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ALIACAQ DE MORTE
PROGRAMADA DE CELULAS
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INTRODUCAO

Em todo mundo sao gastos milhares de
dolares todos os anos em tratamentos para
reduzir sintomas de doencas sem cura efe-
tiva. Os problemas ortopédicos que atingem
em sua maioria idosos, sao de grande im-
portincia econdémica para a sociedade, pois
requerem muitas intervencoes cirurgicas.
Essas intervencdes muitas vezes nio obtém
os resultados bons esperados em longo pra-
zo. Uma das formas para reduzir os gastos
e melhorar a qualidade de vida do pacien-
te, quanto a possiveis rejeicoes e incOmo-
dos com proteses, sio os auto-transplantes,
que se caracterizam pela retirada de materi-
al autdlogo e, apds a realizacdo de cultura
celular em laboratério, o re-implante’.
Estas consideracdes se aplicam, entre ou-
tras, a transplantes de cartilagem em paci-
entes que apresentam doengas como a os-
teoartrite e a artrite reumatéide. Estas sao
doencas degenerativas, sem cura efetiva,
apenas com tratamento sintomdtico e pali-
ativo.

Os tratamentos que vém sendo desenvolvi-
dos, mais recentemente, envolvem a terapia
celular. Esta terapia consiste em produzir a
cartilagem articular “in vitro” para realiza-
cao de transplantes autdlogos, com a finali-
dade de regenerar o tecido lesado. A pro-
ducio de tecido “in vitro” se faz a partir de
células do proprio paciente e, como nao ha
incompatibilidade imunolégica, as chances
de rejeicio sao extremamente reduzidas®
Uma das formas de se realizar um trans-
plante autdlogo ¢ utilizar condrocitos retira-
dos da cartilagem do paciente. Os condré-
citos devem ser cultivados em matriz tridi-
mensional (scaffolds) para nao perderem seu
fendtipo, durante trés a quatro semanas, €
depois, transplantado para a drea lesada’.
Estudos anteriores demonstraram que o fe-
notipo dessa cartilagem teve alta variaco,
obtendo-se cartilagem do tipo hialina, fibro-
cartilagem e os dois tipos juntos’. Embora
se verifique uma variacao de fendtipo, a
maioria dos transplantes feita em outras
demonstracdes aponta sucesso em cerca de
80% °. Esta taxa poderia ser melhorada se
estudos induzissem nao sé a producio de
matriz extracelular para formaciao do teci-
do, mas também a proliferacao celular dos
condrécitos, até porque, essas células estio
sendo cultivadas em ambiente estranho, e
podem apresentar morte celular precoce.

Ilustracdo 01: Pérola de alginato de
sodio com células (aumento 20X)

Ainda assim, este tipo de transplante é
contra-indicado em paciente com lesdes
provocadas por osteonecrose, condro-
calcinose, osteoartrite, artrite reumatoi-
de e meniscectomia total®.

Nos ultimos trés anos, com o avang¢o na
tecnologia de células-tronco, um segun-
do tipo de cultivo celular vem sido tes-
tado. Ele consiste em cultivar células-
tronco mesenquimais e diferencid-las em
condrécitos. Essas células mesenquimais
(ou células do estroma medular — CTMs)
estao presentes na medula 6ssea em

Ilustracio 02: Formacao de grupos
isogenos pelos condrécitos cultivados
dentro da pérola de alginato de sédio

baixissima quantidade (0,01% a 0,001%
do total de mononucleares) e sio capa-
zes de serem diferenciadas (dependen-
do do ambiente local e estimulos trofi-
cos) em condroécitos, osteoblastos, adi-
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Griafico 01: Média das viabilidades celulares de cultura de condrécitos em péro-
la de alginato (tridimensional) durante 3 semanas de cultivo. Linha azul: viabilida-
de celular feita por citometria de fluxo e marcacio com anexina V e iodeto de

propideo. Linha rosa: viabilidade celular feita por corante de viabilidade (azul de

tripan) e Camara de Neubauer

pocitos e midcitos 7.

A dificuldade existente nesta técnica é
expandir as CTMs em laboratério para
obtencao de cultura homogénea e faci-
litar a sua diferenciacio em outros tipo
celulares. Infelizmente, na literatura, é
dificil de achar trabalhos bisicos sobre
isolamento, expansio e caracterizacio
das CTMs, e a base do conhecimento
sobre essas células que possuem pro-

Momento Anexina V
1" semana 65,33%
2" semana 64,76%
3semana 61,09%

balho, foi utilizada a matriz tridimensio-
nal de alginato de sédio. Essas células
foram cultivadas em laboratério sem
estimulo de proliferacio como € descri-
to na literatura. Assim, observando a vi-
abilidade celular em cultura tridimensi-
onal e a progressao de morte celular por
apoptose podemos avaliar se essas cé-
lulas tem condicoes de serem re-implan-
tadas em lesoes de tecido cartilaginoso

lodeto de Anexina V + PI
Propideo
36,56% 31,48%
43,74% 37,77%
73,58% 37,83%

Tabela 01: Anilise das médias de expressio de anexina V e iodeto de propideo

nas culturas durante 3 semanas de cultivo

priedades muito intrigantes, é deixada
de lado. A maijoria trata sobre as possi-
veis diferenciacdes e transplantes.

O estudo da apoptose (morte celular pro-
gramada) é importante pois, esse fend-
meno pode ser desencadeado por esti-
mulos diversos, presentes ou ausentes
na cultura celular, como: hormoénios ou
fatores tréficos, toxinas, competicao ne-
gativa entre as células, etc. Assim, ao
analisarmos a extensiao da progressao
da apoptose, podemos corrigir a cultura
com o que estiver faltando ou sobran-
do para as células.

Para o cultivo de condrdcitos, neste tra-

para regenera-lo. E, também, contribui-
mos com dados basicos, que faltam na
literatura.

Para o cultivo de CTMs em monocama-
da, avaliamos dados bdsicos que, tam-
bém, faltam na literatura como viabili-
dade celular ao longo da cultura, pro-
gressao do crescimento das CTMs du-
rante a cultura de células mononuclea-
das do sangue de medula éssea, e a
progressao da morte celular por apop-
tose.

Além de avaliar os indices de apoptose
nas culturas celulares, ainda foi possi-
vel, ainda, comparar, duas técnicas de

viabilidade celular (1) a técnica mais
amplamente utilizada para observacio
de viabilidade celular que consiste em
usar o corante de viabilidade celular azul
de Tripan junto com a Ciamara de Neu-
bauer; (2) e a técnica por marcagio com
anexina V (conjugada com FITC - isoti-
cianato) e iodeto de propideo com pos-
terior andlise por Citometria de Fluxo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa e os animais utiliza-
dos estavam sob cuidados no Biotério
da Faculdade de Medicina de Botucatu
— UNESP.

Coleta da cartilagem e processamen-
to: foram coletadas raspas de tecido car-
tilaginoso de coelhos machos. As amos-
tras passaram por processamento em
laboratério para destruicao da matriz
extracelular e liberacdo dos condréci-
tos. A digestao do tecido foi feita com
incubacao a 37°C por 45 minutos com
tripsina a 0,25%, apds a retirada da trip-
sina, foi feito nova incuba¢io com hia-
luronidase na mesma condi¢io anterior
e por ultimo, apds a remocao da hialu-
ronidase, o tecido foi incubado com
colagenase tipo I em estufa a 37°C por
18 horas.

Inclusdo dos condrocitos em pérola
de alginato: fez-se necessirio o uso de
matriz tridimensional para o cultivo de
condrécitos, para esses nio perderem
seu fendtipo. Optou-se pelo hidrogel de
alginato de sodio para realizacio de
matriz tridimensional pois € um material
reabsorvivel, podendo ser re-implanta-
do diretamente nos organismos. Para isto
foi preparado uma solucao de alginato
de sodio 1,2% em cloreto de cilcio a
155mM. O pellet celular de condrécitos
foi ressuspenso na solucao de alginato
de sodio e colocado em uma seringa de

Ilustragido 03: Viabilidade celular por
azul de tripan em Camara de Neubau-
er. Células nao vidveis estio coradas
em azul
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Ilustracdo 04: Condrocitos marcados com anexina V (FL1) e iodeto de propideo
(FL3). Em azul e ciano temos expressao de anexina V; em verde e ciano temos
expressao de iodeto de propideo, e somente o ciano representa a coexpressao de
anexina V e iodeto de propideo. A maior parte da cultura em cinza sio as células
que ndo expressaram os marcadores, sendo consideradas células viaveis. Ao lado,
temos a legenda que mostra a porcentagem de cada cor (isto € cada expressio)

1mL. Foi feito o gotejamento da soluc¢io
da seringa em cloreto de sédio a 55mM
para a formacio das pérolas de algina-
to. Essas foram cultivadas em meio
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dia Meio - GIBCO® suplementado com
F-12 Nutrient Mixture (Ham) - GIBCO®,
com troca a cada dois dias.

Dissolucdo da pérola de alginato para
liberacgdo de condrocitos: as pérolas de
alginato foram incubadas a temperatura
ambiente com citrato de sédio a 165mM
por uma hora. Apds contrifugacio, o
pellet celular formando foi ressuspenso
em meio de cultura.

Coleta de medula ossea e processa-
mento: foi retirado 5 mL de medula 6s-

Ilustracao 05: Aumento 20X. Trés
semanas de cultivo (apds segunda pas-
sagem) das células mononucleadas da
medula 6ssea. Na microscopia de luz
contrastadada observa-se o aumento da
formaciao de colbnias celulares (nos
circulos).

sea da crista iliaca de coelhos machos
(com heparina para nao coagular). O
sangue foi processado em laboratério
tendo suas células mononucleadas se-
paradas por Ficoll-hypaque® densidade
1.077g/mL como descrito no protocolo
de ZAGO e COVAS, 2006. As células
mononucleadas foram cultivadas em fra-
cos de 25cm? com meio Knockout-DMEM
- GIBCO®.

Tripsinizacdo das culturas: para “sol-
tar” as CTMs que aderiram a placa, foi
feito digestao enzimdtica com tripsina a
0,25% durante 2 minutos.

Viabilidade celular por azul de tripan:
foram coletadas amostras de células e
misturado (v:v) com azul de tripan 0,2%.
A mistura foi colocada na Ciamara de
Neubauer para contagem celular.

Viabilidade celular por marcacdo com
anexina-V e iodeto de propideo: foi
utilizado o KIT “ANNEXIN V-FITC APOP-
TOSIS DETECTION KIT I” - BD Phar-
mingen™ e a marcacao das células foi
feita de acordo com as especificacoes
do fabricante. A leitura foi feita em citd-
metro de fluxo FACSCALIBUR BD[ e a
andlise em software PAINT-A-GATE da
BDO.

Marcagdo das CIM com anti-vimenti-
na: A vimentina é um componente in-
tracelular de caracterizacio das CTM,
portanto sua marcagao € de extrema sig-
nificancia. A permeabilizagao celular foi

feita com saponina a 1% por 15 minutos
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a temperatura ambiente. Apos a remo-
¢ao da saponina por centrifugacao, foi
colocado o anticorpo monoclonal anti-
vimentina e depois um anticorpo secun-
dério conjugado com FITC. A leitura foi
feita por citometria de fluxo FACSCALI-
BUR BDU e a anilise em software PA-
INT-A-GATE da BDO.

RESULTADOS

Cultivo de condrocitos em pérolas de
alginato: Na cultura em pérola de algi-
nato de sédio (ilustracao 01), os con-
drécitos nao perderam seu fendtipo,
continuando como células ovaladas que
formam grupos iségenos (ilustracao 02).

Viabilidade Celular e Progressdo da
Apoptose em Cultura Tridimensional
de Condrocitos: A viabilidade celular foi
analisada por dois métodos (1) por mar-
cacio com anexina V e iodeto de pro-
pideo analisadas por Citometria de Flu-
x0; e (2) usando-se o corante de viabili-
dade celular azul de Tripan com anilise
pela Camara de Neubauer.

Em ambas as andlises, podemos perce-
ber diminuicio da taxa de viabilidade
celular (grafico 01).

Para confrontar as duas metodologias
de avaliacio da viabilidade celular utili-
zou-se o teste nao paramétrico de Mann-
Whitney. Nao houve diferenca signifi-
cativa dos testes para p<0,05.

A progressao da apoptose foi analisada
através da marca¢io com anexina V e
iodeto de propideo, com anilise por ci-
tometria de fluxo. Foi observado que os
niveis de marca¢io com anexina V cai-
ram conforme o tempo de cultivo, en-
quanto os niveis de iodeto de propideo
aumentaram. A coexpressao de ambos
também sofreu leve aumento (tabela 01)
Isso indica diminui¢io da quantidade
de células morrendo por apoptose e
aumento de células em apoptose tardia
ou necrose.

A ilustragao 03 mostra o padrao da ani-
lise feita por corante de viabilidade ce-
lular Azul de Tripan. As células nao vid-
veis, isto ¢ com membrana plasmatica
nao integra, absorvem o corante tornan-
do-se azuis. Nas vidveis, ocorre o con-
trario.

No controle do padrao da andlise por
citometria de fluxo com marca¢io posi-
tiva para anexina V (FL1) e iodeto de
propideo (FL3) e a coexpressio de am-
bos estdo presentes na ilustracio 04.

Cultivo de células mononucleadas: De-
pois de processadas em laboratério, as
culturas de células mononucleadas da
medula 6ssea foram mantidas em cultu-
ra por 4 semanas. Devido a baixa con-
centrac¢ao inicial (maximo de 20,2x10?
cels/mD), na primeira e segunda semana
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Grafico 02: Média das viabilidades celulares de cultura de células

mononucleadas da medula 6ssea durante 4 semanas de cultivo. Linha azul: viabili-
dade celular feita por citometria de fluxo e marcacio com anexina V e iodeto de
propideo. Linha rosa: viabilidade celular feita por corante de viabilidade (azul de

tripan) e Camara de Neubauer
Momento Anexina V lodeto de Anexina V + PI
Propideo
3* semana 22,10% 22 ,48% 9,58%
4* semana 25,75% 20,49% 14,89%

Tabela 02: Andlise das médias de expressao de anexina V e iodeto de propideo
nas culturas durante 2 semanas de cultivo
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Ilustracio 06 Células mononucleadas marcados com anexina V (FL1) e iodeto de
propideo (FL3). Em azul e ciano temos expressao de anexina V; em verde e ciano
temos expressao de iodeto de propideo, e somente o ciano representa a coexpressao
de anexina V e iodeto de propideo. A maior parte da cultura em cinza siao as células
que ndo expressaram os marcadores, sendo consideradas células viaveis. Ao lado,
temos a legenda que mostra a porcentagem de cada cor (isto € cada expressio)

de cultivo, é impossivel realizar qualquer
tipo de teste a respeito de viabilidade
celular, progressiao de apoptose ou quan-
tidade de CTM presente na amostra.
Mesmo assim, conseguimos observar a
progressiao da cultura por microscopia
de luz contrastada (ilustracao 05: trés
semanas de cultura).

A viabilidade celular das células mono-
nucleadas também foi analisada pelos
dois métodos descritos. Em ambas as
andlises, pode-se perceber diminuicio
da taxa de viabilidade celular (grafico
02).

Para confrontar as duas metodologias
de avaliacio da viabilidade celular utili-
zou-se o teste nao paramétrico de Mann-
Whitney. Nao houve diferenca signifi-
cativa dos testes para p<0,05.

A progressao da apoptose foi analisada
através da marcacao com anexina V e
iodeto de propideo, sendo que , os ni-
veis de marca¢do com anexina V au-
mentaram conforme o tempo de culti-
vo, enquanto os niveis de iodeto de pro-
pideo diminuiram.A coexpressiao de
ambos também sofreu leve aumento (ta-
bela 02) Isso indica diminuicao da quan-
tidade de células morrendo por apopto-
se e aumento de células em apoptose
tardia ou necrose.

O controle do padrio da andlise por ci-
tometria de fluxo com marca¢io com
anexina V (FL1), iodeto de propideo
(FL3) e a coexpressao de ambos estao
presentes na ilustracao 06.

A quantidade de CTM na cultura de cé-
lulas mononucleadas da medula éssea
foi analisada por marcacao da vimenti-
na com o anticorpo anti-vimentina. Par-
te-se do principio, utilizando a literatu-
ra, que existe na medula dssea 0.01% de
CTM (tabela 03). Nesta analise, observa-
se um grande crescimento até a terceira
semana e na semana seguinte uma re-
dugio do ndmero de CTM nas culturas.
Podemos observar um aumento na via-
bilidade celular das CTM nas duas ulti-
mas semanas de cultura (ilustracao 07).
A progressao da apoptose foi analisada
através da marcacao com anexina V e
iodeto de propideo com anilise por ci-
tometria de fluxo (tabela 04).
Observou-se que os niveis de marcac¢io
com anexina V, iodeto de propideo e a
coexpressio de ambos diminuiu (em-
bora considerados nao significantes para
p<0,05). Isso indica diminui¢ao da quan-
tidade de células morrendo por apopto-
se e diminuicio de células em apoptose
tardia ou necrose.

O controle do padrio da andlise por ci-
tometria de fluxo com marcac¢io por anti-
vimentina estd na ilustracao 08.

A marcag¢ao positiva com anexina V
(FL1), iodeto de propideo (FL3) e a co-
expressio de ambos estao presentes na
ilustracao 09.
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Tabela 03: Andlise das médias de expressao positiva de anti-vimentina nas culturas

durante 2 semanas de cultivo:

Momento
Coleta
3* semana
4" semana

DISCUSSAO

A cultura em gel de alginato de sdédio,
embora nao tenha proporcionado a pro-
liferacao celular, possibilitou a formacao
de matriz pericelular com coldgeno tipo
I (resultado nao mostrado). Por niao ser
o ambiente préprio dos condrocitos,
essas células apresentaram ao longo da
cultura diminui¢io de suas viabilidades
celulares, tanto pelo método de marca-
¢ao com anexina V e iodeto de propi-
deo quando analisados tanto por cito-
metria de fluxo, quanto com o corante

Quantidade de CTM nas culturas

0,01%
22,80%
20,87%

o meio (hidrogel) ao qual essas células
estio sendo expostas. Os mais prova-
veis fatores de interferéncia sio: dificul-
dade do meio de cultura e nutrientes
em chegar as células dentro do alginato
de sédio, dificuldade das toxinas celu-
lares liberadas sairem do gel, falta de
estimulo de crescimento, como o TGF,
ou problemas de manipulacao durante
a coleta e processamento da cartilagem.
Para essa cultura, o indice apoptdtico
comprova que as células, se re-implan-
tadas com a finalidade de corrigir defei-
tos no tecido cartilaginoso, nao atingiri-
am seus objetivos, uma vez que com a
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Tlustracdo 07: Média da viabilidade celulare de cultura de CTM duas ultimas
semanas de cultivo. Linha azul: viabilidade celular feita por citometria de fluxo
e marcacdo com anexina V e iodeto de propideo

de viabilidade (azul de Tripan) na Ca-
mara de Neubauer. A diminuicio da vi-
abilidade coincidiu com a alta incidén-
cia de morte celular, tanto por apoptose
quanto por necrose, pois no final da
cultura observamos mais de 60% de
apoptose precoce, 73% de necrose e 35%
de apoptose tardia ou necrose secun-
daria. Quanto a progressio da apopto-
se, embora tenha diminuido pouco du-
rante o cultivo, ainda se apresentou alta
ao final deste, nos fazendo considerar

viabilidade baixa e grau de morte celu-
lar alto elas seriam incapazes de rege-
nerar lesdes. A avaliacio dos parime-
tros analisados neste trabalho deve ser
refeita durante a realizacio de novo
cultivo celular em outros materiais hi-
drogeis, ou num alginato de sédio de
menor concentragao, assim como colo-
car junto ao meio, fatores de crescimento
extras.

O método pelo azul de tripan, embora
neste estudo tenha se mostrado tao efi-
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caz quanto os marcadores de morte celular
por citometria de fluxo, nao permite identifi-
car aquelas células que estao entrando em
processo apoptotico.

Pelos resultados aqui apresentados, sugeri-
mos que os testes de viabilidade celular de-
vem ser feitos sempre durante o cultivo de
condrécitos em matriz tridimensional. E sem-
pre que a viabilidade celular diminuir, suge-
re-se fazer a curva de morte celular, princi-
palmente por apoptose, para tentar corrigir
os erros do cultivo.

Ja a cultura em monocamada de células
mononucleadas da medula éssea proporci-
onou a proliferacao celular, e o aumento das
CTMs no cultivo.

A diminui¢io da viabilidade total das células
em cultura, e o aumento da apoptose (con-
firmada pelo aumento da marcacao com ane-
xina V) se mostram compativeis. A partir do
momento em que o meio de cultura usado
serve para estimular o crescimento das CTM,
€ compreensivel que vejamos diminuicao da
competicio negativa proporcionada pelas
células mononucleadas através da diminui-
¢ao da viabilidade total das células. Ao mes-
mo tempo, a progressio do aumento da
apoptose confirma tal resultado.

A proliferacio maxima das CTM ocorreu
durante a terceira semana de cultivo, apds
terceira passagem. Essa proliferacio celular
estd de acordo com a diminuicio da morte
celular, tanto por apoptose quanto por ne-
crose, observadas atrives da diminui¢ao pro-
gressiva da marca¢ao com anexina V e iode-
to de propideo. Na quarta semana observou-
se uma menor expressao de vimentina pelas
células em cultura. Essa expressao diminui-
da pode estar relacionada com perda de fe-
notipo pelas células (o que ocorre devido
ao ndmero de passagens) e nao com a MmMor-
te das células, pois nao ha indicio de au-
mento dos marcadores de morte celular na
quarta semana. A partir da observacao do
grau de apoptose celular dessa cultura, su-
gere-se que a diferenciacao celular ocorra
na terceira semana, ponto em que as CTMs
sao em sua maioria homogéneas e o indice
de apoptose/morte celular estd diminuindo
consideravelmente.

Tal perda de fendtipo das CTMs vem sido
amplamente estudada e discutida na literatu-
ra como nos relatos de Javazon, E. (2004).
Por um lado as passagens (repiques) com
tripsina estimulam o crescimento, e por ou-
tro, ao estimular a taxa de proliferacdo, esti-
mula também mutacdes no DNA celular o
que pode levar a perda do fendtipo pela
célula e diminuicao da atividade das telome-
rases — enzimas responsaveis por manter os
teldomeros celulares com tamanho suficiente
para a célula nao entrar em senescéncia.

A pesquisa de CTMs elevou-se, somente, nos
altimos quatro anos, e ainda é dificil achar
trabalhos coerentes, principalmente, em re-
lacdo a caracterizacdo e expansdo dessas
células. Por falta de informacio base (o que
estd comecando a ser produzido e divulga-



Tabela 04: Anilise das médias de expressio de anexina V e iodeto de propideo nas

culturas durante 2 semanas de cultivo.

Momento Anexina V
3" semana 26,10%
4" semana 15,38%

do por necessidade de entenderem as
CTMs antes de diferencid-las) ¢ dificil
correlacionar os resultados deste traba-
lho com a literatura. Os principais traba-
lhos com CTM na literatura indicam que
fizeram a contagem celular (pelos mais
variados métodos) mas raramente expoe

] 1 1
100 10" 102 103

MO1+GAM+VIMEN_11.001

lodeto de Anexina V + PI
Propideo
14,29% 12,71%
6,90% 9,58%

os resultados em seus artigos, e muitos
deles nao diferenciam as CTMs das ou-
tras células mononucleadas durante a
contagem celular, levando em conside-
racao somente a confluéncia de células
na placa de cultura vistas por microsco-
pia de luz — Bonab, M.M. et al. (2006),

M Red Events
M Green Events
B Blue Evenis
Yellow Events
B Vviolet Events
0,0 % Cyan Events
0,0 % I White Events
70,50 % B Unclassified Events

29,50 %
0,0 %
0.0 %
0,0 %
0,0 %%
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Iustracao 08: Cultura de células mononucleadas da medula 6ssea, e as CTMs estio
marcadas com anti-vimentina (FL1). Ao lado, temos a legenda que mostra a porcen-
tagem da expressao de anti-vimentina (29,50%)
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Ilustracdo 09 CTMs marcadas com anexina V (FL1) e iodeto de propideo (FL3). Na
esquerda temos somente as CTMs que foram marcadas com anti-vimentina, neste qua-
dro distribuidas por tamanha x granulosidade. Ao meio encontra-se a marcacao das
CTMs do “gate’ R2 com anexina V e iodeto de propideo. Do lado esquerdo temos a
legenda do quadrante do meio (UL = up left, UR = up right, LL = low left, LR = low
right) onde se 1& que 58,11% das células estdo vidveis, 6,94% expressio somente
anexina V, 4,37% expressio somente iodeto de propideo e 3,68% coexpressa anexina
V e iodeto de propideo

Shahdadfar, A. (20006).

Pelos resultados aqui apresentados, su-
gerimos que os testes de viabilidade ce-
lular devem ser feitos sempre durante
o cultivo de CTMs para verificar o auge
da homogeneidade do cultivo e a bai-
xa morte celular.
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