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RESUMO

SANCTIS, P. Analise da sobrevida de células de osteossarcoma canino apds irradiagdo com equipamento
de Cobaltoterapia. 2016. 50 f. Monografia de conclusdo de curso — Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Botucatu, 2016. Orientadora: ROCHA, N. S.

Assim como qualquer outra célula, as 0sseas estdo em constante renovagao, sendo
esta mais rapida nos individuos jovens devido ao crescimento dos ossos. Durante
este processo, as c€lulas podem escapar aos mecanismos normais de controle de
proliferacdo e dar origem a tumores de maior ou menor grau de malignidade. O
osteossarcoma (OSA) ¢é caracterizado pela infiltragdo local agressiva dos tecidos
subjacentes e apesar de sua infrequéncia em comparagdao a neoplasias de outros
orgaos, sua importancia ¢ relevante por se tratar de um tumor altamente agressivo e
resistente tanto a quimioterapia quanto a radioterapia. Essa resisténcia pode ser
resultado de um diagndstico tardio, uma vez que os animais dependem de seus
proprietarios para que este seja realizado, o que geralmente acontece quando o
tumor ja atingiu um estdgio avangado, dificultando o tratamento e diminuindo tanto
a probabilidade de cura quanto a sobrevida dos animais. Este estudo buscou
demonstrar a eficiéncia de se trabalhar com cultura de células a fim de diminuir a
utilizacao de animais em experimentos ¢ avaliar a sobrevida destas células apos as
mesmas serem tratadas com diferentes intensidades de radiagdo 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 a medida que se aumentasse a intensidade de radiacdo ionizante. A cultura
primaria 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 solucao antibidtica e antimitética, sendo mantida em estufa timida a 37° C.
A analise da sobrevida celular foi realizada através do ensaio MTT e do teste de
dupla coloragcdo com os corantes fluorescentes laranja de acridina e brometo de
etidio. Neste foi possivel identificar células vidveis e em diferentes estagios de
apoptose. Os resultados do ensaio MTT confirmaram a resisténcia da neoplasia ao
tratamento e mostraram que apesar de se ter observado uma viabilidade decrescente
com o aumento da dose, esta ndo ¢ linear. Com este estudo se espera colaborar com
a pesquisa em oncologia comparada e multidisciplinar servindo de incentivo para a

busca de novos enfoques terap€uticos.

Palavras — chave: Osteossarcoma. /n vitro. Radiagdo 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 "Jilio 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
37°C. 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. [n vitro. lonizing radiation. MTT assay. Fluorescent
microscopy.
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1. INTRODUCAO

As células do osso podem escapar aos mecanismos normais que controlam
sua proliferag¢@o e dar origem a tumores de maior ou menor grau de malignidade. A
incidéncia de tumores 6sseos em caes ¢ da ordem de 7.9/100000 e destes, 98% sao
malignos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BOGLIOLO, 2006; NORTH;
BANKS, 2009).

Apesar de sua infrequéncia em comparacdo a neoplasias de outros 6rgaos, a
importancia pratica do osteossarcoma (OSA) ¢ relevante devido a dificuldades na
sua conduta, pois o OSA trata-se de um tumor mesenquimatoso produtor de matriz
Ossea caracterizado pela infiltragdo local agressiva dos tecidos subjacentes com
rapida disseminag¢do hematogénica e presenga de osteoblastos pleomorficos, que se
dividem por mitose com muita frequéncia (BOGLIOLO, 2006; NORTH; BANKS,
2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; FRACASSO, 2012).

A radioterapia ¢ amplamente utilizada no tratamento do cancer em pacientes
humanos e ¢ igualmente aplicavel para pequenos animais (MORRIS, 2007).
Entretanto, as células do OSA tém sido consideradas historicamente resistentes a
radiacdo ionizante, de modo que esta ¢ normalmente indicada para pacientes em
que a amputagdo nao ¢ uma opg¢ao de tratamento ou em combinacdo com a cirurgia.
(FRACASSO, 2012; MORAES, 2009; MANTOVANI, 2016).

A resisténcia pode se dever a utilizagdo da radioterapia convencional e por
isso, recomenda-se a utilizacdo de doses elevadas de radiacao ionizante. Dentre os
protocolos disponiveis na literatura para o caso do OSA, o mais comumente
utilizado ¢ a incidéncia de cobalto-60 na intensidade de 8 a 10 Grays (Gy) aplicadas
em trés sessdes (FRACASSO, 2012; MORAES, 2009; MANTOVANI;
MUTSAERS, 2016).



2.

1.2

REVISAO DA LITERATURA

Tecido 0sseo

O tecido 6sseo trata-se de um tipo especializado de tecido conjuntivo
formado por um processo denominado ossificagdo intramembranosa, que ocorre no
interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo processo de ossificagao endocondral.
Este tecido ¢ composto por células e material extracelular calcificado, a matriz
6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).

As células que constituem o tecido Osseo sdo: os osteoblastos, que
sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se na sua periferia, os osteocitos,
que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz ¢ mantém o tecido
6sseo vivo; e os osteoclastos, células gigantes, moveis e multinucleadas que
reabsorvem o tecido 6sseo, participando dos processos de remodelacdo dos ossos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).

Como ndo existe difusdo de substincias através da matriz calcificada do
0ss0, a nutricdo dos ostedcitos depende de canaliculos que existem na matriz, os
quais possibilitam as trocas de moléculas e ions entre os capilares sanguineos e os
osteocitos. Todos os 0ssos sdo revestidos em suas superficies externas e internas
por membranas conjuntivas que possuem células osteogénicas, o periosteo e o
endosteo, respectivamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).

Apesar do tecido 6sseo ser um dos tecidos mais duros do corpo, ele € um
tecido dindmico que muda constantemente a sua forma em relagdo ao tipo de
estresse mecanico sofrido por ele, de modo que pressdes aplicadas sobre ele levam
a reabsor¢do da matriz, enquanto tensdes aplicadas sobre ele levam ao
desenvolvimento de um novo tecido 6sseo, por exemplo (GARTNER, 2007).

Além disso, o tecido 6sseo ¢ um reservatorio de varios minerais,

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

2.1.1. Matriz 6ssea

A matriz 6ssea tem constituintes inorganicos e organicos. Os componentes
inorganicos da matriz Ossea sdo cristais de hidroxipatita de calcio, compostos
principalmente por célcio e fosforo, enquanto que o componente organico
predominante do tecido 6sseo € o colageno tipo I (GARTNER, 2007).

A associacdo dos cristais de hidroxiapatita com o colageno (i. e., todo o
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mineral ¢ removido do o0sso), faz com que os ossos mantenham a sua forma
original, mas se tornem muito flexiveis. Se o componente organico ¢ extraido do
0sso, 0 esqueleto mineralizado ainda mantém sua forma original, mas se torna

extremamente quebradi¢o e pode ser fraturado com facilidade (GARTNER, 2007).

2.1.2. Osteoblastos

Os osteoblastos estdo presentes na superficie de ossos em formacgdo, siao
capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da mineralizagdo da matriz
Ossea, € apresentam varios receptores para vitaminas, horménios e citocinas que
controlam sua atividade (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).

Quando em intensa atividade sintética, sdo cuboides, com citoplasma muito
basofilo e em estado pouco ativo, tornam-se achatados e a basofilia citoplasmatica
reduz. Uma vez aprisionado pela matriz recém-sintetizada, passa a ser chamado de
ostedcito. A matriz dssea recém-formada, adjacente aos osteoblastos ativos € que
ndo esta ainda calcificada, ¢ denominada de ostedide (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

2.1.3. Osteoclastos

Os osteoclastos tratam-se de células gigantes, moveis, multinucleadas e
extremamente ramificadas resultantes da fusdo de macrofagos, originarios da
medula Ossea. As ramificacdes sdo muito irregulares, apresentando forma e
espessura varidveis. Seu citoplasma ¢ granuloso e contém inumeros lisossomos e
um aparelho de Golgi bem desenvolvido (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008;
JUNQUEIRA, 2005).

Frequentemente, nas areas de reabsorcdo de tecido Osseo, encontram-se
por¢des dilatadas dos osteoclastos, colocadas em depressdes da matriz escavada
pela atividade dos osteoclastos e denominadas de Lacunas de Howshiop

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

2.1.4. Ostedcitos
Os osteocitos, essenciais para a manutencao da matriz Ossea, tratam-se de
pequenas cé€lulas achatadas que exibem pequena quantidade de reticulo

endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi pouco desenvolvido e niicleo com

cromatina condensada (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008; JUNQUEIRA, 2005).
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Essas células residem dentro da matriz extracelular (MEC) calcificada, em
espacos denominados de lacunas, as quais contém apenas um ostedcito. Além
disso, apresentam muitos prolongamentos citoplasmaticos, que possuem jungdes
comunicantes em suas extremidades, por onde ocorre a difusao de metabolicos que
os nutrem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; JUNQUEIRA, 2005).

O tecido 6sseo se mantém vivo gracas ao funcionamento dos ostedcitos,
apesar do seu citoplasma ndo apresentar caracteristicas de células com intensa
atividade metabolica e sua morte ¢ seguida por reabsor¢do da matriz

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

2.1.5. Células osteoprogenitoras

As células osteoprogenitoras originam-se de células mesenquimais
embrionarias ¢ mantém sua capacidade de passar por mitoses. Estas células
localizam-se na camada celular interna do peridsteo, revestindo os canais de
Havers, e no endosteo, sendo mais ativas durante o periodo de crescimento 6sseo
intenso (GARTNER, 2007).

Além disso, sdo derivadas do mesénquima embrionario, permanecem no
mesmo lugar durante toda a vida, podem passar por divisdes mitdticas e t€ém o
potencial de se diferenciar em osteoblastos, sendo que em certas condigdes de baixa
tensdo de oxigénio, podem diferenciar-se em células condrogénicas (GARTNER,

2007).

2.1.6. Tipos de tecidos 6sseos e ossos longos

Observando-se a olho nu a superficie de um osso serrado, verifica-se que ele
¢ formado por partes sem cavidades visiveis, 0 0sso compacto, € por partes com
muitas cavidades intercomunicantes, o o0sso esponjoso (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Nos ossos longos as extremidades ou epifises sdo formadas por osso
esponjoso com uma delgada camada superficial compacta. A diafise ¢ quase
totalmente compacta, com pequena quantidade de osso esponjoso na sua parte
profunda, delimitando o canal medular (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).

O canal medular da didfise e as cavidades do osso esponjoso sao ocupados

pela medula 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO., 2008).
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Figura 1 — Representacdo de um osso longo e suas estruturas (adaptado de BOGLIOLO, 2006).

2.2. Cancer em animais

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em animais de companhia. A
prevaléncia de cancer em cdes e gatos estd crescendo assim como o numero de
fatores que contribuem para este aumento, que em parte refletem o envelhecimento
desta populagdo. Além disso, assim como em outras doengas, a boa alimentagdo ¢ a
medicina preventiva resultam em uma vida mais longa e que, entretanto, fardo com
que a incidéncia de cancer aumente consequentemente (NORTH; BANKS, 2009;
DE NARDI et al., 2002).

Estima-se que um em cada cinco caes desenvolvera cancer, sendo o de pele
e o do tecido subcutaneos os de maior prevaléncia, seguidos dos tumores mamarios,
hematopoiéticos e 0sseos. 45% dos Obitos de cdes com mais de dez anos de idade
sdo causados por cancer e certas racas como Boston Terrier, Boxer, Cocker Spanial,
Poodle, Pastor Alemao e Golden Retriever, apresentam alta incidéncia de casos de
cancer; outras, como Beagle, Collie e Teckel, tém menor prevaléncia da doenca
(DALECK; NARDI, 2008; DALECK; NARDI, 2016; DE NARDI et al., 2002).

Alguns estudos demonstram que os riscos de certos tipos de cancer (mama,
ovario e prostata) sdo reduzidos com a castragdao precoce em caes € gatos, ou seja,
antes do primeiro cio e da maturidade sexual no individuo do sexo masculino, que ¢
em torno dos seis meses de idade. Sobre a distribuicdo dos varios tipos de tumor, na
maioria dos levantamentos estatisticos constata-se que os tumores de pele e os de

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

2.3. Neoplasias osseas e osteossarcoma

As células do osso podem escapar aos mecanismos normais de proliferagao
e originar tumores de maior ou menor grau de malignidade. Os tumores benignos
sdo denominados de condromas, e os malignos, condrossarcomas (CSA); os

formados de células dsseas sdo os osteomas, que sdo benignos, € os OSAs, que sdao



malignos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A incidéncia de tumores 6sseos em cies € da ordem de 7.9/100000 e destes,
98% sao malignos. Apesar de sua infrequéncia em comparacdo a neoplasias de
outros 6rgaos, sua importancia ¢ relevante devido as 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 6sseos compdem um extenso espectro de lesdes, algumas indcuas,
outras rapidamente letais, que faz com que tais lesdes precisem ser adequadamente
diagnosticadas e tratadas a fim de permitir a sobrevida dos doentes € um menor
niamero possivel de sequelas (BOGLIOLO, 2006; NORTH; BANKS, 2009;
BERSANO, 20006).

O estudo necessita ser dindmico, com correlagdo clinico-radiologica e
patologica para se chegar ao diagnéstico correto. O aspecto histologico de algumas
neoplasias € pouco caracteristico e pode ser confundido com outras condi¢des nao
neoplésicas cujos tratamentos diferem enormemente como, por exemplo, o tumor
de células gigantes genuino e o tumor marrom hiperparatireoidismo (BOGLIOLO,
2006; NORTH; BANKS, 2009; BERSANO, 2006).

Os tumores 6sseos podem ser divididos em primarios, metastaticos e que
invadem os ossos. Em relacdo aos primarios, o mais comum ¢ o OSA, o qual
representa  85%, aproximadamente, dos tumores Osseos, enquanto 0s
condrossarcomas, os fibrossarcomas (FSA) e os hemangiossarcomas (HSA)
representam de 5 a 10%, aproximadamente (NORTH; BANKS, 2009; GOMES et
al., 2006).

As neoplasias dsseas ocorrem principalmente em cdes de porte grande a
gigante e mais comumente em cdes de meia idade a idosos. Além disso, 0 aumento
do peso ¢ um fator de risco de grande importancia que esta associado ao aumento
da incidéncia do tumor. (GOMES et al, 2006; BERSANO, 2006; OLIVEIRA,
2008).

O OSA ¢ um tumor mesenquimatoso produtor de matriz 6ssea caracterizado
pela infiltracdo local agressiva dos tecidos subjacentes com rapida disseminagao
hematogénica e presenca de osteoblastos pleomorficos, que se dividem por mitose
com muita frequéncia (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 areas de metafise de ossos longos como, por exemplo, as
regides distal do radio, proximal do tmero, distal do fémur e, proximal e distal da
tibia. Observa-se ainda uma maior prevaléncia nos membros anteriores em relagao
aos posteriores, em uma proporc¢ao de 2:1 (NORTH; BANKS, 2009; FRACASSO,
2012; BERSANO, 2006).

Por ser localmente agressivo, o OSA causa lises e/ou producdo de osso e
inchaco dos tecidos moles, e pode causar fraturas patologicas (NORTH; BANKS,
2009). A caracteristica identificadora das células neoplasicas de OSA ¢ a sua
capacidade de produzir ostedide, a matriz colagenosa que pode ficar mineralizada,
transformando-se em 0sso e em sua variedade mais comum tem-se a presenca de
osteoblastos fusiformes que s3o visualizados como células triangulares ou
fusiformes curtas com nticleos ovoides e distendidos (FRACASSO, 2012).

As ragas com maior incidéncia de OSA sao: Rottweiler, Fila Brasileiro, Sao
Bernardo, Dinamarqués, Setter Irlandés, Doberman, Pastor Alemio, Golden
Retriever, Boxer, Labrador e Mastiff (FRACASSO, 2012; BERSANO, 2006).

Entretanto, estudos demonstram que a ocorréncia do OSA estd mais
relacionada ao porte do que a raga do animal. Cades 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 formagdo do tumor na fase adulta (FRACASSO, 2012;
BERSANO, 2006).

2.4. Cultivo celular

Quando as células sdo removidas a partir de fragmentos de oOrgdos
interrompendo assim as suas relagdes normais com as células vizinhas, tem-se o
que ¢ 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 ¢ dita primaria, quando as células foram diretamente
obtidas de um tecido humano ou animal. Estas células possuem morfologia idéntica
a do tecido de origem e mantém as caracteristicas fisiologicas deste, além de
apresentar diversos clones neoplasicos, o que lhe torna representativa das condigdes
naturais de um organismo e, portanto, um bom modelo in vitro em oncologia com

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



Tem-se também as linhagens celulares continuas, nas quais as células
sofreram imortalizacdo, 1i.e., adquiriram a capacidade de se multiplicar
indefinidamente e tendem a apresentar menor variagdo nos resultados obtidos do
que uma cultura primaria, porém nao 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 s3o modelos bioldgicos mais simples que os
estabelecidos com base em animais de experimentacdo. Entretanto tem-se algumas
limitagdes, uma vez que elas ndo estdo inseridas em uma estrutura tridimensional,
formando uma monocamada, e pela ndo existéncia de outros tipos celulares
adjacentes, como ocorre no tumor in vivo. (MIGITA, 2012).

O crescimento das células, apos descongelamento, em geral, ¢ 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 acimulo de fatores de crescimento
produzidos pelas células (PERES, 2005).

Ao se trabalhar com cultura de células, é necessario 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
sdo cultivadas em meios ricos em nutrientes, a possibilidade de ocorrer propagagao
de microrganismos contaminantes ¢ alta (PERES, 2005; GUIMARAES, 2010).

Amostras congeladas ja contaminadas ou contaminadas durante o
congelamento ou descongelamento irdo manifestar a presenga de microrganismos ja
nos primeiros dias ou apds a primeira troca de meio. No entanto, contaminagdes
com micoplasma ndo sdo tdo aparentes, mas um retardo prolongado no crescimento
pode indicar tal contaminacdo. A observagdo destes aspectos €, portanto,
extremamente util para o sucesso do cultivo celular (PERES, 2005; GUIMARAES,
2010).

Uma forma rapida e eficaz de se verificar viabilidade das células antes e
apoOs o descongelamento € o teste com o corante Azul de Tripan, uma vez que este
normalmente ndo 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 esta morta (FRANCO et al., 2010).



No caso de células oriundas de tecidos duros, como as células dsseas, tem-
se a necessidade de adesdo das células a uma superficie de contato para que
proliferacdo possa ser iniciada. Para tal os frascos de cultura devem possuir uma
carga negativa, a qual ¢ responsavel por mediar a produgdo de proteinas de adesao e
proteoglicanos que irdo iniciar o processo de adesdo da célula a superficie do
frasco. (ALVES et al., 2010).

Além disso, a matriz extracelular interage com a carga negativa do frasco e,
entdo, as células se ligam a matriz por receptores especificos. Quando em cultura,
as células aderentes se espalham por todo o fundo do frasco formando o que ¢

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

2.5. Diagnostico e tratamento do osteossarcoma

Um diagndstico histologico do OSA requer uma bidpsia suficientemente
grande para que o OSA ndo seja confundido com uma reacdo periostal (formacao
de novo osso em resposta a ferimentos ou outros estimulos do periésteo em torno
do o0sso), osteomielite (doenca infecciosa causada geralmente por bactérias), CSA,
HSA ou FSA (NORTH; BANKS, 2009).

Para o diagnoéstico clinico do OSA sdao necessarios dados da radiologia
convencional, utilizando-se os métodos de imagem como tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) e a cintilografia 6ssea para se
avaliar a extensdo da lesdo no o0sso e a invasdo de outros ossos e de tecidos moles,
sobretudo como parte do protocolo de tratamento alternativo a amputacao, como a
substituicdo Ossea, parcial ou total, por endoprdteses ndo convencionais. Estes
métodos sdo aplicados também na avaliacdo de conteudos das lesdes (liquidos,

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

Figura 2 - Imagem radiografica do membro superior esquerdo de um cdo com osteossarcoma.
Observam-se areas de destrui¢do Ossea na regido proximal da ulna (seta amarela) e uma regido de
calcificagdo com aumento do volume dos tecidos moles na regido distal da ulna (seta azul) causadas
pela neoplasia (FRACASSO, 2012 — Imagem cedida pela FMVZ, 2008).
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Os tumores Osseos benignos, mais comuns do que os malignos, sdo
geralmente lesdes de crescimento lento, de limites precisos, com ou sem halo de
esclerose de reparo; quando apresentam reagdo peridstica, esta ¢ do tipo insuflante,
sem interrup¢ao ou continua ou, ainda homogénea podendo, também, se formar o
triangulo de Codman s6lido (BOGLIOLO, 2006).

Os tumores malignos, em geral de crescimento rapido, alcangam volume
maior ¢ mostram, nos exames de imagem, limites imprecisos ou areas de
indefinicdo, sem esclerose reativa em torno da lesdo, a qual pode ter aspecto em
mama geografico, moteado ou permeativo. Quando ha reagdo periostica, ela pode
ser do tipo insuflante, laminar inica ou multipla (capas multiplas), interrompidas ou
descontinuas (BOGLIOLO, 2006).

Segundo BOLGLIOLO (2006), outros tipos de reacdo peridstica podem
ocorrer nas lesdes malignas, sdo elas: espiculado ou “em raio de sol” e tridngulo de
Codman vazio. Ainda do ponto de vista radiografico, as lesdes malignas podem
apresentar também ruptura da cortical e invasdo dos tecidos moles.

Segundo este mesmo autor, a sede mais frequente de metéastases de tumores
Osseos sdo os pulmdes, de modo que sdo realizadas radiografias e TC do torax nos
casos de neoplasias malignas. Dor e/ou aumento de volume sdo os principais
sintomas e sinais dos tumores 0sseos.

A terapia do cancer deve sempre ser feita especificamente para se adequar a
um caso individual, levando em consideragdo biologia, histologia, grau e extensao
do tumor (MORRIS et al., 2007).

De acordo com MORRIS et al. (2007), uma cura completa, i. e., a
erradicacdo de todas as células precursoras do tumor, ¢ o resultado desejavel do
tratamento, mas mesmo os métodos mais efetivos disponiveis atualmente ndo
conseguem alcangar com éxito tal alvo em todos os casos.

A cirurgia ¢ considerada uma das medidas mais eficazes de tratamento para
a maioria das neoplasias sdlidas nos animais e, geralmente, oferece as melhores
chances de cura. Uma das indicacgdes ¢ a citorredugdo da massa tumoral antes da
radioterapia, na qual se terd a remocao fisica de todas as células do tumor, uma vez
que, na maioria dos casos, uma margem de tecido normal, denominada de margem
de seguranga, ¢ incluida na excisdo cirargica (MORRIS et al., 2007).

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

porque castrar uma cadela, por exemplo, antes do primeiro ou segundo cio reduz
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significativamente o risco de um posterior desenvolvimento de tumores mamarios,
por exemplo.

Entretanto, falhas no tratamento cirtirgico podem resultar em: tumor
benigno incompletamente resseccionado na primeira tentativa e, nesse caso, O
tumor ira crescer novamente no local do tumor primario ou adjacente;
contaminagdo de tecido normal com células do tumor no momento da cirurgia por
meio de hemorragia, instrumentos cirirgicos ou via drenagem cirirgica; metastases
em Orgaos distantes antes do tratamento cirurgico e, nesse caso, o animal ira
subsequentemente desenvolver problemas relacionados a tumores metastaticos em
outros locais (MORRIS et al., 2007).

Os agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer possuem baixo
indice terapéutico, uma vez que a dose que produz a resposta terapéutica desejada €
muito proxima a que produz uma resposta toxica indesejavel (HOSKINS, 2008).

Ja a radioterapia ¢ amplamente utilizada no tratamento do cancer em
pacientes humanos e ¢ igualmente aplicavel ao tratamento da doenca em pequenos
animais. No caso do OSA, ela ¢ indicada quando a cirurgia ndo ¢ possivel ou em
combinacdo com a cirurgia, podendo prolongar a sobrevida dos pacientes
(MORRIS et al., 2007; OLIVEIRA, 2008).

A radiacdo ¢ uma forma de energia que, quando absorvida por tecidos vivos,
causa excitagdo e ionizacdo dos componentes de 4&tomos ou moléculas no caminho
do feixe da onda. Reagdes quimicas subsequentes resultam em quebra de pontes
moleculares e podem resultar em morte apoptotica das células, caso as moléculas
criticas para a viabilidade da célula sejam rompidas (MORRIS et al., 2007).

O “alvo critico” geralmente considerado ¢ o &4cido desoxirribonucleico
(DNA) nuclear, mas outras moléculas em outras partes das células como proteinas e
lipideos, por exemplo, também podem ser danificadas e contribuir para lesdo
celular induzida por radiacdo (MORRIS et al., 2007).

Os danos direto e indireto ao DNA causados pela radiacdo ionizante (RI)
sdo apresentados na Figura 3, onde em B observam-se quebras das ligagdes
estruturais do DNA e em A, a reagdo do elétron com uma molécula de agua
formando um radical livre, a hidroxila, a qual ¢ altamente reativa com as estruturas

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

As células do OSA tém sido consideradas historicamente resistentes a
radiagdo, de modo que a radioterapia ¢ normalmente indicada como uma terapia
coadjuvante ou em casos em que a amputacdo ndo ¢ uma op¢ao de tratamento. Tal
resisténcia pode se dever a utilizagdo da radioterapia convencional e por isso,
recomenda-se a utilizagdo de doses elevadas de radiagdao ionizante (FRACASSO,
2012; MORAES, 2009; MANTOVANI; MUTSAERS, 2016; HOSKINS, 2008).

Dentre os protocolos de radioterapia disponiveis na literatura para o caso do
OSA, o mais comumente utilizado ¢ a incidéncia de cobalto-60 na intensidade de 8
a 10 Grays (Gy) aplicadas em trés sessdes (FRACASSO, 2012; MORAES, 2009;
MANTOVANI; MUTSAERS , 2016; HOSKINS, 2008).

A maioria dos animais precisa de anestesia breve durante cada sessdo de
radioterapia, o que pode ser prejudicial para os animais idosos principalmente, pois
o episddio anestésico pode exacerbar uma disfungdo organica subclinica
preexistente e produzir faléncia organica 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 ocorréncia em mamiferos sao a
necrose € a apoptose, sendo a necrose nada ou pouco previsivel, promovendo
reagdes inflamatdrias locais, enquanto a apoptose ¢ expressa de forma programada
e silenciosa e nao promove inflamacao (FRANCO et al., 2010).

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

membrana plasmatica (MP) rompida, assim como as membranas do nucleo e das
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organelas, causando o extravasamento do conteudo celular, além da formagdo de
bolhas na MP e, em certos tipos celulares, a condensagdo da cromatina assim como
ocorre na apoptose (COTRAN; ROBBINS, 2010; FRANCO et al, 2010;
BERTOLLO, 2010). Ja na apoptose, o tamanho da célula ¢ reduzido, devido ao
carreamento de agua para fora da célula por conta do efluxo de potéssio, o nucleo ¢
fragmentado, a MP tem sua estrutura alterada mas ndo ¢ rompida, e os conteudos
celulares sdo mantidos intactos, podendo ser liberados em corpos apoptoticos
devido a fissoes do citoplasma. Além disso, observa-se a condensagao da cromatina
e a formagdo de bolhas na MP (COTRAN; ROBBINS, 2010; FRANCO et al.,
2010).
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Figura 4 — Esquema das alteragdes morfoldgicas 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 radia¢io ionizante

A maioria das células morre do que ¢ conhecido como uma morte
reprodutiva ou devido a doses clinicas padrdo, em que o efeito da radiacdo
ionizante ¢ limitado as células em divisdo, isso pelo fato de que os efeitos clinicos
dependem da fracdo de crescimento e do tempo de duplicagdo das células tumorais
(NORTH; BANKS, 2009).

De acordo com a faixa de energia utilizada em oncologia veterinaria, tem-se
que o maior efeito ¢ o indireto devido a producao de radicais livres, pois as células

vivas consistem de aproximadamente 85% de 4gua, de modo que o principal alvo

13



da radiacao ionizante sao as moléculas de agua, resultando na producao do radical
hidroxila, o qual danifica o material genético celular (NORTH; BANKS, 2009).

Entretanto, segundo NORT e BANKS (2009), os efeitos da radiagdo ndo sao
especificamente para células neoplasicas, de modo que os tecidos normais de
proliferagao rapida, conhecidos como tecidos de resposta rapida ou aguda também
sdo suscetiveis de danos.

Células normais que se dividem mais lentamente, como as Osseas, por
exemplo, sdo afetadas pela radiagdo, mas as mudancas podem levar de meses a
anos para comecar a aparecer por se tratarem de tecidos de resposta tardia

(NORTH; BANKS, 2009).

2.6.2. Biologia da radiacao

A resposta de células vivas e tecidos a radiacao depende da dose ou taxa de
dose de radiacdo aplicada e da radiosensibilidade da populagdo celular. A
radiosensibilidade varia de acordo com varios fatores e um dos mais importantes €
a fracdo de crescimento da populagdo celular (MORRIS et al., 2007).

Células em divisdo sdo geralmente mais sensiveis a radiagdo que células
diferenciadas em nao divisdo. Assim, tecidos com alta propor¢ao de células em
divisdo como, por exemplo, medula dssea e epitélio gastrintestinal, sdo mais
radiosensiveis que tecidos que ndo estdo em proliferacdo como, por exemplo,
tecidos fibrosos e musculoesquelético, 0 mesmo se aplica aos tumores com alta
fragdo de crescimento, pois tendem a ser mais sensiveis a radiacdo (MORRIS et al.,
2007).

Células na fase M (mitdtica) do ciclo celular sdo mais radiosensiveis, e
aquelas na fase S (replicacdo de DNA) sdo mais resistentes assim como as células
em G, (em crescimento e preparagdo 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 divisao celular.
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Figura 5 - Representagdo esquematica das fases do ciclo de divisdo celular com as subdivisdes da
mitose (BD BIOSCIENCES).

A oxigenacdo das células também ¢ tida como fator significante na
determinagdo da radiosensibilidade. A maior parte das células tumorais existe em
tensdo baixa de oxigénio, isto ¢, sdo células hipdxicas, devido ao fato de que uma
distancia de 100 pm de um leito capilar resulta em hipoxia. Este fato as torna de 2.5
a 3 vezes menos sensiveis a radiagdo que células normalmente oxigenadas, isso
porque a hipoxia protege as células dos danos promovidos pela radiagdo ionizante
através da radidlise da dgua 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
sanguineos, os quais irdo vascularizar melhor o tumor, ofertando assim mais
oxigénio para as células tumorais hipéxias (HAMANN, 2016).

Entretanto, altos niveis de oxigénio 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 redugdao do MTT, um
sal tetrazdlico, pela desidrogenase mitocondrial de células viaveis para formar um

cristal chamado de Azul de Formazan, tornando possivel medir a respiragado celular,
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a qual ¢ proporcional a quantidade de Formazan produzida e, consequentemente, ao

numero de células viaveis (BERTOLLO, 2010).

2.7.2. Teste de dupla coloracio com AO/EB

A microscopia de fluorescéncia se baseia na capacidade que as substancias
fluorescentes tém de transformar luz ultravioleta em cores visiveis. Existem varias
substancias que tém grande afinidade com componentes celulares como o nucleo e
a mitocondria, ¢ que podem ser acoplados aquelas substancias fluorescentes,
permitindo a sua visualizagdo. Um exemplo ¢ a laranja de acridina (ou do inglés
Acridine Orange - AO), que se liga ao DNA do ntcleo das células. (JUNQUEIRA,
2005).

Na analise das células utilizando-se um microscopio fluorescente, o critério
para a identificacdo das células segue as seguintes consideragdes: células vidveis
sdo coradas em verde, células em apoptose precoce sdo coradas em verde e
apresentam condensa¢do da cromatina, células em apoptose tardia sdo coradas em
laranja e células em necrose sdo coradas em vermelho, apresentando morfologia
nuclear semelhante a de células viaveis (KASIBHATLA et al., 2006; RIBBLE et
al., 2005; LIU et al., 2014; GARCIA et al., 2015 ¢ RENJU et al., 2014).

A AO trata-se de um corante vital que cora tanto as células viaveis quanto
as invidveis, 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).

OBJETIVOS
Demonstrar a eficiéncia de se trabalhar com uma cultura primdria de células
a fim de diminuir a utilizagdo de animais em experimentos e avaliar a sobrevida
destas células apos as mesmas serem tratadas com diferentes intensidades de
radiacdo ionizante oriunda de um equipamento de Cobaltoterapia.
Obter uma resposta diretamente proporcional ao tratamento, ou seja,
observar uma maior inviabilidade ou morte celular a medida que se aumentar a

intensidade de radiagdo ionizante.
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3.1. Relevancia do tema

Apesar de se tratar de uma neoplasia pouco incidente, 0 OSA ¢ altamente
agressivo e de dificil conduta, uma vez que os animais dependem de seus
proprietarios para que exames que permitem diagnosticar a neoplasia sejam
realizados e, geralmente, estes sdo feitos quando o tumor ja estd em um estagio
avangado, dificultando o tratamento, diminuindo as chances de cura e a sobrevida

dos animais (BOGLIOLO, 2006).

PERSPECTIVAS

Em trabalhos futuros pretende-se realizar ensaios de viabilidade celular com
diferentes tempos de analise apds a irradiagdo, simular um tratamento completo,
além de fazer um estudo mais aprofundado da epidemiologia desta neoplasia e
comparar a resposta ao tratamento das células neoplésicas com as células saudaveis,

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

MATERIAL E METODOS

5.1. Origem do material em estudo e aspectos éticos

Obteve-se um parecer favoravel do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — UNESP,
Campus de Botucatu (Protocolo n° 98/2008 — CEUA), o qual estd presente no
Anexo A deste trabalho. Além disso, os proprietarios dos animais autorizaram a
utilizacdo dos mesmos com um termo de esclarecimento.

Os cultivos celulares primarios 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 citologico e confirmados pelo histopatologico no
Hospital Veterindrio e Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ, de margo de
2008 a janeiro de 2011.

Todas as culturas celulares caracterizadas tiveram a denominacao de spOS
(Sao Paulo — Osteossarcoma), sendo aquelas em que as marcagdes para a expressao
da Cicloxigenase-2 (Cox2) foram negativas ou de baixa intensidade pela citometria

de fluxo, ou seja, cujos valores estao abaixo de um (<1%), foram identificadas com
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numeros impares € aquelas que obtiveram expressoes iguais € maiores a um (=1%),

foram identificadas com nimeros pares.

5.2. Cultura celular

O vial de células (spOS-8, congeladas desde 21/12/2011, com densidade de
2x10° células/mL. As células se encontravam, no maximo, na nona passagem) foi
transportado do Departamento de Patologia da FMVZ para o Departamento de
Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) em um recipiente
apropriado contendo nitrogénio liquido e, posteriormente, as células foram
descongeladas em banho-maria a 36°C com agitacdo 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 solugdo
antibiotica e antimitdtica (GIBCO, 100x), sem do mantidas em estufa tmida
(THERMO SCIENTIFIC) contendo 5% de CO,, 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 orientacdes 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 concentracdo das células apos o descongelamento era de
1.23x10° células/mL, aproximadamente.

As células foram observadas em um microscopio invertido (ZEISS®) e
repicadas sempre que atingiram uma subconfluéncia em torno de 80%. Além disso,
observou-se que as células ndo estavam contaminadas por fungos ou bactérias,
verificou-se a presenca de poucos debris e que nao houve mudanga na coloragdo do
meio, de modo que ndo houve alteragdao do pH.

Para se realizar a expansdo das células e também para o plaqueamento das
mesmas, utilizou-se a solugdo tampao fosfato-salino (PBS — GIBCO, 1x, pH 7.2) e
a tripsina (TRYPLE SELECT — INVITROGEN 12563-029). Durante a expansao,

parte das células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de congelamento,
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contendo meio de cultura completo e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO -
DINAMICA), sendo posteriormente congeladas a -80°C no biofreezer (NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC™ INNOVA® U 101).

Para a determinagdo da concentracao de trabalho utilizando-se placas de 96
pocos (COSTAR 3595), realizou-se um teste de citotoxicidade com
metiltiazoltetrazolio (MTT — SIGMA® M 2128), afim de ndo haver poucas células
nem causar inibi¢do por contato, ou seja, a quantidade de células excede um
numero tal que impossibilita o crescimento celular fazendo com que as mesmas se
inibam até a morte.

Também se realizou um teste para determinar a concentracdo de trabalho
com utilizando-se placas de 12 pocos (COSTAR 3513).

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

5.3. Tratamento com radia¢ao ionizante

As amostras foram transportadas dentro de uma bolsa térmica do
Departamento de Morfologia do IBB até o Setor de Radioterapia do Hospital das
Clinicas 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, N°: 1008; Z 13 A 3, W1 53201), com um campo de
irradiagdo de 30 cm x 30 cm, distancia fonte superficie (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 0°, 5 placas de acrilico foram colocadas sob a
amostra tratada para evitar o retroespalhamento da radiag¢do ionizante e 1 placa de
acrilico foi colocada sobre a amostra para eliminar o GAP de ar (espagamento ou
distanciamento entre os campos dos feixes, na superficie de entrada dos mesmos), a
fim de homogeneizar a dose absorvida.

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

medidas trés vezes (SETTING, Certif.: PS-11-006/14, TP-10-562/14, N°
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Instrumental Padrao: TB-01, Datas de calibragao: 06/11/2014, 31/10/2014) e,
posteriormente, calculou-se a média desses valores (Tabelas 2, 3, 5, 6, 8 ¢ 9).

O tempo de exposic¢do (t), em minutos, dos grupos tratados foi calculado
pela seguinte equagao:

Dose

t= (PDP)x(Fc)x(Rend)

Onde PDP ¢ a porcentagem de dose profunda, Fc ¢ o fator campo (igual a
1.109) e Rend ¢ o rendimento da fonte radioativa (Co-60).

O Fc trata-se da razdo da dose para um dado campo em relagdo a dose para
o campo de referéncia (10 cm x 10 cm), na profundidade de dose maxima. A PDP
trata-se de uma relagdo percentual da dose em determinada profundidade em
relacdo a profundidade de dose maxima (equilibrio eletronico) e € elevada com a
area do campo, uma vez que com o aumento do volume irradiado tem-se uma maior
quantidade de radiagao espalhada.

Tabela 1 — Rendimento da fonte de Co-60 (cGy/min), dose (Gy ¢ ¢cGy) e tempo de exposi¢do (min)
dos grupos tratados com radiag@o ionizante para o ensaio MTT

Rendimento da fonte de Co- Tempo de
60 (cGy/min) Dose (Gy) Dose (cGy) exposiggo (min)
5.00 500.00 6.4
10.00 1000.00 12.8
70.70 15.00 1500.00 19.8
20.00 2000.00 25.6
30.00 3000.00 384

Tabela 2 — Temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e pressdo atmosférica (mmHg) da sala de
comando da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB

Temperatura (°C) Umidade relativa do ar (%) Pressao (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 (°C), umidade relativa do ar (%) e pressdo atmosférica (mmHg) da sala de
tratamento da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB

Temperatura (°C) Umidade relativa do ar (%) Pressao (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 exposi¢do (min)
dos grupos tratados com radiag@o ionizante para o teste com AO/EB

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

60 (cGy/min) exposicio (min)
5.00 500.00 7.0
68.08 10.00 1000.00 14.0
30.00 3000.00 40.0
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Tabela 5 — Temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e pressdo atmosférica (mmHg) da sala de
comando da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB

Temperatura (°C) Umidade relativa do ar (%) Pressdo (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 (°C), umidade relativa do ar (%) e pressdao atmosférica (mmHg) da sala de
tratamento da Unidade de Telecobaltoterapia do HC-FMB

Temperatura (°C) Umidade relativa do ar (%) Pressdo (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. Avaliacido da sobrevida celular

5.4.1. Ensaio MTT

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, 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 umida e apos 24h foi realizado o
ensaio MTT para se verificar a viabilidade celular (mitocondrial), no qual
o MTT foi administrado nas amostras (100 uL por pogo) e, apos 3 h de incubacao,
ele foi retirado e colocou-se 0 DMSO (100 pL por pogo), 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 absorbancia foram salvos em uma tabela pelo software Gen5
e expressos em porcentagem de viabilidade mitocondrial. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o software Prism, sendo feito o teste ANOVA com 5% de

significancia (p<0.05).

5.4.2. Teste de dupla coloracio com AO/EB

As células foram plaqueadas em placas de 12 pocgos, nas quais uma laminula
de vidro redonda tratada com PLL (Poli L. Lisina) foi colocada dentro dos pocos e
trabalhou-se com 1.00x10° células por pogo. O Tratamento com PLL ¢ descrito no

Anexo B.
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O teste foi realizado 24 h e 72 h apo6s o tratamento com a coloragdo das
células através de uma solu¢do composta por dois corantes fluorescentes, a laranja
de acridina (AO — C;7H9N;3 — SIGMA 158550-25G) e o brometo de etidio (EB —
C,1H0BrN; — SIGMA E7637-1G), ambos numa concentragdo de 100 ug/mL em
PBS.

Para a andlise dos resultados, as laminulas foram retiradas dos pocos e
lavadas com PBS a fim de se retirar qualquer residuo do meio de cultura, uma vez
que este contém phenol red, o que poderia interferir na leitura. Feito isso,
colocaram-se 30uL da solu¢do com os dois corantes sobre a laminula e ela foi
colocada em uma lamina de vidro para microscépio, sendo incubada a temperatura
ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz.

Posteriormente, as laminas foram analisadas utilizando-se um microscépio
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 graficos foram feitos utilizando-se o software OriginPro 8.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trabalhar com uma cultura primaria no intuito de avaliar terapias, além de
ser um modelo bioldgico mais simples, ¢ eficiente devido as células manterem a
morfologia e caracteristicas fisioldgicas do seu tecido de origem, assim como
descrito por MIGITA (2012), BERSANO (2006), e por FRESHNEY (2010).

A cultura primaria de OSA canino utilizada neste trabalho apresenta
predominio do padrdo osteoblastico, o que lhe confere a denominagdo de
osteossarcoma osteoblastico. A seguir sdo apresentadas imagens dessa cultura
obtidas a partir de um microscopio invertido (ZEISS®) e do software ZEN.

Observou-se um pleomorfismo em relagdo ao tamanho das células e que,
elas apresentam uma forma arredondada quando ndo estdo aderidas a superficie do
frasco, e, quando aderidas, adquirem um aspecto fusiforme e prolongamentos
semelhantes a pseuddpodos, como apresentado na Figura 6. Observou-se também
células binucleadas e/ou multinucleada, o que ¢ uma caracteristica de células
neoplasicas, uma vez que as mesmas nao seguem os padroes do processo de divisao
celular de uma célula sadia.

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

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

regides com sobreposi¢do de células, onde as mesmas crescem sobrepostas.

Figura 6 — Cultura primaria de osteossarcoma canino. Células tumorais apresentando pleomorfismo
expressivo e células mononucleadas ou binucleadas (A — seta branca) — ZEISS®. As células
apresentam nucleos e nucléolos proeminentes (setas laranja — A e B), sdo fusiformes, tém diferenga
de forma (circular — seta amarela — B) e tamanho e quando aderidas a superficie do frasco de cultura
(circulos vermelhos — B), possuem prolongamento semelhantes a pseuddépodos (setas verdes — A).

Embora os autores ndo facam referéncia a morfologia da cultura frente ao
tratamento, ¢ importante ressaltar que nos resultados obtidos nesse trabalho nao foi
possivel perceber alteracdes na morfologia das células 24 horas apos o tratamento
utilizando-se um microscopio Optico invertido. Entretanto, quando coradas com a
solu¢do AO/EB, observaram-se alteracdes especificas, o que demonstra que ndo ¢

aconselhavel tirar conclusdes tdo somente pela morfologia.

Figura 7 — Cultura primaria de osteossarcoma canino com 70/80%, aproximadamente, de
confluéncia — ZEISS®. Destaque para regides onde as células estio bastante coesas entre si
(circulos pretos), presenga de células binucleadas ou multinucleadas (setas laranja) com destaque
de uma célula multinucleada (seta e circulo verdes).

A interacdo da radiagdo ionizante com as células promove efeitos diretos e
indiretos, levando a sua morte. De acordo com NORTH e BANKS (2009), na
Medicina Veterindria o maior efeito ¢ o indireto devido a producdo de radicais

livres, uma vez que as células consistem de, aproximadamente, 85% de agua.
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Dentre outros fatores, a sobrevivéncia da célula depende da integridade da
membrana mitocondrial e plasmdtica. Com o ensaio MTT, verificou-se que
com a dose de 30 Gy aproximadamente 90% das células ndo estavam vidveis. O
tratamento com 20 Gy apresentou resultado semelhante.

Além disso, observa-se que ndo houve uma diferenca significativa na
eficiéncia do tratamento para as doses de 10 Gy e de 15 Gy, e que praticamente ndo
se observa morte celular com a dose de 5 Gy. Esses resultados sugerem que a
eficiéncia 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 trés sessoes de 8 Gy, que resultam em uma dose final préxima de 20 Gy.

O Grafico 1 a seguir apresenta a viabilidade celular expressa em

porcentagem pela dose de radiag@o ionizante recebida.
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Grafico 1 - Viabilidade celular (%) 24 horas ap6s o tratamento pela dose (Gy) de radiagdo ionizante
recebida. Diferenga estatistica 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 necessarias doses elevadas para se obter uma resposta
satisfatoria, o que ¢ uma desvantagem dessa terapia devido aos efeitos toxicos
causados.

Assim como descrito MORRIS et al. (2007), a fragdo de crescimento da
populagdo celular estd relacionada com a radiosensibilidade da populagao celular,
de modo que células em divisdo sdo geralmente mais sensiveis a radiacdo que
células diferenciadas em nao divisdao, como as células ésseas.

Nao se verificou a mesma porcentagem de viabilidade apresentada no
estudo de MATOVANI et al. (2016), a qual foi préxima de 70% para a dose de 10
Gy em uma das linhagens utilizadas, mas isso pode estar relacionado ao fato das

analises desses autores terem sido realizadas 72 h apds o tratamento e por eles
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terem utilizado linhagens imortalizadas € ndo uma cultura primaria, como neste
trabalho.

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

porcentagem de células em apoptose pela seguinte equagao adaptada de RENJU et
al., 2014

P célulasemapoptose x 100
Células em apoptose (%) = £F

células viaveis + células em apoptose

Verificou-se que a inviabilidade celular entre 24 h e 72 h praticamente ndo
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 Graficos 2
e 3. Tal aumento pode ser resultante de efeitos tardios da radiagdo ionizante ou

estar relacionado ao tempo de duracao do ciclo celular.
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Grafico 2 — Porcentagem de células (%) viaveis e em apoptose 24 e 72 horas ap6s o tratamento com
radiagdo ionizante. As barras preta (24 h) e cinza (72 h) sdo referentes as células vidveis, enquanto
as barras laranja (24 h) e amarelo (72h) sdo referentes as células em apoptose.
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Grafico 3 — Porcentagem de células viaveis (%) 24 horas (linha preta) e 72 horas (linha vermelha)
apods o tratamento com radiacdo ionizante.

Na analise das laminas verificou-se que o EB corou o nucleo 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 ¢ apresentado nos estudos de KASIBHATLA
et al. (2016), RIBBLE et al. (2005), LIU et al. (2014), GARCIA et al. (2015) e
RENJU et al. (2014), as células em apoptose apresentaram uma coloracdo do
nucleo mais alaranjada devido a incorporagao da AO.

Células viaveis se apresentaram coradas uniformemente em verde, mas
também se verificou células com o nucleo 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 vidveis quanto inviaveis.

Também se observou a formagao de corpos apoptoticos € em nenhum dos

grupos se observaram células em necrose.

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

C¢lulas em apoptose tardia, como se observa na Figura 8 em D e E (também
presente em F, mas ndo tdo evidente), apresentam um contraste entre nucleo e
citoplasma. Em todos os ensaios realizados, ndo se observou influéncia da
mudanca de temperatura, pressao atmosférica e umidade relativa do ar em relagdo a
inviabilidade das células, apesar de se ter 12.5% de morte celular no grupo controle
na andlise de 72 h. Tal observacao pode ser resultado da competi¢cao das células por
espago.

Além disso, verificou-se com ensaio MTT anterior que este deve ser
realizado com pelo menos 24 h apods 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. CONCLUSAO

Nas condi¢des em que foi realizada esta pesquisa, os objetivos foram
alcangados, uma vez que trabalhar com culturas de células se mostrou eficiente e
foi possivel, através de dois ensaios diferentes, avaliar a sobrevida das células apos
o tratamento.

Apesar da inviabilidade das células ndo ter decrescido de forma linear,
constatou-se com o ensaio MTT que a viabilidade ¢ reduzida em funcdo da dose de
radiagdo ionizante recebida. Além disso, os resultados deste ensaio confirmaram a
resisténcia da neoplasia ao tratamento.

Essa nao linearidade também foi observada no teste de dupla coloracao e
mesmo os resultados ndo sendo idénticos aos do ensaio MTT, pode-se afirmar que a
terapia ¢ eficiente para o tratamento da neoplasia.

Esses resultados, associados ao fato de que culturas primarias de células
apresentam uma resposta muito semelhante a dos tecidos de sua origem, podem
servir de incentivo a estudos de investigagdo dos mecanismos envolvidos na

resisténcia a radioterapia e aprimoramento das terapias existentes até o0 momento.
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ANEXOS



ANEXO A — Atestado da Comissio de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA PAN AN
unesp JULIO DE MESQUITA FILHO" NS fmvz - unesp .
i‘,’-h;‘:u',‘.\mu d; Yeterimaria ¢ &
o Bolucatie

ATESTADO

Atestamos para os devidos fins, que o Projeto “Expressdo in vitro
da Cicloxigenase-2 (COX2) no osteossarcoma exposto a
inibidor seletivo da COX2”, Protocolo n° 98/2008-CEUA, de
Paulo Ricardo de Oliveira Bersano, alunc(a) do Programa de Pds-
Gradq_agéo em Medicina Veterinaria, nivel Doutorado da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal e foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 25 de agosto de
2009.

A

Prof. Ass. Dr. Luiz Henrique de Aradjo Machado
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

FMVZ/UNESP - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secdo Técnica Académica
Distrito de Rubi&o Jr., s/n — Botucatu/SP ~ 18618-000
®/fax; 14-3811-6105 - 7 sta@fmvz.unesp.br — = www.fmvz.unesp.br
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ANEXO B: Protocolo de tratamento com Poli L. Lisina — SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH
Poly-L-Lysine Cell Attachment Protocol

By: George Sitterley, BioFiles 2008, 3.8, 12.

Poly-Lysine (Cat. Nos. P7280, P6407, P7405, P9155, P6282, P5899, P4707*,
P4832%)

Optimal conditions must be determined for each cell line and application.

1. Add 50 mL of sterile tissue culture grade water to 5 mg of poly-lysine.

2. Aseptically coat culture surface with 1.0 mL/25 cm? (only). Rock gently to ensure even
coating of the culture surface.

3. After 5 minutes, remove solution by aspiration and thoroughly rinse surface with sterile
tissue culture grade water.

4. Allow to dry at least 2 hours before introducing cells and medium.

*NOTE: Step 1 is not necessary for Poly-lysine Solution, (Cat. Nos. P4707 and P4832).

Observaciao 1: Antes de serem tratadas com Poli L. Lisina, as laminulas foram
limpas com detergente neutro e secas em temperatura ambiente. Feito isso, elas

foram autoclavadas.

Observaciao 2: Este tratamento foi realizado porque o PLL trata-se de um
polimero que melhora a adesdo celular e o objetivo era que as células, inclusive as
mortas, continuassem aderidas a superficie da laminula, de modo que as mesmas

pudessem ser contabilizadas na analise das laminas.
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ANEXO C - Esquema do arranjo experimental dos tratamentos

/Gantry \

e ]»Placa de acrilico

3

WPsikis
) =z

Amostra<€ t

= Placas de
acrilico

Mesa de tratamento

Figura 9 — Arranjo experimental dos tratamentos utilizando-se placas de 12 pocos (COSTAR 3513).
Dimensdes da placa (medidas aproximadas): 12.8 cm de comprimento, 8.6 cm de largura, 2.25cm de
altura e 1.1 cm de diametro.
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Figura 10 — Arranjo experimental dos tratamentos utilizando-se placas de 96 pocos (COSTAR
3595). Dimensdes da placa (medidas aproximadas): 12.6 cm de comprimento, 8.6 cm de largura,
1.5cm de altura e 0.7 cm de didmetro.
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