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RESUMO 
SANCTIS, P. Análise da sobrevida de células de osteossarcoma canino após irradiação com equipamento 
de Cobaltoterapia. 2016. 50 f. Monografia de conclusão de curso – Instituto de Biociências, Universidade 
Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Botucatu, 2016. Orientadora: ROCHA, N. S. 

Assim como qualquer outra célula, as ósseas estão em constante renovação, sendo 

esta mais rápida nos indivíduos jovens devido ao crescimento dos ossos. Durante 

este processo, as células podem escapar aos mecanismos normais de controle de 

proliferação e dar origem a tumores de maior ou menor grau de malignidade. O 

osteossarcoma (OSA) é caracterizado pela infiltração local agressiva dos tecidos 

subjacentes e apesar de sua infrequência em comparação a neoplasias de outros 

órgãos, sua importância é relevante por se tratar de um tumor altamente agressivo e 

resistente tanto à quimioterapia quanto à radioterapia. Essa resistência pode ser 

resultado de um diagnóstico tardio, uma vez que os animais dependem de seus 

proprietários para que este seja realizado, o que geralmente acontece quando o 

tumor já atingiu um estágio avançado, dificultando o tratamento e diminuindo tanto 

a probabilidade de cura quanto a sobrevida dos animais. Este estudo buscou 

demonstrar a eficiência de se trabalhar com cultura de células a fim de diminuir a 

utilização de animais em experimentos e avaliar a sobrevida destas células após as 

mesmas serem tratadas com diferentes intensidades de radiação ionizante oriunda 

de um equipamento de Cobaltoterapia. Esperava-se obter uma resposta diretamente 

proporcional ao tratamento, ou seja, observar uma maior inviabilidade ou morte 

celular à medida que se aumentasse a intensidade de radiação ionizante. A cultura 

primária de OSA canino foi cultivada em frascos de cultura contendo meio de 

cultura DMEM alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino e com 1% 

de uma solução antibiótica e antimitótica, sendo mantida em estufa úmida a 37º C. 

A análise da sobrevida celular foi realizada através do ensaio MTT e do teste de 

dupla coloração com os corantes fluorescentes laranja de acridina e brometo de 

etídio. Neste foi possível identificar células viáveis e em diferentes estágios de 

apoptose. Os resultados do ensaio MTT confirmaram a resistência da neoplasia ao 

tratamento e mostraram que apesar de se ter observado uma viabilidade decrescente 

com o aumento da dose, esta não é linear. Com este estudo se espera colaborar com 

a pesquisa em oncologia comparada e multidisciplinar servindo de incentivo para a 

busca de novos enfoques terapêuticos.                   

Palavras – chave: Osteossarcoma. In vitro. Radiação ionizante. Ensaio MTT. Microscopia 
fluorescente.  
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ABSTRACT 
SANCTIS, P. Analysis of Canine Osteosarcoma Cells Survival after Irradiation with Cobalt Equipment. 
2016. 50 f. Monograph - Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho", 
Botucatu, 2016. Advisor: ROCHA, N. S.  
 
Bone is constantly remodeled by the crucial roles of osteoblast and osteoclast. It is 

known that during this process specific, cells adopt abnormal proliferation 

culminating to tumoral phenotype ranging their malignancies. In turn, canine 

osteosarcoma (OSA) is characterized by aggressive local infiltration and resistance 

to chemotherapy or radiotherapy as well. This resistance can be a result of a late 

diagnosis, since these animals depend on its owners for the diagnosis, what usually 

happens when the cancer has reached an advanced stage, difficulty the treatment 

and reducing the healing process and the survival of animals. In this sense, aim was 

to demonstrate the efficiency of cell culture as a biological model to evaluate the 

effect of different intensities of ionizing radiation from cobalt equipment. In 

addition, cell culture is a well-known strategy as an alternative method to avoid or 

reduce at least the number of experimental animals. In this work, primary cell 

culture of canine OSA was grown in culture flasks containing DMEM high glucose 

culture media supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic and 

antimitotic solution. The cell culture was maintained in a humidified incubator at 

37ºC.  The analysis of cell survival was performed by MTT assay and the dual 

acridine orange and ethidium bromide fluorescent staining. This was possible to 

identify OSA cells at different stages of apoptosis under the different intensities of 

ionizing radiation. The results of the MTT assay confirmed the resistance to OSA 

treatment and showed that although it was observed a decreasing viability with 

increasing dose, this was not linear indeed. We expect to contribute for researching 

comparative oncology and multidisciplinary serving as an opening door to the 

search effective therapeutic approaches.     

Keywords: Osteosarcoma. In vitro. Ionizing radiation. MTT assay. Fluorescent 
microscopy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As células do osso podem escapar aos mecanismos normais que controlam 

sua proliferação e dar origem a tumores de maior ou menor grau de malignidade.  A 

incidência de tumores ósseos em cães é da ordem de 7.9/100000 e destes, 98% são 

malignos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BOGLIOLO, 2006; NORTH; 

BANKS, 2009). 

Apesar de sua infrequência em comparação a neoplasias de outros órgãos, a 

importância prática do osteossarcoma (OSA) é relevante devido a dificuldades na 

sua conduta, pois o OSA trata-se de um tumor mesenquimatoso produtor de matriz 

óssea caracterizado pela infiltração local agressiva dos tecidos subjacentes com 

rápida disseminação hematogênica e presença de osteoblastos pleomórficos, que se 

dividem por mitose com muita frequência (BOGLIOLO, 2006; NORTH; BANKS, 

2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; FRACASSO, 2012).               

 A radioterapia é amplamente utilizada no tratamento do câncer em pacientes 

humanos e é igualmente aplicável para pequenos animais (MORRIS, 2007).  

Entretanto, as células do OSA têm sido consideradas historicamente resistentes à 

radiação ionizante, de modo que esta é normalmente indicada para pacientes em 

que a amputação não é uma opção de tratamento ou em combinação com a cirurgia. 

(FRACASSO, 2012; MORAES, 2009; MANTOVANI, 2016).     

 A resistência pode se dever a utilização da radioterapia convencional e por 

isso, recomenda-se a utilização de doses elevadas de radiação ionizante. Dentre os 

protocolos disponíveis na literatura para o caso do OSA, o mais comumente 

utilizado é a incidência de cobalto-60 na intensidade de 8 a 10 Grays (Gy) aplicadas 

em três sessões (FRACASSO, 2012; MORAES, 2009; MANTOVANI; 

MUTSAERS, 2016).   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

1.2. Tecido ósseo  
 O tecido ósseo trata-se de um tipo especializado de tecido conjuntivo 

formado por um processo denominado ossificação intramembranosa, que ocorre no 

interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo processo de ossificação endocondral. 

Este tecido é composto por células e material extracelular calcificado, a matriz 

óssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).   

 As células que constituem o tecido ósseo são: os osteoblastos, que 

sintetizam a parte orgânica da matriz e localizam-se na sua periferia, os osteócitos, 

que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz e mantêm o tecido 

ósseo vivo; e os osteoclastos, células gigantes, móveis e multinucleadas que 

reabsorvem o tecido ósseo, participando dos processos de remodelação dos ossos 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).     

 Como não existe difusão de substâncias através da matriz calcificada do 

osso, a nutrição dos osteócitos depende de canalículos que existem na matriz, os 

quais possibilitam as trocas de moléculas e íons entre os capilares sanguíneos e os 

osteócitos. Todos os ossos são revestidos em suas superfícies externas e internas 

por membranas conjuntivas que possuem células osteogênicas, o periósteo e o 

endósteo, respectivamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).   

 Apesar do tecido ósseo ser um dos tecidos mais duros do corpo, ele é um 

tecido dinâmico que muda constantemente a sua forma em relação ao tipo de 

estresse mecânico sofrido por ele, de modo que pressões aplicadas sobre ele levam 

à reabsorção da matriz, enquanto tensões aplicadas sobre ele levam ao 

desenvolvimento de um novo tecido ósseo, por exemplo (GARTNER, 2007).  

 Além disso, o tecido ósseo é um reservatório de vários minerais, 

armazenando cerca de 99% do cálcio do corpo, por exemplo (GARTNER, 2007). 

 

2.1.1. Matriz óssea 

 A matriz óssea tem constituintes inorgânicos e orgânicos. Os componentes 

inorgânicos da matriz óssea são cristais de hidroxipatita de cálcio, compostos 

principalmente por cálcio e fósforo, enquanto que o componente orgânico 

predominante do tecido ósseo é o colágeno tipo I (GARTNER, 2007).  

 A associação dos cristais de hidroxiapatita com o colágeno (i. e., todo o 



3 
 

mineral é removido do osso), faz com que os ossos mantenham a sua forma 

original, mas se tornem muito flexíveis. Se o componente orgânico é extraído do 

osso, o esqueleto mineralizado ainda mantém sua forma original, mas se torna 

extremamente quebradiço e pode ser fraturado com facilidade (GARTNER, 2007). 

 

2.1.2. Osteoblastos 

 Os osteoblastos estão presentes na superfície de ossos em formação, são 

capazes de concentrar fosfato de cálcio, participando da mineralização da matriz 

óssea, e apresentam vários receptores para vitaminas, hormônios e citocinas que 

controlam sua atividade (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005). 

 Quando em intensa atividade sintética, são cuboides, com citoplasma muito 

basófilo e em estado pouco ativo, tornam-se achatados e a basofilia citoplasmática 

reduz. Uma vez aprisionado pela matriz recém-sintetizada, passa a ser chamado de 

osteócito. A matriz óssea recém-formada, adjacente aos osteoblastos ativos e que 

não está ainda calcificada, é denominada de osteóide (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2008). 

 

2.1.3. Osteoclastos  

 Os osteoclastos tratam-se de células gigantes, móveis, multinucleadas e 

extremamente ramificadas resultantes da fusão de macrófagos, originários da 

medula óssea. As ramificações são muito irregulares, apresentando forma e 

espessura variáveis. Seu citoplasma é granuloso e contém inúmeros lisossomos e 

um aparelho de Golgi bem desenvolvido (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008; 

JUNQUEIRA, 2005).          

 Frequentemente, nas áreas de reabsorção de tecido ósseo, encontram-se 

porções dilatadas dos osteoclastos, colocadas em depressões da matriz escavada 

pela atividade dos osteoclastos e denominadas de Lacunas de Howshiop 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).  

 

2.1.4. Osteócitos 

 Os osteócitos, essenciais para a manutenção da matriz óssea, tratam-se de 

pequenas células achatadas que exibem pequena quantidade de retículo 

endoplasmático rugoso, aparelho de Golgi pouco desenvolvido e núcleo com 

cromatina condensada (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008; JUNQUEIRA, 2005).  
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 Essas células residem dentro da matriz extracelular (MEC) calcificada, em 

espaços denominados de lacunas, as quais contêm apenas um osteócito. Além 

disso, apresentam muitos prolongamentos citoplasmáticos, que possuem junções 

comunicantes em suas extremidades, por onde ocorre a difusão de metabólicos que 

os nutrem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).    

 O tecido ósseo se mantém vivo graças ao funcionamento dos osteócitos, 

apesar do seu citoplasma não apresentar características de células com intensa 

atividade metabólica e sua morte é seguida por reabsorção da matriz 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).   

 

2.1.5. Células osteoprogenitoras 

 As células osteoprogenitoras originam-se de células mesenquimais 

embrionárias e mantêm sua capacidade de passar por mitoses. Estas células 

localizam-se na camada celular interna do periósteo, revestindo os canais de 

Havers, e no endósteo, sendo mais ativas durante o período de crescimento ósseo 

intenso (GARTNER, 2007).        

 Além disso, são derivadas do mesênquima embrionário, permanecem no 

mesmo lugar durante toda a vida, podem passar por divisões mitóticas e têm o 

potencial de se diferenciar em osteoblastos, sendo que em certas condições de baixa 

tensão de oxigênio, podem diferenciar-se em células condrogênicas (GARTNER, 

2007). 

 

2.1.6. Tipos de tecidos ósseos e ossos longos 

 Observando-se a olho nu a superfície de um osso serrado, verifica-se que ele 

é formado por partes sem cavidades visíveis, o osso compacto, e por partes com 

muitas cavidades intercomunicantes, o osso esponjoso (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2008).         

 Nos ossos longos as extremidades ou epífises são formadas por osso 

esponjoso com uma delgada camada superficial compacta. A diáfise é quase 

totalmente compacta, com pequena quantidade de osso esponjoso na sua parte 

profunda, delimitando o canal medular (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).   

 O canal medular da diáfise e as cavidades do osso esponjoso são ocupados 

pela medula óssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).  
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 Figura 1 – Representação de um osso longo e suas estruturas (adaptado de BOGLIOLO, 2006). 

 
 

2.2. Câncer em animais 

O câncer é uma das principais causas de morte em animais de companhia. A 

prevalência de câncer em cães e gatos está crescendo assim como o número de 

fatores que contribuem para este aumento, que em parte refletem o envelhecimento 

desta população. Além disso, assim como em outras doenças, a boa alimentação e a 

medicina preventiva resultam em uma vida mais longa e que, entretanto, farão com 

que a incidência de câncer aumente consequentemente (NORTH; BANKS, 2009; 

DE NARDI et al., 2002).        

 Estima-se que um em cada cinco cães desenvolverá câncer, sendo o de pele 

e o do tecido subcutâneos os de maior prevalência, seguidos dos tumores mamários, 

hematopoiéticos e ósseos. 45% dos óbitos de cães com mais de dez anos de idade 

são causados por câncer e certas raças como Boston Terrier, Boxer, Cocker Spanial, 

Poodle, Pastor Alemão e Golden Retriever, apresentam alta incidência de casos de 

câncer; outras, como Beagle, Collie e Teckel, têm menor prevalência da doença 

(DALECK; NARDI, 2008; DALECK; NARDI, 2016; DE NARDI et al., 2002). 

 Alguns estudos demonstram que os riscos de certos tipos de câncer (mama, 

ovário e próstata) são reduzidos com a castração precoce em cães e gatos, ou seja, 

antes do primeiro cio e da maturidade sexual no indivíduo do sexo masculino, que é 

em torno dos seis meses de idade. Sobre a distribuição dos vários tipos de tumor, na 

maioria dos levantamentos estatísticos constata-se que os tumores de pele e os de 

tecido mole são os mais frequentes (DALECK; NARDI, 2016).  

 

2.3. Neoplasias ósseas e osteossarcoma 
As células do osso podem escapar aos mecanismos normais de proliferação 

e originar tumores de maior ou menor grau de malignidade. Os tumores benignos 

são denominados de condromas, e os malignos, condrossarcomas (CSA); os 

formados de células ósseas são os osteomas, que são benignos, e os OSAs, que são 
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malignos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).      

 A incidência de tumores ósseos em cães é da ordem de 7.9/100000 e destes, 

98% são malignos. Apesar de sua infrequência em comparação a neoplasias de 

outros órgãos, sua importância é relevante devido às dificuldades na sua conduta e 

também por representar um excelente modelo in vivo para o OSA humano 

(BOGLIOLO, 2006; NORTH; BANKS, 2009; BERSANO, 2006).   

 Tumores ósseos compõem um extenso espectro de lesões, algumas inócuas, 

outras rapidamente letais, que faz com que tais lesões precisem ser adequadamente 

diagnosticadas e tratadas a fim de permitir a sobrevida dos doentes e um menor 

número possível de sequelas (BOGLIOLO, 2006; NORTH; BANKS, 2009; 

BERSANO, 2006).         

 O estudo necessita ser dinâmico, com correlação clínico-radiológica e 

patológica para se chegar ao diagnóstico correto. O aspecto histológico de algumas 

neoplasias é pouco característico e pode ser confundido com outras condições não 

neoplásicas cujos tratamentos diferem enormemente como, por exemplo, o tumor 

de células gigantes genuíno e o tumor marrom hiperparatireoidismo (BOGLIOLO, 

2006; NORTH; BANKS, 2009; BERSANO, 2006).     

 Os tumores ósseos podem ser divididos em primários, metastáticos e que 

invadem os ossos. Em relação aos primários, o mais comum é o OSA, o qual 

representa 85%, aproximadamente, dos tumores ósseos, enquanto os 

condrossarcomas, os fibrossarcomas (FSA) e os hemangiossarcomas (HSA) 

representam de 5 a 10%, aproximadamente (NORTH; BANKS, 2009; GOMES et 

al., 2006). 

As neoplasias ósseas ocorrem principalmente em cães de porte grande a 

gigante e mais comumente em cães de meia idade a idosos. Além disso, o aumento 

do peso é um fator de risco de grande importância que está associado ao aumento 

da incidência do tumor. (GOMES et al, 2006; BERSANO, 2006; OLIVEIRA, 

2008).            

 O OSA é um tumor mesenquimatoso produtor de matriz óssea caracterizado 

pela infiltração local agressiva dos tecidos subjacentes com rápida disseminação 

hematogênica e presença de osteoblastos pleomórficos, que se dividem por mitose 

com muita frequência (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008; NORTH; BANKS, 

2009; FRACASSO, 2012; BERSANO, 2006).      

 Tanto o esqueleto axial quanto o apendicular podem ser acometidos, sendo 
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mais frequentes nas áreas de metáfise de ossos longos como, por exemplo, as 

regiões distal do rádio, proximal do úmero, distal do fêmur e, proximal e distal da 

tíbia. Observa-se ainda uma maior prevalência nos membros anteriores em relação 

aos posteriores, em uma proporção de 2:1 (NORTH; BANKS, 2009; FRACASSO, 

2012; BERSANO, 2006). 

Por ser localmente agressivo, o OSA causa lises e/ou produção de osso e 

inchaço dos tecidos moles, e pode causar fraturas patológicas (NORTH; BANKS, 

2009).  A característica identificadora das células neoplásicas de OSA é a sua 

capacidade de produzir osteóide, a matriz colagenosa que pode ficar mineralizada, 

transformando-se em osso e em sua variedade mais comum tem-se a presença de 

osteoblastos fusiformes que são visualizados como células triangulares ou 

fusiformes curtas com núcleos ovoides e distendidos (FRACASSO, 2012).  

 As raças com maior incidência de OSA são: Rottweiler, Fila Brasileiro, São 

Bernardo, Dinamarquês, Setter Irlandês, Doberman, Pastor Alemão, Golden 

Retriever, Boxer, Labrador e Mastiff (FRACASSO, 2012; BERSANO, 2006). 

 Entretanto, estudos demonstram que a ocorrência do OSA está mais 

relacionada ao porte do que a raça do animal. Cães acima de 36.5 kg apresentam de 

61 a 185 vezes mais risco quando comparados aos com menos de 9 kg, o que pode 

se dever a microfraturas causadas pela intensa atividade deles quando filhotes, o 

que poderia induzir a formação do tumor na fase adulta (FRACASSO, 2012; 

BERSANO, 2006).         

  
 

2.4. Cultivo celular 

Quando as células são removidas a partir de fragmentos de órgãos 

interrompendo assim as suas relações normais com as células vizinhas, tem-se o 

que é denominado de cultura de células, a qual passa a crescer em recipientes 

estéreis, os de frascos de cultura (RYAN, 2008; MIGITA, 2012).    

 Uma cultura celular é dita primária, quando as células foram diretamente 

obtidas de um tecido humano ou animal. Estas células possuem morfologia idêntica 

a do tecido de origem e mantêm as características fisiológicas deste, além de 

apresentar diversos clones neoplásicos, o que lhe torna representativa das condições 

naturais de um organismo e, portanto, um bom modelo in vitro em oncologia com 

terapêutica (MIGITA, 2012; BERSANO, 2011; FRESHNEY, 2010).  
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Tem-se também as linhagens celulares contínuas, nas quais as células 

sofreram imortalização, i.e., adquiriram a capacidade de se multiplicar 

indefinidamente e tendem a apresentar menor variação nos resultados obtidos do 

que uma cultura primária, porém não expressam o que efetivamente ocorre com o 

paciente (MIGITA, 2012; BERSANO, 2011; FRESHNEY, 2010). 

A vantagem de se trabalhar com cultura de células se deve ao fato de que 

células mantidas em cultura são modelos biológicos mais simples que os 

estabelecidos com base em animais de experimentação. Entretanto tem-se algumas 

limitações, uma vez que elas não estão inseridas em uma estrutura tridimensional, 

formando uma monocamada, e pela não existência de outros tipos celulares 

adjacentes, como ocorre no tumor in vivo.  (MIGITA, 2012). 

O crescimento das células, após descongelamento, em geral, é lento. Por 

isso, se recomenda o uso de meio com 20% de soro fetal bovino, até que o 

crescimento volte ao normal. Com este mesmo objetivo, a troca de meio nos 

primeiros dias deve ser evitada, permitindo o acúmulo de fatores de crescimento 

produzidos pelas células (PERES, 2005).        

 Ao se trabalhar com cultura de células, é necessário um ambiente estéril, 

realizar todos os procedimentos tomando todos os cuidados assépticos, além de 

controlar a temperatura e a umidade da estufa. Isto porque, uma vez que as células 

são cultivadas em meios ricos em nutrientes, a possibilidade de ocorrer propagação 

de microrganismos contaminantes é alta (PERES, 2005; GUIMARÃES, 2010).   

 Amostras congeladas já contaminadas ou contaminadas durante o 

congelamento ou descongelamento irão manifestar a presença de microrganismos já 

nos primeiros dias ou após a primeira troca de meio. No entanto, contaminações 

com micoplasma não são tão aparentes, mas um retardo prolongado no crescimento 

pode indicar tal contaminação. A observação destes aspectos é, portanto, 

extremamente útil para o sucesso do cultivo celular (PERES, 2005; GUIMARÃES, 

2010).  

 Uma forma rápida e eficaz de se verificar viabilidade das células antes e 

após o descongelamento é o teste com o corante Azul de Tripan, uma vez que este 

normalmente não atravessa a membrana externa da célula, exceto quando esta 

estiver lesada a ponto de permitir a entrada de moléculas para o seu interior, o que 

indica que ela está morta (FRANCO et al., 2010).  
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No caso de células oriundas de tecidos duros, como as células ósseas, tem-

se a necessidade de adesão das células a uma superfície de contato para que 

proliferação possa ser iniciada. Para tal os frascos de cultura devem possuir uma 

carga negativa, a qual é responsável por mediar a produção de proteínas de adesão e 

proteoglicanos que irão iniciar o processo de adesão da célula à superfície do 

frasco. (ALVES et al., 2010). 

 Além disso, a matriz extracelular interage com a carga negativa do frasco e, 

então, as células se ligam à matriz por receptores específicos. Quando em cultura, 

as células aderentes se espalham por todo o fundo do frasco formando o que é 

denominado de monocamada celular (ALVES et al., 2010). 

 

2.5. Diagnóstico e tratamento do osteossarcoma 
 Um diagnóstico histológico do OSA requer uma biópsia suficientemente 

grande para que o OSA não seja confundido com uma reação periostal (formação 

de novo osso em resposta a ferimentos ou outros estímulos do periósteo em torno 

do osso), osteomielite (doença infecciosa causada geralmente por bactérias), CSA, 

HSA ou FSA (NORTH; BANKS, 2009).      

 Para o diagnóstico clínico do OSA são necessários dados da radiologia 

convencional, utilizando-se os métodos de imagem como tomografia 

computadorizada (TC) e ressonância magnética (RM) e a cintilografia óssea para se 

avaliar a extensão da lesão no osso e a invasão de outros ossos e de tecidos moles, 

sobretudo como parte do protocolo de tratamento alternativo à amputação, como a 

substituição óssea, parcial ou total, por endopróteses não convencionais. Estes 

métodos são aplicados também na avaliação de conteúdos das lesões (líquidos, 

sangue, pigmento de hemossiderina, etc.) (BOGLIOLO, 2006). 

 
Figura 2 - Imagem radiográfica do membro superior esquerdo de um cão com osteossarcoma. 
Observam-se áreas de destruição óssea na região proximal da ulna (seta amarela) e uma região de 
calcificação com aumento do volume dos tecidos moles na região distal da ulna (seta azul) causadas 
pela neoplasia (FRACASSO, 2012 – Imagem cedida pela FMVZ, 2008).  
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 Os tumores ósseos benignos, mais comuns do que os malignos, são 

geralmente lesões de crescimento lento, de limites precisos, com ou sem halo de 

esclerose de reparo; quando apresentam reação perióstica, esta é do tipo insuflante, 

sem interrupção ou contínua ou, ainda homogênea podendo, também, se formar o 

triângulo de Codman sólido (BOGLIOLO, 2006).      

 Os tumores malignos, em geral de crescimento rápido, alcançam volume 

maior e mostram, nos exames de imagem, limites imprecisos ou áreas de 

indefinição, sem esclerose reativa em torno da lesão, a qual pode ter aspecto em 

mama geográfico, moteado ou permeativo. Quando há reação perióstica, ela pode 

ser do tipo insuflante, laminar única ou múltipla (capas múltiplas), interrompidas ou 

descontínuas (BOGLIOLO, 2006).       

 Segundo BOLGLIOLO (2006), outros tipos de reação perióstica podem 

ocorrer nas lesões malignas, são elas: espiculado ou “em raio de sol” e triângulo de 

Codman vazio. Ainda do ponto de vista radiográfico, as lesões malignas podem 

apresentar também ruptura da cortical e invasão dos tecidos moles.   

 Segundo este mesmo autor, a sede mais frequente de metástases de tumores 

ósseos são os pulmões, de modo que são realizadas radiografias e TC do tórax nos 

casos de neoplasias malignas. Dor e/ou aumento de volume são os principais 

sintomas e sinais dos tumores ósseos.      

 A terapia do câncer deve sempre ser feita especificamente para se adequar a 

um caso individual, levando em consideração biologia, histologia, grau e extensão 

do tumor (MORRIS et al., 2007).        

 De acordo com MORRIS et al. (2007), uma cura completa, i. e., a 

erradicação de todas as células precursoras do tumor, é o resultado desejável do 

tratamento, mas mesmo os métodos mais efetivos disponíveis atualmente não 

conseguem alcançar com êxito tal alvo em todos os casos.     

 A cirurgia é considerada uma das medidas mais eficazes de tratamento para 

a maioria das neoplasias sólidas nos animais e, geralmente, oferece as melhores 

chances de cura. Uma das indicações é a citorredução da massa tumoral antes da 

radioterapia, na qual se terá a remoção física de todas as células do tumor, uma vez 

que, na maioria dos casos, uma margem de tecido normal, denominada de margem 

de segurança, é incluída na excisão cirúrgica (MORRIS et al., 2007).   

 Outro motivo, segundo os estudos de MORRIS (2007), é a profilaxia, 

porque castrar uma cadela, por exemplo, antes do primeiro ou segundo cio reduz 



11 
 

significativamente o risco de um posterior desenvolvimento de tumores mamários, 

por exemplo.         

 Entretanto, falhas no tratamento cirúrgico podem resultar em: tumor 

benigno incompletamente resseccionado na primeira tentativa e, nesse caso, o 

tumor irá crescer novamente no local do tumor primário ou adjacente; 

contaminação de tecido normal com células do tumor no momento da cirurgia por 

meio de hemorragia, instrumentos cirúrgicos ou via drenagem cirúrgica; metástases 

em órgãos distantes antes do tratamento cirúrgico e, nesse caso, o animal irá 

subsequentemente desenvolver problemas relacionados a tumores metastáticos em 

outros locais (MORRIS et al., 2007).      

 Os agentes quimioterápicos para o tratamento do câncer possuem baixo 

índice terapêutico, uma vez que a dose que produz a resposta terapêutica desejada é 

muito próxima à que produz uma resposta tóxica indesejável (HOSKINS, 2008). 

 Já a radioterapia é amplamente utilizada no tratamento do câncer em 

pacientes humanos e é igualmente aplicável ao tratamento da doença em pequenos 

animais. No caso do OSA, ela é indicada quando a cirurgia não é possível ou em 

combinação com a cirurgia, podendo prolongar a sobrevida dos pacientes 

(MORRIS et al., 2007; OLIVEIRA, 2008).      

 A radiação é uma forma de energia que, quando absorvida por tecidos vivos, 

causa excitação e ionização dos componentes de átomos ou moléculas no caminho 

do feixe da onda. Reações químicas subsequentes resultam em quebra de pontes 

moleculares e podem resultar em morte apoptótica das células, caso as moléculas 

críticas para a viabilidade da célula sejam rompidas (MORRIS et al., 2007). 

 O “alvo crítico” geralmente considerado é o ácido desoxirribonucleico 

(DNA) nuclear, mas outras moléculas em outras partes das células como proteínas e 

lipídeos, por exemplo, também podem ser danificadas e contribuir para lesão 

celular induzida por radiação (MORRIS et al., 2007).  

 Os danos direto e indireto ao DNA causados pela radiação ionizante (RI) 

são apresentados na Figura 3, onde em B observam-se quebras das ligações 

estruturais do DNA e em A, a reação do elétron com uma molécula de água 

formando um radical livre, a hidroxila, a qual é altamente reativa com as estruturas 

celulares.  
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Figura 3 – Esquema dos danos direto (B) e indireto (A) ao DNA causados pela radiação ionizante 
(SILVA, 2013; BONATO, 2011). 
           

 As células do OSA têm sido consideradas historicamente resistentes à 

radiação, de modo que a radioterapia é normalmente indicada como uma terapia 

coadjuvante ou em casos em que a amputação não é uma opção de tratamento. Tal 

resistência pode se dever a utilização da radioterapia convencional e por isso, 

recomenda-se a utilização de doses elevadas de radiação ionizante (FRACASSO, 

2012; MORAES, 2009; MANTOVANI; MUTSAERS, 2016; HOSKINS, 2008). 

 Dentre os protocolos de radioterapia disponíveis na literatura para o caso do 

OSA, o mais comumente utilizado é a incidência de cobalto-60 na intensidade de 8 

a 10 Grays (Gy) aplicadas em três sessões (FRACASSO, 2012; MORAES, 2009; 

MANTOVANI; MUTSAERS , 2016; HOSKINS, 2008).     

 A maioria dos animais precisa de anestesia breve durante cada sessão de 

radioterapia, o que pode ser prejudicial para os animais idosos principalmente, pois 

o episódio anestésico pode exacerbar uma disfunção orgânica subclínica 

preexistente e produzir falência orgânica evidente.  (FRACASSO, 2012; MORAES, 

2009; MANTOVANI; MUTSAERS, 2016; HOSKINS, 2008; NATIONAL 

CANCER INSTITUTE).  

 

2.6. Morte celular 

 As duas formas de morte celular de maior ocorrência em mamíferos são a 

necrose e a apoptose, sendo a necrose nada ou pouco previsível, promovendo 

reações inflamatórias locais, enquanto a apoptose é expressa de forma programada 

e silenciosa e não promove inflamação (FRANCO et al., 2010).    

 Na necrose tem-se a tumefação celular, isto é, tamanho aumentado, a 

membrana plasmática (MP) rompida, assim como as membranas do núcleo e das 
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organelas, causando o extravasamento do conteúdo celular, além da formação de 

bolhas na MP e, em certos tipos celulares, a condensação da cromatina assim como 

ocorre na apoptose (COTRAN; ROBBINS, 2010; FRANCO et  al., 2010; 

BERTOLLO, 2010).  Já na apoptose,  o tamanho da célula é reduzido, devido ao 

carreamento de água para fora da célula por conta do efluxo de potássio, o núcleo é 

fragmentado, a MP tem sua estrutura alterada mas não é rompida, e os conteúdos 

celulares são mantidos intactos, podendo ser liberados em corpos apoptóticos 

devido a fissões do citoplasma. Além disso, observa-se a condensação da cromatina 

e a formação de bolhas na MP (COTRAN; ROBBINS, 2010; FRANCO et al., 

2010).  

 
Figura 4 – Esquema das alterações morfológicas da célula que resultam no processo de morte 
celular por necrose ou por apoptose (adaptado de COTRAN; ROBBINS, 2010).  
 
 
2.6.1. Morte celular causada por radiação ionizante 
 A maioria das células morre do que é conhecido como uma morte 

reprodutiva ou devido a doses clínicas padrão, em que o efeito da radiação 

ionizante é limitado às células em divisão, isso pelo fato de que os efeitos clínicos 

dependem da fração de crescimento e do tempo de duplicação das células tumorais 

(NORTH; BANKS, 2009). 

 De acordo com a faixa de energia utilizada em oncologia veterinária, tem-se 

que o maior efeito é o indireto devido à produção de radicais livres, pois as células 

vivas consistem de aproximadamente 85% de água, de modo que o principal alvo 
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da radiação ionizante são as moléculas de água, resultando na produção do radical 

hidroxila, o qual danifica o material genético celular (NORTH; BANKS, 2009).

 Entretanto, segundo NORT e BANKS (2009), os efeitos da radiação não são 

especificamente para células neoplásicas, de modo que os tecidos normais de 

proliferação rápida, conhecidos como tecidos de resposta rápida ou aguda também 

são suscetíveis de danos.       

 Células normais que se dividem mais lentamente, como as ósseas, por 

exemplo, são afetadas pela radiação, mas as mudanças podem levar de meses a 

anos para começar a aparecer por se tratarem de tecidos de resposta tardia 

(NORTH; BANKS, 2009). 

 

2.6.2. Biologia da radiação 

A resposta de células vivas e tecidos à radiação depende da dose ou taxa de 

dose de radiação aplicada e da radiosensibilidade da população celular. A 

radiosensibilidade varia de acordo com vários fatores e um dos mais importantes é 

a fração de crescimento da população celular (MORRIS et al., 2007).  

Células em divisão são geralmente mais sensíveis à radiação que células 

diferenciadas em não divisão. Assim, tecidos com alta proporção de células em 

divisão como, por exemplo, medula óssea e epitélio gastrintestinal, são mais 

radiosensíveis que tecidos que não estão em proliferação como, por exemplo, 

tecidos fibrosos e musculoesquelético, o mesmo se aplica aos tumores com alta 

fração de crescimento, pois tendem a ser mais sensíveis à radiação (MORRIS et al., 

2007).   

Células na fase M (mitótica) do ciclo celular são mais radiosensíveis, e 

aquelas na fase S (replicação de DNA) são mais resistentes assim como as células 

em Go (em crescimento e preparação para a mitose) (MORRIS et al., 2007; 

THAUHATA et al., 2014).           

 Observa-se na Figura 5 a seguir um esquema do conjunto de processos que 

ocorrem numa célula viva no ciclo de divisão celular.  
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Figura 5 - Representação esquemática das fases do ciclo de divisão celular com as subdivisões da 
mitose (BD BIOSCIENCES). 

 

A oxigenação das células também é tida como fator significante na 

determinação da radiosensibilidade. A maior parte das células tumorais existe em 

tensão baixa de oxigênio, isto é, são células hipóxicas, devido ao fato de que uma 

distância de 100 µm de um leito capilar resulta em hipóxia. Este fato as torna de 2.5 

a 3 vezes menos sensíveis à radiação que células normalmente oxigenadas, isso 

porque a hipoxia protege as células dos danos promovidos pela radiação ionizante 

através da radiólise da água na macromolécula do DNA (MORRIS et al., 2007; 

NORTH; BANKS, 2009; HAMANN, 2016).     

 Com isso, ao se fracionar a dose de tratamento promove-se primeiramente a 

morte celular das células tumorais mais oxigenadas e permite-se o reparo dos vasos 

sanguíneos, os quais irão vascularizar melhor o tumor, ofertando assim mais 

oxigênio para as células tumorais hipóxias (HAMANN, 2016).   

 Entretanto, altos níveis de oxigênio repararam os danos dos radicais livres. 

(MORRIS et al., 2007; NORTH; BANKS, 2009).  

 

2.7. Ensaios de viabilidade celular 
  

2.7.1. Ensaio MTT 

O teste de viabilidade celular com MTT se baseia na redução do MTT, um 

sal tetrazólico, pela desidrogenase mitocondrial de células viáveis para formar um 

cristal chamado de Azul de Formazan, tornando possível medir a respiração celular, 
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a qual é proporcional a quantidade de Formazan produzida e, consequentemente, ao 

número de células viáveis (BERTOLLO, 2010). 

 

2.7.2. Teste de dupla coloração com AO/EB 

A microscopia de fluorescência se baseia na capacidade que as substâncias 

fluorescentes têm de transformar luz ultravioleta em cores visíveis. Existem várias 

substâncias que têm grande afinidade com componentes celulares como o núcleo e 

a mitocôndria, e que podem ser acoplados àquelas substâncias fluorescentes, 

permitindo a sua visualização. Um exemplo é a laranja de acridina (ou do inglês 

Acridine Orange - AO), que se liga ao DNA do núcleo das células. (JUNQUEIRA, 

2005).            

 Na análise das células utilizando-se um microscópio fluorescente, o critério 

para a identificação das células segue as seguintes considerações: células viáveis 

são coradas em verde, células em apoptose precoce são coradas em verde e 

apresentam condensação da cromatina, células em apoptose tardia são coradas em 

laranja e células em necrose são coradas em vermelho, apresentando morfologia 

nuclear semelhante a de células viáveis  (KASIBHATLA et al., 2006; RIBBLE et 

al., 2005; LIU et al., 2014; GARCÍA et al., 2015 e RENJU et al., 2014). 

A AO trata-se de um corante vital que cora tanto as células viáveis quanto 

as inviáveis, enquanto o EB, um intercalante da dupla fita do DNA, cora apenas as 

células que perderam a integridade da membrana, sendo que as células em apoptose 

tardia apenas incorporam o EB. (KASIBHATLA et al., 2006).  

 

3. OBJETIVOS 
 Demonstrar a eficiência de se trabalhar com uma cultura primária de células 

a fim de diminuir a utilização de animais em experimentos e avaliar a sobrevida 

destas células após as mesmas serem tratadas com diferentes intensidades de 

radiação ionizante oriunda de um equipamento de Cobaltoterapia.  

 Obter uma resposta diretamente proporcional ao tratamento, ou seja, 

observar uma maior inviabilidade ou morte celular à medida que se aumentar a 

intensidade de radiação ionizante.  
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3.1. Relevância do tema 

 Apesar de se tratar de uma neoplasia pouco incidente, o OSA é altamente 

agressivo e de difícil conduta, uma vez que os animais dependem de seus 

proprietários para que exames que permitem diagnosticar a neoplasia sejam 

realizados e, geralmente, estes são feitos quando o tumor já está em um estágio 

avançado, dificultando o tratamento, diminuindo as chances de cura e a sobrevida 

dos animais (BOGLIOLO, 2006).         

  
4.  PERSPECTIVAS  

Em trabalhos futuros pretende-se realizar ensaios de viabilidade celular com 

diferentes tempos de análise após a irradiação, simular um tratamento completo, 

além de fazer um estudo mais aprofundado da epidemiologia desta neoplasia e 

comparar a resposta ao tratamento das células neoplásicas com as células saudáveis, 

a fim de se aprimorar os protocolos já existentes ou chegar a um novo.  

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Origem do material em estudo e aspectos éticos 

Obteve-se um parecer favorável do Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – FMVZ – UNESP, 

Campus de Botucatu (Protocolo nº 98/2008 – CEUA), o qual está presente no 

Anexo A deste trabalho. Além disso, os proprietários dos animais autorizaram a 

utilização dos mesmos com um termo de esclarecimento. 

Os cultivos celulares primários de OSA canino foram obtidos a partir do 

tumor de animais de médio e grande porte acometidos nos ossos do esqueleto 

apendicular, com idades variando de 6 a 11 anos. Estes animais foram 

diagnosticados pelo exame citológico e confirmados pelo histopatológico no 

Hospital Veterinário e Serviço de Patologia Veterinária da FMVZ, de março de 

2008 a janeiro de 2011.  

Todas as culturas celulares caracterizadas tiveram a denominação de spOS 

(São Paulo – Osteossarcoma), sendo aquelas em que as marcações para a expressão 

da Cicloxigenase-2 (Cox2) foram negativas ou de baixa intensidade pela citometria 

de fluxo, ou seja, cujos valores estão abaixo de um (<1%), foram identificadas com 
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números ímpares e aquelas que obtiveram expressões iguais e maiores a um (≥1%), 

foram identificadas com números pares.   
 

5.2. Cultura celular 
 

O vial de células (spOS-8, congeladas desde 21/12/2011, com densidade de 

2x106 células/mL. As células se encontravam, no máximo, na nona passagem) foi 

transportado do Departamento de Patologia da FMVZ para o Departamento de 

Morfologia do Instituto de Biociências de Botucatu (IBB) em um recipiente 

apropriado contendo nitrogênio líquido e, posteriormente, as células foram 

descongeladas em banho-maria a 36°C com agitação suave por, aproximadamente, 

2 min.          

 Posteriormente, as células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium high glucose (DMEM alta glicose – GIBCO 11995–065) 

suplementado com 10% de SFB (GIBCO 12657–029) e com 1% de uma solução 

antibiótica e antimitótica (GIBCO, 100x), sem do mantidas em estufa úmida 

(THERMO SCIENTIFIC) contendo 5% de CO2, a 37 °C.    

 Apenas quando descongeladas, elas foram cultivadas com meio 

suplementado com 20% de SFB, conforme recomendado na literatura e de acordo 

com as orientações presentes no guia de cultura de células animais da American 

Type Culture Collection (ATCC®), o Animal Cell Culture Guide.    

 Para se verificar a viabilidade celular, realizou-se um teste com o corante 

Azul de Tripan (SIGMA® T8154) e verificou-se que a viabilidade era de 82.55%, 

aproximadamente, e que a concentração das células após o descongelamento era de 

1.23x106 células/mL, aproximadamente.      

 As células foram observadas em um microscópio invertido (ZEISS®) e 

repicadas sempre que atingiram uma subconfluência em torno de 80%. Além disso, 

observou-se que as células não estavam contaminadas por fungos ou bactérias, 

verificou-se a presença de poucos debris e que não houve mudança na coloração do 

meio, de modo que não houve alteração do pH.     

 Para se realizar a expansão das células e também para o plaqueamento das 

mesmas, utilizou-se a solução tampão fosfato-salino (PBS – GIBCO, 1x,  pH 7.2) e 

a tripsina (TRYPLE SELECT – INVITROGEN 12563–029). Durante a expansão, 

parte das células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de congelamento, 
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contendo meio de cultura completo e 5% de dimetilsulfóxido (DMSO – 

DINÂMICA), sendo posteriormente congeladas a -80ºC no biofreezer (NEW 

BRUNSWICK SCIENTIFIC™ INNOVA® U 101).  

Para a determinação da concentração de trabalho utilizando-se placas de 96 

poços (COSTAR 3595), realizou-se um teste de citotoxicidade com 

metiltiazoltetrazólio (MTT – SIGMA® M 2128), afim de não haver poucas células 

nem causar inibição por contato, ou seja, a quantidade de células excede um 

número tal que impossibilita o crescimento celular fazendo com que as mesmas se 

inibam até a morte.        

 Também se realizou um teste para determinar a concentração de trabalho 

com utilizando-se placas de 12 poços (COSTAR 3513).    

 Os tratamentos foram realizados com as células na décima quinta passagem. 
 

5.3.  Tratamento com radiação ionizante 

As amostras foram transportadas dentro de uma bolsa térmica do 

Departamento de Morfologia do IBB até o Setor de Radioterapia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC – FMB), o que levou em 

média 10.32 minutos, aproximadamente, em todos os tratamentos realizados (em 

triplicata).  

 No Setor de Radioterapia os tratamentos foram realizados utilizando-se a 

Unidade de Telecobaltoterapia (GE – General Eletric Company Medical System, 

USA; CGR MeV, ALCYON, Nº: 1008; Z 13 A 3, W1 53201), com um campo de 

irradiação de 30 cm x 30 cm, distância fonte superfície (SSD) de 80.0 cm e 

profundidade de 0.5 cm (para se obter uma porcentagem de dose profunda (PDP) de 

100%).           

 De acordo com estudos de MANTOVANI e MUTSAERS (2016), 

trabalhou-se com o seguinte arranjo experimental (vide imagens no ANEXO C): A 

mesa e o gantry foram posicionados a 0º, 5 placas de acrílico foram colocadas sob a 

amostra tratada para evitar o retroespalhamento da radiação ionizante e 1 placa de 

acrílico foi colocada sobre a amostra para eliminar o GAP de ar (espaçamento ou 

distanciamento entre os campos dos feixes, na superfície de entrada dos mesmos), a 

fim de homogeneizar a dose absorvida. 

 A temperatura, a umidade relativa do ar e a pressão atmosférica foram 

medidas três vezes (SETTING, Certif.: PS-11-006/14, TP-10-562/14, Nº 
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Instrumental Padrão: TB-01, Datas de calibração: 06/11/2014, 31/10/2014) e, 

posteriormente, calculou-se a média desses valores (Tabelas 2, 3, 5, 6, 8 e 9). 

 O tempo de exposição (t), em minutos, dos grupos tratados foi calculado 

pela seguinte equação:  

t =
Dose

(PDP)x(Fc)x(Rend)
 

   

 Onde PDP é a porcentagem de dose profunda, Fc é o fator campo (igual a 

1.109) e Rend é o rendimento da fonte radioativa (Co-60).     

 O Fc trata-se da razão da dose para um dado campo em relação à dose para 

o campo de referência (10 cm x 10 cm), na profundidade de dose máxima. A PDP 

trata-se de uma relação percentual da dose em determinada profundidade em 

relação à profundidade de dose máxima (equilíbrio eletrônico) e é elevada com a 

área do campo, uma vez que com o aumento do volume irradiado tem-se uma maior 

quantidade de radiação espalhada.  
 

Tabela 1 – Rendimento da fonte de Co-60 (cGy/min), dose (Gy e cGy) e tempo de exposição (min) 
dos grupos tratados com radiação ionizante para o ensaio MTT 

Rendimento da fonte de Co-
60 (cGy/min) Dose (Gy) Dose (cGy) Tempo de 

 exposição (min) 

70.70 

5.00 500.00 6.4 
10.00 1000.00 12.8 
15.00 1500.00 19.8 
20.00 2000.00 25.6 
30.00 3000.00 38.4 

 

 

Tabela 2 – Temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e pressão atmosférica (mmHg) da sala de 
comando da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB  

 

Temperatura (ºC) Umidade relativa do ar (%) Pressão (mmHg) 
17.0 45.0 686.25 
18.0 44.0 687.00 
18.0 43.0 687.00 

Média 17.67 44.0 686.75 
 
 

Tabela 3 – Temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e pressão atmosférica (mmHg) da sala de 
tratamento da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB 

 

Temperatura (ºC) Umidade relativa do ar (%) Pressão (mmHg) 
18.0 43.0 687.00 
18.0 43.0 687.00 
18.0 43.0 687.00 

Média 18.0 43.0 687.00 
 

Tabela 4 – Rendimento da fonte de Co-60 (cGy/min), dose (Gy e cGy) e tempo de exposição (min) 
dos grupos tratados com radiação ionizante para o teste com AO/EB 

Rendimento da fonte de Co-
60 (cGy/min) Dose (Gy) Dose (cGy) Tempo de 

 exposição (min) 

68.08 
5.00 500.00 7.0 

10.00 1000.00 14.0 
30.00 3000.00 40.0 
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Tabela 5 – Temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e pressão atmosférica (mmHg) da sala de 
comando da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB  

 

Temperatura (ºC) Umidade relativa do ar (%) Pressão (mmHg) 
20.0 55.0 684.06 
20.0 56.0 685.56 
20.0 5.0 685.56 

Média 20.0 55.67 685.06 
 
 

Tabela 6 – Temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e pressão atmosférica (mmHg) da sala de 
tratamento da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB 

 

Temperatura (ºC) Umidade relativa do ar (%) Pressão (mmHg) 
20.0 54.0 684.81 
20.0 54.0 685.56 
20.0 55.0 685.56 

Média 20.0 54.34 685.31 
 

5.4. Avaliação da sobrevida celular 
 

5.4.1. Ensaio MTT       
 As células foram plaqueadas em placas de 96 poços, divididas em um 

grupo controle e cinco grupos tratados (com as doses de 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy 

e 30 Gy,) 24 h antes de serem irradiadas (tratadas) no Setor de Radioterapia 

utilizando-se a Unidade de Telecobaltoterapia.      

 Em seguida, elas retornaram para a estufa úmida e após 24h foi realizado o 

ensaio MTT para se verificar a viabilidade celular (mitocondrial ), no qual 

o MTT foi administrado nas amostras (100 µL por poço) e, após 3 h de incubação, 

ele foi retirado e colocou-se o DMSO (100 µL por poço), o qual foi utilizado para 

romper a membrana celular, dissolver o Formazan e possibilitar a leitura das placas, 

a qual foi realizada a 540nm através de um leitor Elisa (BIOTEK ELx800®).  

 Os valores da absorbância foram salvos em uma tabela pelo software Gen5 

e expressos em porcentagem de viabilidade mitocondrial. A análise estatística foi 

realizada utilizando-se o software Prism, sendo feito o teste ANOVA com 5% de 

significância (p<0.05). 

 

5.4.2. Teste de dupla coloração com AO/EB 

 As células foram plaqueadas em placas de 12 poços, nas quais uma lamínula 

de vidro redonda tratada com PLL (Poli L. Lisina) foi colocada dentro dos poços e 

trabalhou-se com 1.00x105 células por poço. O Tratamento com PLL é descrito no 

Anexo B.   
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 O teste foi realizado 24 h e 72 h após o tratamento com a coloração das 

células através de uma solução composta por dois corantes fluorescentes, a laranja 

de acridina (AO – C17H19N3 – SIGMA 158550-25G) e o brometo de etídio (EB – 

C21H20BrN3 – SIGMA E7637-1G), ambos numa concentração de 100 µg/mL em 

PBS. 

 Para a análise dos resultados, as lamínulas foram retiradas dos poços e 

lavadas com PBS a fim de se retirar qualquer resíduo do meio de cultura, uma vez 

que este contém phenol red, o que poderia interferir na leitura. Feito isso, 

colocaram-se 30µL da solução com os dois corantes sobre a lamínula e ela foi 

colocada em uma lâmina de vidro para microscópio, sendo incubada a temperatura 

ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz. 

Posteriormente, as lâminas foram analisadas utilizando-se um microscópio 

fluorescente (ZEISS®) com aumento de 400x e filtro 3 FITC. 200 células foram 

contadas. As imagens foram salvas utilizando-se o software Axionvision Rel 4.7  e 

os gráficos foram feitos utilizando-se o software OriginPro 8. 

   

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Trabalhar com uma cultura primária no intuito de avaliar terapias, além de 

ser um modelo biológico mais simples, é eficiente devido as células manterem a 

morfologia e características fisiológicas do seu tecido de origem, assim como 

descrito por MIGITA (2012), BERSANO (2006), e por FRESHNEY (2010).  

 A cultura primária de OSA canino utilizada neste trabalho apresenta 

predomínio do padrão osteoblástico, o que lhe confere a denominação de 

osteossarcoma osteoblástico. A seguir são apresentadas imagens dessa cultura 

obtidas a partir de um microscópio invertido (ZEISS®) e do software ZEN.  

 Observou-se um pleomorfismo em relação ao tamanho das células e que, 

elas apresentam uma forma arredondada quando não estão aderidas à superfície do 

frasco, e, quando aderidas, adquirem um aspecto fusiforme e prolongamentos 

semelhantes à pseudópodos, como apresentado na Figura 6. Observou-se também 

células binucleadas e/ou multinucleada, o que é uma característica de células 

neoplásicas, uma vez que as mesmas não seguem os padrões do processo de divisão 

celular de uma célula sadia.         

 Na Figura 7 nota-se um padrão de crescimento extremamente agressivo. 

Como as células neoplásicas, diferentemente de células sadias, continuam 
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crescendo após entrarem em contato umas com as outras, também observam-se 

regiões com sobreposição de células, onde as mesmas crescem sobrepostas.   

 
Figura 6 – Cultura primária de osteossarcoma canino. Células tumorais apresentando pleomorfismo 
expressivo e células mononucleadas ou binucleadas (A – seta branca) – ZEISS®. As células 
apresentam núcleos e nucléolos proeminentes (setas laranja – A e B), são fusiformes, têm diferença 
de forma (circular – seta amarela – B) e tamanho e quando aderidas a superfície do frasco de cultura 
(círculos vermelhos – B), possuem prolongamento semelhantes à pseudópodos (setas verdes – A).  
 

 Embora os autores não façam referência a morfologia da cultura frente ao 

tratamento, é importante ressaltar que nos resultados obtidos nesse trabalho não foi 

possível perceber alterações na morfologia das células 24 horas após o tratamento 

utilizando-se um microscópio óptico invertido. Entretanto, quando coradas com a 

solução AO/EB, observaram-se alterações específicas, o que demonstra que não é 

aconselhável tirar conclusões tão somente pela morfologia. 

 
Figura 7 – Cultura primária de osteossarcoma canino com 70/80%, aproximadamente, de 
confluência – ZEISS®. Destaque para regiões onde as células estão bastante coesas entre si 
(círculos pretos), presença de células binucleadas ou multinucleadas (setas laranja) com destaque 
de uma célula multinucleada (seta e círculo verdes). 

    

 A interação da radiação ionizante com as células promove efeitos diretos e 

indiretos, levando a sua morte. De acordo com NORTH e BANKS (2009), na 

Medicina Veterinária o maior efeito é o indireto devido à produção de radicais 

livres, uma vez que as células consistem de, aproximadamente, 85% de água.  
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 Dentre outros fatores, a sobrevivência da célula depende da integridade da 

membrana mitocondrial e plasmática. Com o ensaio MTT, verificou-se que 

com a dose de 30 Gy aproximadamente 90% das células não estavam viáveis. O 

tratamento com 20 Gy apresentou resultado semelhante.    

 Além disso, observa-se que não houve uma diferença significativa na 

eficiência do tratamento para as doses de 10 Gy e de 15 Gy, e que praticamente não 

se observa morte celular com a dose de 5 Gy. Esses resultados sugerem que a 

eficiência de um tratamento com uma dose final de 20 Gy  seria semelhante a um 

com uma dose final de 30 Gy, o que condiz com os protocolos existentes pensando 

em três sessões de 8 Gy, que resultam em uma dose final próxima de 20 Gy. 

 O Gráfico 1 a seguir apresenta a viabilidade celular expressa em 

porcentagem pela dose de radiação ionizante recebida.  

 
Gráfico 1 - Viabilidade celular (%) 24 horas após o tratamento pela dose (Gy) de radiação ionizante 
recebida. Diferença estatística de p<0.01 (*) e de p<0.0001 (***).  
  

 Como observado por MATOVANI et al. (2016), o OSA trata-se de um 

tumor radioresistente, sendo necessárias doses elevadas para se obter uma resposta 

satisfatória, o que é uma desvantagem dessa terapia devido aos efeitos tóxicos 

causados. 

Assim como descrito MORRIS et al. (2007), a fração de crescimento da 

população celular está relacionada com a radiosensibilidade da população celular, 

de modo que células em divisão são geralmente mais sensíveis à radiação que 

células diferenciadas em não divisão , como as células ósseas.   

 Não se verificou a mesma porcentagem de viabilidade apresentada no 

estudo de MATOVANI et al. (2016), a qual foi próxima de 70% para a dose de 10 

Gy em uma das linhagens utilizadas, mas isso pode estar relacionado ao fato das 

análises desses autores terem sido realizadas 72 h após o tratamento e por eles 



25 
 

terem utilizado linhagens imortalizadas e não uma cultura primária, como neste 

trabalho.   

 Com os resultados do teste de dupla coloração com AO/EB, calculou-se a 

porcentagem de células em apoptose pela seguinte equação adaptada de RENJU et 

al., 2014:  

Células em apoptose (%) = 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠𝑒𝑚𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑒 𝑥 100

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 + 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑒
 

     

  Verificou-se que a inviabilidade celular entre 24 h e 72 h praticamente não 

foi alterada para a dose de 5 Gy. Por outro lado, para as doses de 10 e 30 Gy, 

obteve-se um aumento de, aproximadamente, 20%, como se observa nos Gráficos 2 

e 3. Tal aumento pode ser resultante de efeitos tardios da radiação ionizante ou 

estar relacionado ao tempo de duração do ciclo celular.     
  

 
Gráfico 2 – Porcentagem de células (%) viáveis e em apoptose 24 e 72 horas após o tratamento com 
radiação ionizante. As barras preta (24 h) e cinza (72 h) são referentes as células viáveis, enquanto 
as barras laranja (24 h) e amarelo (72h) são referentes as células em apoptose. 
 

 
Gráfico 3 – Porcentagem de células viáveis (%) 24 horas (linha preta) e 72 horas (linha vermelha) 
após o tratamento com radiação ionizante. 
 Na análise das lâminas verificou-se que o EB corou o núcleo das células que 

perderam a integridade da MP, assim como descrito por KASIBHATLA, S. et al. 
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(2016). Em conformidade com o que é apresentado nos estudos de KASIBHATLA  

et al. (2016), RIBBLE et al. (2005), LIU et al. (2014), GARCÍA et al. (2015) e 

RENJU et al. (2014), as células em apoptose apresentaram uma coloração do 

núcleo mais alaranjada devido à incorporação da AO.     

 Células viáveis se apresentaram coradas uniformemente em verde, mas 

também se verificou células com o núcleo intacto corado em laranja, o que se deve 

ao corante AO, uma vez que, como descrito por KASIBHATLA et al. (2016), este 

corante cora tanto células viáveis quanto inviáveis.      

 Também se observou a formação de corpos apoptóticos e em nenhum dos 

grupos se observaram células em necrose.                                 

 
Figura 8 – Imagem de microscopia fluorescente de células coradas com AO e EB – Axionvision Rel 
4.7. Células viáveis (setas verdes), células em apoptose (setas brancas) e células em apoptose tardia 
(setas amarelas). A e B são referentes ao grupo controle, C é referente ao tratamento com 5 Gy, com 
destaque para duas células viáveis. D e E são referentes ao tratamento com 10 Gy e F é referente ao 
tratamento com 30 Gy. 
 

 Células em apoptose tardia, como se observa na Figura 8 em D e E (também 

presente em F, mas não tão evidente), apresentam um contraste entre núcleo e 

citoplasma.  Em todos os ensaios realizados, não se observou influência da 

mudança de temperatura, pressão atmosférica e umidade relativa do ar em relação à 

inviabilidade das células, apesar de se ter 12.5% de morte celular no grupo controle 

na análise de 72 h. Tal observação pode ser resultado da competição das células por 

espaço.         

 Além disso, verificou-se com ensaio MTT anterior que este deve ser 

realizado com pelo menos 24 h após o tratamento, pois o ciclo celular pode levar de 

14 a 36 h, como apresentado por TAUHATA, L. et al. (2014).  
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7. CONCLUSÃO 

 Nas condições em que foi realizada esta pesquisa, os objetivos foram 

alcançados, uma vez que trabalhar com culturas de células se mostrou eficiente e 

foi possível, através de dois ensaios diferentes, avaliar a sobrevida das células após 

o tratamento.           

 Apesar da inviabilidade das células não ter decrescido de forma linear, 

constatou-se com o ensaio MTT que a viabilidade é reduzida em função da dose de 

radiação ionizante recebida. Além disso, os resultados deste ensaio confirmaram a 

resistência da neoplasia ao tratamento.       

 Essa não linearidade também foi observada no teste de dupla coloração e 

mesmo os resultados não sendo idênticos aos do ensaio MTT, pode-se afirmar que a 

terapia é eficiente para o tratamento da neoplasia.  

 Esses resultados, associados ao fato de que culturas primárias de células 

apresentam uma resposta muito semelhante a dos tecidos de sua origem, podem 

servir de incentivo a estudos de investigação dos mecanismos envolvidos na 

resistência à radioterapia e aprimoramento das terapias existentes até o momento. 
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ANEXO A – Atestado da Comissão de Ética no Uso de Animais 
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ANEXO B: Protocolo de tratamento com Poli L. Lisina – SIGMA-ALDRICH 

 

 

 

Observação 1: Antes de serem tratadas com Poli L. Lisina, as lamínulas foram 

limpas com detergente neutro e secas em temperatura ambiente. Feito isso, elas 

foram autoclavadas.  

Observação 2: Este tratamento foi  realizado porque o PLL trata-se de um 

polímero que melhora a adesão celular e o objetivo era que as células, inclusive as 

mortas, continuassem aderidas a superfície da lamínula, de modo que as mesmas 

pudessem ser contabilizadas na análise das lâminas.   
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ANEXO C – Esquema do arranjo experimental dos tratamentos 

 

 

Figura 9 – Arranjo experimental dos tratamentos utilizando-se placas de 12 poços (COSTAR 3513). 
Dimensões da placa (medidas aproximadas): 12.8 cm de comprimento, 8.6 cm de largura, 2.25cm de 
altura e 1.1 cm de diâmetro. 

 

 

Figura 10 – Arranjo experimental dos tratamentos utilizando-se placas de 96 poços (COSTAR 
3595). Dimensões da placa (medidas aproximadas): 12.6 cm de comprimento, 8.6 cm de largura, 
1.5cm de altura e 0.7 cm de diâmetro. 


