pic11812.gif) 

Fernanda C Natalone - Support Analyst / Biosciences 
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Anexo 4: Classificação de Periódicos, segundo site da Capes, do Journal of Cellular 

Biochemistry, para o qual o artigo foi enviado. 
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Apêndice 1: Carta de aceitação do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais da  

Pontifícia Universidade Católica do Paraná. 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

    

RREEQQUUEERRIIMMEENNTTOO  PPAARRAA  IIMMPPOORRTTAAÇÇÃÃOO  DDEE  MMAATTEERRIIAALL  PPAARRAA  PPEESSQQUUIISSAA  CCIIEENNTTÍÍFFIICCAA  

 

I TÍTULO E OBJETO DA PESQUISA II-  PERÍODO NECESSÁRIO PARA REALIZAÇÃO 
DA PESQUISA 

TITULO:ANÁLISE DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA 
MEDULA ÓSSEA DE RATOS WISTAR SUBMETIDAS À 
CRIOPRESERVAÇÃO. 

 

01/10/2004 a 30/04/2005 

III-NOME/END. COMPLETO DA INSTITUIÇÃO REMETENTE IV-PAÍS DE FABRICAÇÃO DA MERCADORIA IMPORTADA 

Nome: PROLAB SALES INC 
Endereço: 11601 WILSHIRE BLVD, LOS ANGELES, CA90025, USA 

USA 
 

V- PAÍS DE ORIGEM DA MATÉRIA  PRIMA VI- PAÍS DE PROCEDÊNCIA DA MERCADORIA 
USA 
 

USA 
 

VII-PRAZO DE VALIDADE DA MERCADORIA IMPORTADA VIII-NOME E ENDEREÇO COMPLETO DO IMPORTADOR 
A VALIDADE CONSTARÁ DA PETIÇÃO DO ARTIGO 2º DO 
REGULAMENTO RDC 001/2003 
 

IMPORTAÇÃO, INDÚSTRIA E COMÉRCIO AMBRIEX S/A 
RUA TUPI, 535 – SÃO PAULO – SP  
CEP 01233-907 

IX- NOME E ENDEREÇO COMPLETO DA INSTITUIÇÃO 
DESTINATÁRIA 

X- NOME E ENDEREÇO COMPLETO DO LOCAL ONDE SERÁ 
REALIZADA A PESQUISA 

Nome:PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA 
DO PARANA - PUC-PR 
Endereço: RUA IMACULADA CONCEIÇÃO, 155  
PRADO VELHO CURITIBA-PR-BRASIL CEP 
80215-901 

Nome:LABORATÓRIO EXPERIMENTAL DE 
CULTIVO CELULAR - PUC-PR 
Endereço: RUA IMACULADA CONCEIÇÃO, 155  
PRADO VELHO CURITIBA-PR-BRASIL CEP 
80215-901  

 

XI-NÚMERO DO DOCUMENTO E IDENTIFICAÇÃO DO ÓRGÃO 
COMPETENTE QUE REALIZOU A PESQUISA, QUANDO COUBER 

XII-NOME E RESPECTIVO REGISTRO NO CONSELHO DE CLASSE 
DO PESQUISADOR DA INSTITUIÇÃO RESPONSÁVEL PELA 
PESQUISA 

NR. DO DOCUMENTO: NÃO HÁ 

 

NOME DO ÓRGÃO: CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA 

NR. DO REGISTRO: 15356 

XIII-LICENÇA SANITÁRIA OU DOCUMENTO CORRESPONDENTE VÁLIDA, EXPEDIDO PELA AUTORIDADE COMPETENTE NO ESTADO, 
MUNICÍPIO, OU DISTRITO FEDERAL ONDE SE ENCONTRA O LABORATÓRIO ANALISTA, QUANDO SE TRATAR DE EXIGÊNCIA 
OBRIGATÓRIA CONSTANTE EM LEGISLAÇÃO PERTINENTE. 
NÃO HÁ EXIGÊNCIA 
 

 

XIV CÓDIGO OU IDENTIFICAÇÃO DA MERCADORIA IMPORTADA SOB PESQUISA E XVI INSCRIÇÃO 
PARA FINS DE IDENTIFICAÇÃO DO PRODUTO 
QTD CÓDIGO DESCRIÇÃO DO PRODUTO 
01 559763 Reagente imunológico anexin-V marcado com PE, 100 testes. Deve ser transportado e armazenado 

a 4°C. 
                  
                  
                  



 

 

                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
XV TIPOS DE EMBALAGEM PRIMÁRIA E SECUNDÁRIA ADEQUADA A MERCADORIA IMPORTADA 

EMBALAGEM PRIMÁRIA: FRASCOS                                                                       EMBALAGEM SECUNDÁRIA: CAIXA DE ISOPOR 

XVIII- NÃO UTILIZAÇÃO DA MERECADORIA EM SERES HUMANOS 

Os produtos não serão utilizados em seres humanos. Assumo inteira responsabilidade administrativa, civil e penal pelas informações contidas nesta Declaração, bem 
como pelo acondicionamento, transporte e manipulação , material de publicidade, pela não utilização em seres humanos, guarda e uso dos produtos e substâncias 
importadas, e por eventuais danos causados à saúde das pessoas e ao meio ambiente. 

 
 
LOCAL E DATA: CURITIBA, 05 de OUTUBRO de 2004 
 
____________________________
______ 
Nome (chefe): LUIZ CESAR 
GUARITA SOUZA 
C.R.M nº 15356 

 
__________________________________ 
Nome (pesquisador):  CAMILA CAPUCHO 
CURY 
C.R.F nº 13581 
 


