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SILVA, Isa Cordeiro da. Analise Computadorizada Da Distribuicdo De Células-
Tronco Mesenquimais Irradiadas. 2022. 51. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células progenitoras multipotentes e por
sua imensa capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, in vitro, as CTMs sé&o
utilizadas para estudo dos efeitos biolégicos da radiacdo ionizante. A contagem de
células e nucleos é um método bastante utilizado na pratica laboratorial, visto que as
informacBes quantitativas podem refletir a funcionalidade e arquitetura dos tecidos
vivos. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o padrao de distribuicéo, in
vitro, de células-tronco mesenquimais irradiadas e nao irradiadas. Foram utilizadas
CTMs obtidas de corddes umbilicais humanos e cultivadas sob condi¢des ideais pré-
estabelecidas no Laboratorio de Biofisica das Membranas e Células-tronco Dr. Oleg
Krasilnikov (DBR/UFPE). ApGs a terceira passagem de cultivo, as CTMs foram
divididas em dois grupos: o grupo irradiado e o grupo nao irradiado (controle). O grupo
irradiado foi exposto a dose de 2,5 Gy de radiagdo gama oriundas de uma fonte de
cobalto-60 (Gammacell 220 Excel), localizada no Departamento de Energia Nuclear
(CTG/UFPE). Apés 2, 4, 8 e 16 dias de cultura pés-irradiacao, as CTMs foram coradas
com Giemsa para evidenciar a estrutura celular e nuclear. Para as analises, foram
obtidas fotomicrografias das células apds coloracdo. As fotomicrografias foram
analisadas com auxilio do programa CODMS, onde foram detectados os nucleos
celulares presentes na imagem e determinada a distancia internuclear de uma célula
para com todas as outras células em campo, obtidas em escala de pixels e usadas
para avaliacdo do padrao de distribuicdo de cada grupo. Com a contagem das células,
dos dados provenientes de 320 imagens apenas o 2°, 4° e 8° dia de cultura celular
apresentaram diferenca estatistica significativa apds a aplicacdo do teste U de Mann
Whitney (p<0,05). Em relagdo as distancias internucleares, o grupo controle
apresentou média de 346,05+42,4 no 2° dia, de 357,99+27,9 no 4° dia, de 382,04+15,3
no 8° dia e 381,28+21,1 no 16° dia de cultura. Enquanto que o grupo irradiado
apresentou média de 345,84+37,5 no 2° dia, de 330,78+50,1 no 4° dia, de 368,80+37,1
no 8° dia e 374,52+22,3 no 16° dia de cultura celular. Dentre os grupos, apenas o
correspondente ao 4° dia de cultura celular apresentou diferenca significativa com a
aplicacdo do teste U de Mann Whitney (p<0,05). Ou seja, as ceélulas irradiadas
diminuiram a sua replicagéo e ficaram mais proximas umas das outras. A capacidade
de proliferacdo das CTMs pode ser afetada pela radiacdo de forma dose dependente.
Em nossas andlises observamos que ap0s o 4° dia de cultura, o grupo irradiado
apresenta queda brusca no numero de células por campo, da mesma forma que se
mantém mais proximas umas das outras devido a média das distancias ser menor em
comparagcdo ao grupo controle. Em conclusdo, a avaliagdo computadorizada da
distribuicdo das CTMs em cultura mostrou ser um método simples e eficaz para a
avaliacao do crescimento e organizacéo celular apos irradiacéo.

Palavras-chave: Analise computadorizada. Cultura celular. Células-tronco
mesenquimais. Distribuicdo celular. Radiag&o lonizante.



SILVA, Isa Cordeiro da. Computerized Analysis of Irradiated Mesenchymal Stem
Cells Distribution. 2022. 51. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent progenitor cells and because of their
immense proliferation and differentiation capacity, In vitro, MSCs are used to study the
biological effects of ionizing radiation. Cell and nucleus counting are a widely used
method in laboratory practice, since quantitative information may reflect the
functionality and architecture of living tissues. Thus, the objective of this work was to
evaluate the distribution pattern, in vitro, of irradiated and non-irradiated mesenchymal
stem cells. MSCs obtained from human umbilical cords and cultivated under ideal
conditions pre-established in the Biophysics Laboratory of Membranes and Stem Cells
Dr. Oleg Krasilnikov (DBR/UFPE) were used. After the third passage of cultivation, the
MSCs were divided into two groups: the irradiated group and the non-irradiated group
(control). The irradiated group was exposed to a dose of 2.5 Gy of gamma radiation
from a cobalt-60 source (Gammacell 220 Excel), located in the Department of Nuclear
Energy (CTG/UFPE). After 2, 4, 8 and 16 days of post-irradiation culture, the MSCs
were cordoned with Giemsa to evidence the cellular and nuclear structure. For the
analyses, photomicrographs of the cells after staining were obtained. The
photomicrographs were analyzed with the aid of the CODMS program, where the cell
nuclei present in the image were detected and the internuclear distance of a cell was
determined to all other cells in the field, obtained on a pixel scale and used to evaluate
the distribution pattern of each group. With the cell count, the data from 320 images
only the 2nd, 4th and 8th day of cell culture showed significant statistical difference
after the application of the Mann Whitney U test (p<0.05). Regarding internuclear
distances, the control group presented an average of 346.05+42.4 on the 2nd day, of
357.99+27.9 on the 4th day, of 382.04+15.3 on the 8th day and 381.28+21.1 on the
16th day of culture. While the irradiated group presented an average of 345.84+37.5
on the 2nd day, of 330.78+£50.1 on the 4th day, of 368.80+37.1 on the 8th day and
374.52+22.3 on the 16th day of cell culture. Among the groups, only the one
corresponding to the 4th day of cell culture showed significant difference with the
application of the Mann Whitney U test (p<0.05). That is, the irradiated cells decreased
their replication and became closer to each other. The proliferation capacity of MSCs
can be affected by dose-dependent radiation. In our analyses we observed that after
the 4th day of culture, the irradiated group presents a sharp drop in the number of cells
per field, in the same way that it remains closer to each other due to the average
distances being smaller compared to the control group. In conclusion, the
computerized evaluation of the distribution of MSCs in culture proved to be a simple
and effective method for the evaluation of growth and cell organization after irradiation.

Key words: Cell culture. Cell distribution. Computerized analysis. lonizing radiation.
Mesenchymal stem cells.
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1 INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células progenitoras
multipotentes, que se caracterizam pela sua capacidade de diferenciacdo em
linhagens mesenquimais. Essas células séo precursoras das linhagens adipogénica,
osteogénica e condrogénica, dando origem a adipdcitos, ostedcitos e condroécitos,
respectivamente (KESTENDJIEVA et al., 2008).

A fonte mais usada em pesquisas para obtencdo de CTMs € a medula 6ssea,
porém pesquisas apontam que as CTMs podem ser obtidas a partir de fontes
alternativas (ROMANOV; SVINTSITSKAYA; SMIRNOV, 2003). Uma dessas fontes &
o corddo umbilical, um anexo embrionario que possui potencial satisfatério como fonte
para obtencdo de CTMs, tanto quantitativamente quanto qualitativamente. Dele
podemos extrair CTMs de toda a extensdo da geléia de Wharton, um tecido conectivo
gue envolve os vasos sanguineos do corddo (MORETTI et al., 2009; MUSHAHARY et
al., 2018).

Por sua imensa capacidade de proliferacéo e diferenciagéo, in vitro, as CTMs
sdo amplamente utilizadas para estudo dos efeitos biolégicos da radiacdo ionizante,
pois ha interesse em conhecer como essas células respondem ao dano radioinduzido,
uma vez que elas sdo amplamente empregadas em medicina regenerativa e
engenharia tecidual (MORETTI et al., 2009; NICOLAY et al., 2013, 2015).

De acordo com as recomendac¢Oes da Comissao Internacional de Protecéo
Radiolégica (ICRP) em seu relatorio sobre a "Biologia das Células-tronco com
Respeito aos Aspectos Carcinogénicos para Protecao Radioldgica”, preconiza que o
conhecimento sobre as células-tronco (CTs) e sua regulacédo ajuda a fundamentar
estimativas de risco, entendendo as suas projecdes em diferentes cenarios
(INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIOLOGICAL PROTECTION, 2015).

Sendo assim, a ICRP define recomendacbes para estudos dos efeitos
bioldgicos ocasionados pela interacdo das radiacdes ionizantes com as CTs. Dentre
as recomendacfes destacam-se a revisdo da sensibilidade das CTs as radiacdes
ionizantes e 0S mecanismos mutacionais envolvidos, tanto em exposi¢cées com alta
taxa de dose quanto em exposi¢cdes com baixa taxa de dose (INTERNATIONAL
COMMISSION ON RADIOLOGICAL PROTECTION, 2015).

A contagem de células e nucleos é um método bastante utilizado na pratica

laboratorial e investigagdo clinica, visto que as informacdes quantitativas podem
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refletir a funcionalidade de alguns tecidos. Este método requer contagem celular
manual, sendo dependente de profissionais qualificados, grande demanda de tempo
e equipamento adequado para os procedimentos com amostras bioldgicas (LOUKAS
et al., 2003; O'BRIEN; HAYDER; PENG, 2016).

O programa desenvolvido tem a funcdo de ler as fotomicrografias obtidas e
detectar os ndcleos por meio da coloracéo, desconsiderando o formato da membrana
nuclear e a conformacao da cromatina. Utilizando apenas um software para anélise
de imagens, ha a formacao de uma rede de ligamento entre os nucleos encontrados
em cada imagem, dessa forma, o programa calcula a distancia de um nucleo para
com todos os outros gerando unidades em pixels para cada célula individualmente.

De acordo com Byun (2006, p. 953), um bom detector de nicleos deve ser
preciso, simples, computacionalmente eficiente e aplicavel. Satisfazendo estes
requisitos, o detector proposto tera vantagens sobre a contagem manual atualmente
disponivel (BYUN et al., 2006).

Diante do exposto, a determinacao do padrao de distribuicdo das células em
cultura com esse método automatizado pode refletir as condi¢des bioldgicas do tecido
de origem por analise de imagens em cultura celular.

Este trabalho visa a categorizacédo do padrdo de distribuicdo das células-tronco
mesenquimais irradiadas in vitro. Sendo assim, o interesse para 0 uso do programa
CODMS, desenvolvido pela equipe, esta diretamente relacionado a contribuicdo nas

pesquisas de identificacdo de marcadores morfométricos de irradiacdo celular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sao células indiferenciadas. Essas
células podem se multiplicar mantendo a sua populacao indiferenciada ou dar origem
a células mais especializadas pela diferenciacdo (GRONTHOS et al., 2003).

O interesse nessas células pode ser explicado pelas aplicagbes de CTMs para
tratamento com medicina regenerativa, a preferéncia na engenharia tecidual e o uso
em testes clinicos e cientificos (MORETTI et al., 2009). Ademais, essas células
também despertam interesse para a radiobiologia no tocante a sua sensibilidade a
radiacéo ionizante (MIELOCH; SUCHORSKA, 2015).

2.1.1 Caracteristicas

As CTMs sédo dotadas da capacidade de se diferenciarem e constituirem
diferentes tecidos mesodérmicos. Porém, em condi¢cdes experimentais controladas,
essas células podem ser induzidas a transformar-se em células especializadas
(BYDLOWSKI et al., 2009).

De todas as células-tronco ja descritas, as CTMs sao as que apresentam maior
plasticidade, pois se diferenciam em linhagens mesodérmicas, caracterizando-se por
ser uma populacéo de células progenitoras multipotentes (BEERAVOLU et al., 2017).
Essas células sédo precursoras da linhagem adipogénica, osteogénica e condrogénica,
dando origem a células do tecido adiposo, 6sseo e cartilaginoso, respectivamente
(PARK et al., 2014; SABEN et al., 2014; ZHANG et al., 2012).

As CTMs foram descritas primeiramente por Friedenstein e colaboradores em
1974, relatando que as CTMs aderem a placa de cultura e assemelham-se aos
fibroblastos em morfologia (FRIEDENSTEIN et al., 1974). ApOs diversas pesquisas
cientificas, comprovou-se que as CTMs possuem morfologia alongada semelhante a
fibroblastos, possuem nucléolo proeminente, citoplasma agranular e sao aderentes ao
plastico da garrafa de cultura (GRONTHOS et al., 2003; MUSHAHARY et al., 2018).

Na Figura 1 podemos visualizar as CTMs em cultura, apresentando formato
alongado semelhante aos fibroblastos, nucleos centrais e aderentes a garrafa de
cultura (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Células-tronco mesenquimais (100x)

Fonte: A autora (2022).

2.1.2 Localizacao

As CTMs podem ser encontradas em pequenas populac¢des nos tecidos adultos
humanos, tais quais a medula 6ssea, tecido adiposo, corddo umbilical e placenta
(BEERAVOLU et al., 2017; GRONTHOS et al., 2003; HEO et al., 2016;
KESTENDJIEVA et al.,, 2008; QIAO et al.,, 2008; WAGNER et al., 2005a).
Correspondem a aproximadamente 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas
medulares, residindo em percentual semelhante nos outros sitios (BYDLOWSKI et al.,
2009; PRECIADO et al., 2018). Entretanto, podem ser isoladas e expandidas com alta
eficiéncia devido a sua imensa capacidade de proliferacéo in vitro (TROYER; WEISS,
2008).

2.1.3 Obtencéao
As CTMs podem ser isoladas de uma ampla variedade de tecidos humanos,

incluindo medula 6ssea, tecido adiposo, liquido sinovial, liquido amni6tico, musculo

esquelético, figado, cordao umbilical, placenta, sangue periférico e entre outros (BEN-
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AMI; BERRIH-AKNIN; MILLER, 2011; HEO et al.,, 2016; QIAO et al., 2008;
REBELATTO et al., 2008; TROYER; WEISS, 2008; WANG et al., 2004).

A fonte mais usada para obtencdo de CTMs é a medula 6ssea, porém, elas
também podem ser obtidas a partir de fontes alternativas. Uma dessas fontes é o
corddo umbilical, um anexo embrionario que possui potencial satisfatorio como fonte
para obtencdo de células-tronco, tanto quantitativamente quanto qualitativamente
(CAN; KARAHUSEYINOGLU, 2007; KESTENDJIEVA et al., 2008; MUSHAHARY et
al., 2018).

As CTMs do corddo umbilical podem ser coletadas do sangue, do sub-
endotélio, da veia umbilical e de toda a extensdo que compreende a geléia de
Wharton, um tecido conectivo mucoso que envolve 0s vasos sanguineos do cordao
(CAN; KARAHUSEYINOGLU, 2007; ROMANOV; SVINTSITSKAYA; SMIRNOV,
2003).

O procedimento de coleta do corddo é indolor, ndo invasivo e de menor custo
financeiro, quando comparado a coleta de células a partir do aspirado de medula
0ssea, ainda considerada a fonte classica de células-tronco. No entanto, o cordao
umbilical € um anexo extraembrionario descartado ap6s o parto, que pode ser
coletado durante o processo cirurgico do parto cesareo (CAN; KARAHUSEYINOGLU,
2007).

2.1.4 Importancia das Células-Tronco Mesenquimais em Pesquisas

Por sua imensa capacidade de proliferacédo e diferenciagéo, in vitro, as CTMs
sdo amplamente utilizadas para estudo dos efeitos bioldégicos da radiacéo ionizante
(NICOLAY et al., 2013, 2015).

O interesse nessas células pode ser explicado pelas aplicacbes de CTMs para
tratamento com medicina regenerativa, a preferéncia na engenharia tecidual e o uso
em testes clinicos e cientificos (MORETTI et al., 2009). Ademais, essas células
também despertam interesse para a radiobiologia no tocante a sua sensibilidade e os
mecanismos das CTMs em resposta ao dano radioinduzido (CHEN et al., 2006; CHO
et al., 2017; ISLAM et al., 2015).

2.2 RADIOBIOLOGIA ENVOLVENDO CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
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2.2.1 Radiacao lonizante E Irradiacao

A interacdo da radiacdo com as células é uma funcdo de probabilidade. A
irradiacdo pode ocorrer devido a passagem de particulas ou deposicéo de energia no
objeto alvo, podendo ocorrer a interagao.

Quando as intera¢des ocorrem ao nivel celular, todo um 6rgdo ou sistema no
qual esta inserido pode ser afetado (BOLUS, 2017). Por conseguinte, existe uma
variedade de efeitos moleculares que podem desencadear alteracées ou adaptacdes
em um tecido saudavel.

Apds uma exposicao, o periodo latente antes de qualquer resposta observavel
é variavel (BOLUS, 2017). Esse periodo € determinado pela massa do corpo irradiado,
homogeneidade da exposicao, pela dose absorvida, taxa de dose e tipo de particula
(MACIA | GARAU; LUCAS CALDUCH; LOPEZ, 2011).

Em relacdo ao dano, ndo ha dano celular inico quando mencionamos radiacao,
pois h& dois tipos de interacdo possiveis. O dano direto, mais comumente
mencionado, se refere a interacao direta da radiacdo com o DNA nuclear que precede
a quebra da fita simples ou da fita dupla. Ademais, o dano indireto se refere a interacéo
da radiacdo com as moléculas de agua que consequentemente sintetizam espécies
reativas de oxigénio causando estresse oxidativo (BOLUS, 2017; MACIA | GARAU;
LUCAS CALDUCH; LOPEZ, 2011).

2.2.2 Efeitos Biolégicos Da Radiacdo Ilonizante Nas Células-Tronco

Mesenquimais

No que se refere a sensibilidade, as CTMs mostram-se relativamente
radiorresistentes apos exposi¢do. As células mantém a sua aderéncia a placa, sua
morfologia se mantém caracteristica e sua proliferacdo in vitro € afetada de forma
dose dependente (LI; KWONG; CHAN, 2007; NICOLAY et al., 2013a; WANG et al.,
2016).

Devido a variagcéo da sensibilidade, preconiza-se que os mecanismos de reparo
do DNA permanecam mais eficientes pelo fato das CTMs permanecerem no seu
estagio indiferenciado. Por conseguinte, com a diferenciacdo essas células tenderiam
a tornar-se mais sensiveis (MIELOCH; SUCHORSKA, 2015).
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A resisténcia das CTMs ja foi apresentada em alguns estudos, mostrando que
estas células sdo capazes de manter suas caracteristicas fisiologicas e o seu potencial
de diferenciagdo mesmo quando expostas a 4, 8, 10 ou 16 Gy (ISLAM et al., 2015; LI,
KWONG; CHAN, 2007; NICOLAY et al., 2013a; WANG et al., 2016).

Como as CTMs permanecem em estado quiescente o seu ciclo celular
permanece lento, desse modo conferindo uma maior radiorresisténcia em termos de
viabilidade (LAN et al., 2012). Porém, esse mecanismo ndo impede a célula de manter
a renovacao da sua populacao, apenas reduzindo a sobrevida das CTMs de forma
dose dependente e alterando seu metabolismo como resposta ao estresse genotéxico
(LAN et al., 2012).

Ap6és irradiacdo, as CTMs ndo perdem sua capacidade de diferenciacdo, mas
essa capacidade pode ser alterada. Devido a isso, a exposicdo a radiacao ionizante,
mesmo em baixas doses, pode comprometer a diferenciacdo para a linhagem
adipogénica enquanto aparentemente aumenta a diferenciacdo para a linhagem
osteogénica (PRECIADO et al., 2018; ZHANG et al., 2012).

2.2.3 Comisséao Internacional De Protecdo Radiologica

De acordo com as recomendacBes da Comissdo Internacional de Protecéo
Radiolégica (ICRP) em seu relatério sobre a "Biologia das Células-tronco com
Respeito aos Aspectos Carcinogénicos para Prote¢cdo Radioloégica”, preconiza que o
conhecimento sobre as células-tronco e sua regulacdo ajuda a fundamentar
estimativas de risco, entendendo as suas projecdes em diferentes cenarios
(INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIOLOGICAL PROTECTION, 2015).

Sendo assim, a ICRP define recomendacbfes para estudos dos efeitos
biolégicos ocasionados pela interacdo das radiagBes ionizantes com as células-
tronco. Dentre as recomendacdes destacam-se a revisdo da sensibilidade das células-
tronco as radiacfes ionizantes e 0s mecanismos mutacionais envolvidos, tanto em
exposicdes com alta taxa de dose quanto em exposicbes com baixa taxa de dose
(INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIOLOGICAL PROTECTION, 2015).

2.3 ANALISE COMPUTADORIZADA DA DISTRIBUIGAO ESPACIAL
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Existem variadas formas e métodos para a investigacdo do crescimento de
células, as mais comuns refletem a viabilidade, padrdes genéticos e metabdlicos.
Outra forma de observar e comparar o crescimento de células sdo a avaliacao
fenotipica e a fractal, utilizando para tal de softwares ou ferramentas automatizadas
(VILELA et al., 2003).

Esses experimentos possibilitam a observacdo do comportamento individual e
coletivo de linhagens celulares normais e cancerosas. Segundo Vilela e colaboradores
(2003, p. 67), as propriedades conjuntas da transformacdo e da imortalizagédo de
células em cultura proporcionam um modelo para o estudo da formacdo de tumores
(VILELA et al., 2003).

2.3.1 Distribuigéo Espacial E Arquitetura Tecidual

O numero de células nos tecidos precisa ser controlado, por outro lado, quando
h& desenvolvimento de tumores o controle na divisdo das células nos tecidos é
desfeito pela perda do equilibrio no meio (MACIA | GARAU; LUCAS CALDUCH;
LOPEZ, 2011).

Sabe-se que, apdés a exposicdo a radiacdo ionizante, ocorrem falhas
reprodutivas nas células que mantém uma populacdo dentro de um tecido. Essas
falhas podem tender tanto para o aumento descontrolado da diviséo celular, quanto
para o blogueio da mesma (BOLUS, 2017). Do mesmo modo, esse € 0 principio tanto
da formacé&o de um tumor, quanto para o mecanismo utilizado para o seu tratamento,
respectivamente (MURRAY; FLUX, 2021).

Em algum momento, quando as células proliferadoras de um tecido s&o
alteradas pela exposicao a radiacéo ionizante, todo o tecido originado por elas nao se
isenta da possibilidade de sofrer alteracbes estruturais e espaciais devido a
dificuldade de reposicdo desse compartimento celular (MACIA | GARAU; LUCAS
CALDUCH; LOPEZ, 2011).

2.3.2 Contagem De Células E Nucleos
A contagem de células e nucleos é um método bastante utilizado na pratica

laboratorial e investigacao clinica, visto que as informacdes quantitativas podem

refletir a funcionalidade de alguns tecidos. Este método requer contagem celular
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manual, sendo dependente de profissionais qualificados, grande demanda de tempo
e equipamento adequado para os procedimentos com amostras biolégicas (LOUKAS
et al., 2003; O’'BRIEN; HAYDER; PENG, 2016).

Para esse fim, a contagem normalmente é realizada com o auxilio de uma
Camara de Neubauer, uma lamina especialmente projetada com uma camara de
contagem (RICARDO; PHELAN, 2008). Na rotina laboratorial, a Camara de Neubauer
necessita de um microscopio, pessoal qualificado e solu¢des especificas, como o Azul
de Trypan (LOUIS; SIEGEL, 2011)

2.3.3 Desenvolvimento De Softwares Especializados

A implantacdo de maquinas autométicas e semi-automatizadas para a
contagem de células surgiu com a finalidade de agilizar o processo, além de torna-lo
mais preciso. Com isso, também foram desenvolvidos softwares e programas
computadorizados para aprimoramento desse método. Por conseguinte, atualmente
€ possivel utilizar softwares de imagens completos como o ImageJ e Icy Bioimage,
gue possuem alto poder de processamento e otimizacdo de tempo (GRISHAGIN,
2015).

De acordo com Byun (2006, p. 953), um bom detector de nucleos deve ser
preciso, simples, computacionalmente eficiente e aplicavel. Satisfazendo estes
requisitos, o detector proposto tera vantagens sobre a contagem manual atualmente
disponivel (BYUN et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de 2,5 Gy de radiacdo gama sobre o crescimento e distribuicdo,

in vitro, de células-tronco mesenquimais irradiadas e néo irradiadas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Cultivar células-tronco mesenquimais obtidas a partir do cordao
umbilical humano em condi¢des 6timas;

. Calcular a distancia entre os nucleos celulares de cada célula-tronco
mesenquimal in vitro;

. Comparar as distancias internucleares de células-tronco
mesenquimais irradiadas com as distancias internucleares das

células-tronco mesenquimais néo irradiadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo possui aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos, localizado no Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal de
Pernambuco, sob nimero do parecer: 2.259.272 (CAAE: 67002117.0.0000.5208/
ANEXO A).

Para a coleta dos corddes umbilicais utilizados, foi estabelecida uma parceria
com o Hospital De Avila (Recife, Pernambuco). Em termos gerais as parturientes
foram devidamente esclarecidas em relacao aos riscos, beneficios e sua participacao
na pesquisa, bem como dos procedimentos a serem adotados.

Unica e exclusivamente ap6s a concordancia da parturiente ou seu
representante legal, foi assinado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO B) para doagédo do material bioldgico.

Foram incluidas na pesquisa apenas as parturientes maiores de 18 anos, que
fizeram pré-natal e estavam sadias. Foram excluidas parturientes que apresentaram
qualquer condicdo patolégica ou que realizaram tratamentos quimioterapicos e/ou
radioterapicos nos ultimos 5 anos. A amostra foi, por conveniéncia, estimada em 2

corddes umbilicais.

4.2  OBTENCAO Dos CORDOES UMBILICAIS HUMANOS

As amostras de corddes umbilicais foram obtidas exclusivamente durante parto
cesareo, e, apos a coleta, os corddes foram transportados para o Laboratério de
Biofisica das Membranas e Células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov (DBR/UFPE) onde foi

realizada a obtencao das células-tronco mesenquimais e o seu cultivo in vitro.
4.2.1 Coleta Dos Corddes Umbilicais Humanos
Os corddes foram coletados em um recipiente estéril e adequado para

transporte, contendo solucao salina PBS 1x em EDTA (2 mM), antibiéticos — penicilina

(150 U/mL) e estreptomicina (150 pg/mL) e anfotericina (5 mg/mL), sendo
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processados em condi¢des Otimas pré-estabelecidas no Laboratdrio de Biofisica das
Membranas e Células-tronco Prof. Oleg Krasilnikov, no periodo de até 6 h apds o parto
(ALBERTIM, 2012, 2016; OLIVEIRA, 2010; VIEIRA, 2011).

4.2.2 Isolamento Das Células-Tronco Mesenquimais

Para o isolamento das células-tronco mesenquimais utilizamos a geléia de
Wharton, retirando as artérias e veias do corddo umbilical. O tecido contendo a geléia
de Wharton foi entdo cortado em pedacos em torno de 3 cm para o cultivo celular.

Na Figura 2 podemos observar as etapas do processamento do cordao
umbilical obtido por parto cesareo realizadas no Laboratério de Biofisica das
Membranas e Células-Tronco Prof. Oleg Krasilnikov (CCS/UFPE) (FIGURA 2).

FIGURA 2 — Processamento do corddo umbilical humano para obtencédo das CTMs

Fonte: A autora (2020).

4.2.3 Cultura Celular

Os pedacos do tecido correspondente a geléia de Wharton foram cultivados em
garrafas plasticas de cultura, contendo meio DMEM baixa glicose (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (SFB, LGC Biotecnologia), fator de crescimento
(F12, Gibco) e antibidticos (penicilina e estreptomicina). Em seguida, foram

armazenados na estufa a 37°C, 80% umidade e 5% CO2, com o objetivo de simular
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as condicdes fisiologicas humanas. As células migraram espontaneamente do tecido
sem a adicdo de substratos enzimaticos, e, devido a linhagem celular necessitar de
ancoragem para sobrevivéncia, as células-tronco mesenquimais aderem-se ao
plastico tratado das garrafas e formam uma monocamada celular em

aproximadamente 20 dias.

4.3 IRRADIACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

4.3.1 Caracterizacdo Dos Grupos De Células-Tronco Mesenquimais

Apés o estabelecimento da monocamada celular, as células-tronco
mesenquimais foram divididas em dois grupos de estudo: o grupo irradiado (IR) e 0
grupo nao irradiado (NR/ controle).

A quantidade de células em cada grupo foi estabelecida por contagem em

camara de Neubauer, estimando aproximadamente 10° células/placa para cada

grupo.

4.3.2 Processo De Irradiacéo

O grupo IR foi exposto a dose de 2,5 Gy de radiacao ionizante (raios gama) por
meio de uma fonte de cobalto-60 (Gammacell 220 Excel), com taxa de dose de 2,657
kGy/h, localizada no Departamento de Energia Nuclear (CTG/UFPE).

Por outro lado, o grupo NR néo foi exposto a nenhum tipo de radiacao ionizante

e utilizou-se como grupo controle.

4.4  COLORACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

4.4.1 Fixagao

Ao término do periodo de cultura celular as CTMs foram submetidas a fixacédo

com parafolmaldeido 4% para a coloracéo por Giemsa.

4.4.2 Coloracédo De Giemsa
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Para evidenciar o nucleo das células-tronco mesenquimais, os dois grupos de
estudo foram corados com corante Giemsa. Dessa forma, a analise foi capaz de
localizar os nucleos das células pela coloragdo violeta proporcionada pelo corante.

Logo apds a aplicacdo do corante, as CTMs foram lavadas novamente com

agua destilada.

4.5  OBTENCAO DAS IMAGENS DA CULTURA CELULAR

Para as andlises foram obtidas fotomicrografias das células-tronco
mesenquimais em cultura com o auxilio de uma camera digital MOTICAM 2000 (Motic,
Brasil) acoplado ao microscopio éptico invertido em aumento de 100x. As imagens
foram obtidas em formato .JPG sem serem submetidas a nenhum tratamento.

As imagens foram capturadas apos 2, 4, 8 e 16 dias de cultura celular,
totalizando 320 imagens divididas igualmente entre os grupos irradiado e controle,
sendo 80 imagens para cada dia de cultura.

4.6  ANALISE DA DISTRIBUICAO CELULAR

As fotomicrografias foram analisadas com auxilio do programa CODMS,
desenvolvido pela equipe. Para isso, as imagens foram selecionadas de acordo com
o dia de cultura e o grupo ao qual pertencem, sendo abertas simultaneamente pelo
programa.

A analise consiste na deteccdo dos nucleos celulares presentes na imagem e
na determinagdo da distancia internuclear de uma célula para com todas as outras
células em campo. As distancias foram obtidas em escala de pixels e usadas para
avaliacao do padréo de distribuicdo de cada grupo.

Dessa forma, mensuramos a quantidade de ceélulas por campo e a média da
distancia internuclear de uma célula para com todas as outras células em campo,
como podemos observar na Figura 3 que mostra a interfase do programa CODMS
(FIGURA 3).
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FIGURA 3 —Interfase do programa CODMS

B " C:\Users\Isa\Desktop\exe.win-amd64-3.10\MESENQUIMAIS.exe
0 ndmero de células analisadas é 5
A média da distancia entre as células é .11952269966127
Deseja continuar? s
0 nimero de células analisadas é 7
P A média da distancia entre as células
Deseja continuar? s

@ O1BI kS oy 0 numero de células analisadas é 12
(UW;W A média da distancia entre as células é 6643330083193

Deseja continuar?

Fonte: A autora (2022).

Primeiramente, escolhemos a imagem do campo de cultura (A) e com auxilio
do programa CODMS, indicamos todas as células nucleadas no campo (B). O
programa mapeia a imagem a partir dos pontos selecionados e cria uma rede de
conexdo entre todas as células (C), mensurando essas distancias em pixels e
calculando a média entre elas de acordo com a quantidade de células selecionadas,
ilustrados na Figura 4 (FIGURA 4).

FIGURA 4 - llustracdo do processamento das imagens para analise com auxilio do
programa CODMS (100x)

Fonte: A autora (2022).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados com o auxilio do software estatistico BioEstat
5.0 (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, Amazonas), considerando
grupos independentes. Foi realizado teste de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk

detectando distribuicdo anormal, sendo assim aplicado teste U de Mann Whitney (néao-



paramétrico), adotando nivel de significancia de 5%.

A Figura 5 ilustra todas as etapas realizadas na metodologia (FIGURA 5).

FIGURA 5 - Fluxograma da metodologia empregada

. Coleta do cordao umbilical
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células-tronco mesenquimais

e e Delimitagdo dos grupos para irradiagao

Controle Exposicao a 2,5 Gy

‘ Coloragao

[3 _| Captura de imagens e
oy analise computadorizada

Fonte: A autora (2022).



30
5 RESULTADOS
5.1  ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR
Durante a cultura celular, foi possivel notar que as células mantiveram a sua
proliferacdo e adesao a placa de cultura em todos os tempos de andlise. A Figura 6
contém fotomicrografias das CTMs do grupo controle (n&o irradiado) e do grupo

irradiado, nos dias 2, 4, 8 e 16 (FIGURA 6).

FIGURA 6 — Fotomicrografias das CTMs coradas com Giemsa (100x)

Fonte: A autora (2022).
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Na Figura 6 podemos observar o crescimento das CTMs controle e irradiadas,
ao longo dos dias de cultivo. No 2° dia, o grupo controle (A) apresenta células
fusiformes e alongadas com nucleos centrais aderentes ao plastico da garrafa de
cultura. Enquanto que, no grupo irradiado (B), notamos que as células sédo
ligeiramente menores que as células do grupo controle, porém mantém o seu formato
fusiforme e alongado com nucleos centrais.

No 4° dia, o grupo controle (C) apresentam o aumento no niumero de células
devido a proliferacéo. Por outro lado, no grupo irradiado (D) € visto que as células se
encontram em menor quantidade quando em comparacdo com as CTMs do grupo
controle, indicando uma menor taxa de proliferacao apos irradiacédo

No 8° dia, percebemos que no grupo controle (E) as células jA ocupam boa
parte da garrafa de cultura, mas mantém as suas caracteristicas morfolégicas. E,
ainda é possivel notar uma menor quantidade de células por campo no grupo irradiado
(F), comparada as CTMs do grupo controle.

Ja no 16° dia, a células do grupo controle (G) ndo possuem mais espacos entre
si, dificultando a visualizacéo dos limites citoplasmaticos das CTMs. Porém, notamos
gue as células do grupo irradiado (H) recuperaram a sua proliferacdo e preencheram

todo o espaco disponivel na garrafa de cultura.

5.2 CoONTAGEM DE CELULAS

A andlise descritiva dos grupos controle e irradiado, de acordo com o dia de

cultura celular, € demonstrada na Tabela 1 com a média, desvio padréao e mediana de

cada grupo (TABELA 1).

Tabela 1 — Analise descritiva da contagem de células por grupo

Grupo N Média Desvio Padrao Mediana
Controle 40 17,15 55 16,5
2° DIA
Irradiado 40 13,95 5,2 13,5
Controle 40 45,45 23,8 9,5
4° DIA

Irradiado 40 10,25 49 9,5
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Controle 40 87,85 54,9 80,5
8° DIA

Irradiado 40 19,57 12,1 20,0

Controle 40 73,97 49,9 45,0
16° DIA '

Irradiado 40 61,82 51,4 39,5

Legenda: N numero de fotomicrografias.
Fonte: A autora (2022).

Ao 2° dia pos-irradiacdo, o grupo controle somou 686 células e o grupo irradiado
558 células, sob a analise de 80 fotomicrografias divididas igualmente entre os grupos.
Foi realizada andlise estatistica pelo teste U de Mann Whitney, e constatou-se que
houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a quantidade de células
contadas por imagem (p<0,05).

Da mesma forma, ao 4° dia de cultura, o grupo controle somou 1818 células
nucleadas e o grupo irradiado 410 células nucleadas. Foi constatado que também
houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a quantidade de células
contadas por imagem, utilizando o mesmo teste estatistico (p<0,05).

Ao 8° dia de cultura celular, o grupo controle somou 3514 células e o grupo
irradiado 783 células, obtendo diferenca estatisticamente significativa utilizando o
mesmo teste estatistico (p<0,05).

Por outro lado, ao 16° dia de cultura celular, os grupos apresentaram uma
sucinta diferenca na contagem de células. Com o grupo controle somando 2959
células e o grupo irradiado somando 2473 células, ndo foi observado diferenca
estatisticamente significativa em relacéo a contagem de células por imagem (p>0,05).

Podemos observar na Figura 7, os graficos relativos a contagem de células nos
dias 2, 4, 8 e 16 de cultivo celular, optando-se pela representacdo da média e da
mediana de cada grupo (FIGURA 7).

FIGURA 7 - Gréficos relativos a contagem de células no 2°, 4°, 8° e 16° dia de

cultura celular
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Fonte: A autora (2022).

No 2° dia (A), observa-se que os grupos controle (azul) e irradiado (amarelo)
possuem pouca diferenca na contagem das células em cultura, porém, foi identificado
diferenca estatistica significativa. No 4° dia (B) e 8° dia (C), nota-se uma clara
diferenca na quantidade de células entre os dois grupos, onde o grupo controle contém
a maior quantidade de células por fotomicrografias analisadas. Ja no 16° dia (D), os
grupos se aproximam um do outro mantendo a quantidade de células equivalentes,

além disso, nao foi observada diferenca estatistica significativa nesse dia.

5.3 DISTANCIAS INTERNUCLEARES

Apos a contagem de células nas fotomicrografias, a partir do ponto médio

definido pelo nucleo, foram tracadas retas interligando todas as células presentes. A

Figura 8 ilustra o percurso dessas linhas criadas pelo programa CODMS, e medidas
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em unidade de pixels (FIGURA 8).

FIGURA 8 - llustracao da rede de conexdes entre as CTMs (100x)

Fonte: A autora (2022).

A analise descritiva das distancias internucleares dos grupos controle e
irradiado, de acordo com o dia de cultura celular € mostrada na Tabela 2 com a média,
desvio padrdo e mediana de cada grupo (TABELA 2).

Tabela 2 — Analise descritiva das distancias intercelulares por grupo

Grupo N Média Desvio Padréao Mediana

Controle 40 346,05 42 .4 351,3
2° DIA

Irradiado 40 345,84 375 350,7

Controle 40 357,99 27,9 358,1
4° DIA

Irradiado 40 330,78 50,1 329,6

Controle 40 382,04 15,3 381,9
8° DIA _

Irradiado 40 368,80 37,1 339,7

Controle 40 381,28 21,1 380,0
16° DIA

Irradiado 40 374,52 22,3 368,6

Legenda: N numero de fotomicrografias.
Fonte: A autora (2022)
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Com esses dados, observa-se uma discreta variagcdo entre as meédias dos
grupos em todos os dias de cultivo celular. Foi realizada analise estatistica pelo teste
U de Mann Whitney, e constatou-se que houve diferenca significativa entre os grupos
apenas no 4° dia de cultura (p<0,05). Enquanto que para o 2°, 8° e 16° dia nao foi
observada diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Os graficos relativos as distancias internucleares dos grupos nos dias 2, 4, 8 e
16 de cultivo celular podem ser observados na Figura 9, optando-se pela

representacdo da média e da mediana de cada grupo (FIGURA 9).

FIGURA 9 — Gréficos relativos a distancias intercelulares no 2°, 4°, 8° e 16° dia de
cultura celular
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Fonte: A autora (2022).

Na Figura 9 sdo visualizados os graficos referentes a distribuicdo celular de
cada tempo de cultura. No 4° dia (B), notamos que o grupo irradiado apresentou
menores distribuicdes entre as células, ou seja, elas permaneceram mais proximas
umas das outras em relacéo ao grupo controle, onde as células se distanciaram. Ja
nos dias 2 (A), 8 (C) e 16 (D), nota-se que a média dos dados amostrais se sobrepdem
entre os grupos, dessa forma ndo é encontrado diferenca significativa entre os
mesmos.

Também foi possivel identificar, a partir de graficos de distribuicdo, que o 4° dia
de cultivo apresentou a maior distribuicdo entre os dados dos grupos controles e

irradiados, comparando com os outros dias do cultivo celular (FIGURA 10).

FIGURA 10 - Gréficos de distribuicdo das distancias internucleares entre as CTMs
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de acordo com o tempo de cultivo celular

8° DIA 16° DIA

Fonte: A autora (2022).

Na Figura 10, visualizamos a distribuicdo dos dados obtidos pelo programa
COMDS. E perceptivel, que no 2° dia (A) e no 16° dia (D) os dados referentes aos dois
grupos de CTMs sédo semelhantes, promovendo a aproximag¢éo dos grupos. No 4° dia
(B), percebemos que os dados sao distintos, colaborando com a estatistica
mencionada. Ja no 8° dia (C), os dados também se apresentam como distintos, porém

nao houve diferenca significativa entre eles.
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6 DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo conhecidas por exibirem uma
relativa radiorresisténcia independente de seu tecido de origem, preservando algumas
propriedades caracteristicas e potencial para diferenciacéo in vitro (RUHLE et al.,
2018).

Apds uma exposicao, o periodo latente antes de qualquer resposta observavel
é variavel (BOLUS, 2017). No entanto, ainda séo necessarios estudos que interpretem
os efeitos biolégicos da radiacdo em baixas doses, visto que poucas sdo as
informacBes acerca dessa tematica. Alguns autores supdem que haja um efeito
hormético benéfico, porém pode haver efeitos negativos que ndo foram detectados
(SERGEEVA et al., 2017).

A proposta da pesquisa foi utilizar as distancias internucleares das CTMs para
avaliar o padrdo de distribuicdo das células, in vitro, apés irradiacdo. Além de
comparar as distancias internucleares do grupo controle e irradiado no 2°, 4°, 8° e 16°
dia de cultura celular, afim de categorizar as células irradiadas.

Foi desenvolvido um programa simples e eficiente para analisar as CTMs
obtidas de corddes umbilicais humanos. Essas células foram cultivadas, in vitro, e
irradiadas com dose de aproximadamente 2,5 Gy (Gammacell 220 Excel taxa de dose
2,657 kGy/h) provindas de uma fonte de cobalto-60. Apds a irradiacédo, as células
foram coradas para captura de fotomicrografias das células no 2°, 4°, 8° e 16° dia. As
imagens analisadas pelo programa geraram dados referentes a distancia de uma
célula para com todas em cada imagem.

SO é possivel observar diferenca significativa no 4° dia de cultura, onde as
CTMs do grupo controle apresentaram uma meédia superior (357,99 + 27,9) em
comparacdo com o grupo irradiado (330,78 + 50,1) nas distancias internucleares
(P=0,005). Também foi demonstrado que no 4° dia, as CTMs do grupo controle
apresentaram um numero elevado de células por imagem (45,45 + 23,8) quando em
comparacao com o grupo irradiado que apresentou menor contagem de células por
imagem (10,25 + 4,9). Ou seja, as células irradiadas diminuiram a sua replicacdo e
ficaram mais proximas umas das outras.

A capacidade de proliferacdo das CTMs pode ser afetada pela radiacdo de
forma dose dependente (ISLAM et al., 2015; NICOLAY et al., 2013a). Em nossas
analises observamos que apo6s o 4° dia de cultura, o grupo irradiado apresenta queda
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brusca no niamero de células por campo, da mesma forma que se mantém mais
préximas umas das outras devido a média das distancias ser menor em comparagao
ao grupo controle.

De acordo com Ruhle e colaboradores, o potencial de aderéncia das CTMs
irradiadas com 2 e 8 Gy permaneceu praticamente inalterado apds 96h de cultura
(RUHLE et al., 2018). Outros autores demonstram que a distribuicdo das células em
cultura afeta a organizacdo do citoesqueleto, e tem efeito sobre a morfologia e
formacéo de filopodios. Por conseguinte, as caracteristicas do citoesqueleto e a
migracao celular dependem da adeséo das células a superficie (KANG et al., 2020).

Os filopodios séo responsaveis pela adeséo celular e a migracdo das CTMs,
podendo aumentar ou diminuir de comprimento a depender das condi¢cdes de cultura
in vitro (KANG et al., 2020).

As CTMs se organizam em monocamada, ou seja, elas formam um “tapete”
com uma camada celular. Dessa forma, ndo ha sobreposicao de células, pois as CTMs
regulam a sua diviséo celular por inibicdo de contato (100% de confluéncia) (CHO et
al., 2017; WANG et al., 2016).

Em cultura, observou-se que apdés 16 dias houve uma superpopulacdo de
CTMs, atingindo confluéncia aproximada de 80% por poco, mostrando que essas
células mantiveram a sua sobrevivéncia e recuperacao da sua populacao.

Evidencia-se também que o 4° dia apés irradiacdo € o momento ideal para
identificar se uma célula foi irradiada ou ndo por meio da analise de distribuicdo
celular. Ap6s 96h de cultura, identificamos o pico de proliferacdo, com confluéncia em
torno de 50%.

Referente a migracao celular, estudos anteriores mostraram que doses acima
de 8 Gy resultam em diminuicdo da velocidade de migracdo em células provindas do
corddo umbilical humano (RUHLE et al., 2018).

O potencial migratorio dessas células é alvo de grandes pesquisas para
tratamento de tumores. Alguns autores demonstraram que as CTMs podem migrar
para tumores que foram previamente irradiados e tecidos danificados devido a
secrecéo de quimiocina CCL2 e IL-8 (KIM et al., 2010; THOMAS et al., 2018).

Por outro lado, quando sao relatados defeitos na migracdo das CTMs isso
contribui para o envelhecimento celular. O contrario também é interessante, quando
ha supermigracdo dessas células pode-se contribuir para uma invasdo tumoral
(ABNAVE et al., 2017).
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As CTMs possuem um mecanorreceptor chamado integrina que responde a
rigidez do microambiente, levando a mudancas na expressdo génica de forma
adaptativa (HALIM et al., 2020).

Uma andlise de expressdo génica apos irradiacdo demonstrou que existe um
mecanismo associado a resposta ao estresse ocasionado por radiacdo em baixas
doses. Acredita-se que a célula interrompe os seus processos celulares fundamentais
com a parada do ciclo celular, aumentando a adesao celular, apoptose e resposta ao
estresse oxidativo (JIN et al., 2008).

AplOs a primeira resposta, as CTMs iniciam novamente Seus processos
celulares fundamentais, como reparo, replicacdo de DNA e mitose, suprimindo a
resposta defensiva (JIN et al., 2008).

Com isso, supbe-se que as células do grupo irradiado ndo demonstraram
nenhuma alteracdo significativamente perceptivel nas primeiras 48h (2 dias) com a
analise de quantificacdo e distribuicdo celular devido aos mecanismos de “protecao”
antes mencionados.

Da mesma forma, é possivel que apds as 96h (4 dias) pés-irradiacao, as células
retomaram seus processos celulares fundamentais e as alteracfes causadas pela
radiacdo puderam ser observadas pela analise de quantificacdo e distribuicdo celular.

Por outro lado, ha evidéncias de que as CTMs podem entrar em senescéncia
replicativa quando mantidas em cultura celular por longos periodos ou induzida por
danos ao DNA e estresse oxidativo (WAGNER et al., 2008b).

Como observamos em nosso estudo, apos o 4° dia de cultura, o grupo irradiado
demonstrou uma rapida diminuicdo da quantidade de células por campo em
comparacao ao grupo controle. Esse evento pode ser explicado pelo mecanismo de
senescéncia replicativa, tanto pela exposicdo a radiagao ionizante quanto pelo longo
periodo de manutencdo das CTMs em cultura.

O cultivo de célula-tronco normalmente é realizado usando técnicas de cultura
com uma abordagem simplificada, em garrafas plasticas e monocamadas, porém esse
modo ndo apresenta efetivamente as condigcdes do microambiente in vivo (SALEH,;
WHYTE; GENEVER, 2011). E preciso comtemplar e considerar a conformac&o do
tecido, avaliando o efeito em modelos in vivo.

Dessa forma, podemos inferir que ha uma possivel alteracdo da adeséo nessas
células, que consequentemente afeta a morfologia, organizacdo do citoesqueleto,

distribuicdo celular e migragéo das CTMs.
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Supbe-se que com a modificacdo da adesdo dessas células como forma de
defesa primaria frente a exposicdo a radiacdo leve a aproximacdo das CTMs em
cultura, observada nesse estudo. Onde, as células podem ter interrompido o seu ciclo
celular para responder efetivamente ao estresse oxidativo, interrompendo também a
sua migracao celular e se ancorando com maior intensidade a garrafa plastica.

E possivel que esse mecanismo de resposta tenha se encerrado apos o 8° dia
e as CTMs possam ter reiniciado o seu ciclo celular, realizando reparo e replicagcao e
consequentemente recuperando a sua populacao.

Portanto, ainda sdo necessarios estudos acerca da exposicdo de CTMs a altas
doses de radiacdo ionizante, e como isso podem interferir na migracdo e no ciclo

celular das células, afim de elucidar esses mecanismos de resposta.
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7 CONCLUSAO

A avaliacdo computadorizada da distribuicdo das CTMs em cultura mostrou ser
um método simples para a avaliacdo do crescimento e organizagdo celular apés
irradiacdo. Dentre os tempos de cultura, o 4° dia foi 0 mais adequado para a analise,
demonstrando que é possivel diferenciar as células saudaveis de células irradiadas
com 96h de cultura pelo programa CODMS utilizando o célculo das distancias
internucleares e contagem celular. Varios parédmetros ainda necessitam ser
analisados, incluindo adesdo e migracao celular para determinar as respostas das
CTMs a radiacdo gama em altas doses. Ademais, € interessante visualizar as
modificacdes ocasionadas pela radiacdo ionizante em outras areas, como a

expressao génica e sinalizacéo celular.
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o Laboratorio de Biofisica das Membranas e Células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov do Departamento de Biofisica e Radiobiologia
da UFPE;

3. No Laboratério vamos retirar as células-tronco do cordio umbilical e as colocaremos em garrafas especiais por no maximo 45
dias. O restante do cordio umbilical sera queimado em um equipamento chamado incinerador, que & um procedimento seguro
para descarte desse tipo de material;

4. Durante 25 dias as células-tronco serfo observadas com microscopio para vermos as mudangas de tamanho e formato, logo apos
elas serem banhadas por solugdes contendo substincias que atuam na célula.

3. Depois destes 25 dias, as células-tronco serfio wradiadas, in vitro (fora do corpo). Para este processo iremos utilizar radiagio
gama, e as células serfo irradiadas no Departamento de Energia Nuclear da UFPE.

6. Apods a wradiagdo, as células-tronco serfio observadas em microscopio para venficar se a irradiagdo alterou sua forma, se
provocou morte das células ou se provocou danos dentro delas.

7. Depoits dos experimentos todas as células-tronco também serio quetmadas no incinerador por seguranga.

Riscos e beneficios: Essa pesquisa limita-se ao estudo das alteragdes que podem ocorrer nas células-tronco do cordio umbilical
humano, o qual é normalmente descartado apds o parto. Os riscos serfio aqueles relativos aos procedimentos médicos normais
durante uma cirurgia de parto cesareo. Em nenhum momento serd realizado quaisquer tipos de procedimentos diretos ou indiretos
no seu corpo, além dagueles que normalmente ocorrem no parto cesareo. Deste modo vocé ndo estara alterando os riscos inerentes
da sua cirurgia, caso acerte participar voluntariamente da pesquisa. Mesmo assim para diminuir amda mais os riscos, a ciurgia
cesariana serd realizada por profissionais altamente treinados, e em ambiente hospitalar com todos os equipamentos tiecessirios
para atendé-la caso ocorra algum imprevisto. Antes do parto, de forma muito confortavel, amigavel e respeitosa, a pesquisadora
conversara com vocé, para tranquiliza-la com respeito a cirurgia de uma forma geral. No entanto, eventualmente podera ocorrer
algum constrangimento psicolégico causado pela presenca da pesquisadora na sala de cirurgia durante o parto. Visando diminuir
este eventual constrangimento, fique ciente que a pesquisadora agird com tranquilidade e de maneira amigavel, pois, ela & mie e
também ja passou por parto cesareo. Vocé serd beneficiada com esclarecimentos e onentagdes por parte das pesquisadoras que além
de ja terem passado por parto cesireo, também ja presenciaram muitos partos cesareos e poderdo, portanto, aconselhi-la
Indiretamente o0s resultados da pesquisa poderio ajudar futuramente a compreender melhor as aplicagdes terapéuticas das células-
tronco em humanos. Vocé nio recebera nenhuma ajuda financeira por sua participaco nesta pesquisa.

Confidencialidade: Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes
cientificas, ndo havendo identificacio dos voluntanios, a nio ser entre os responsavess pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre
a sua participagdo Os dados coletados nesta pesquisa ficario armazenados em pastas de arquivo, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Mariana Brayner Cavalcanti Freire Bezerra no enderego Av. Prof Luiz Freire, N 1000, CEP 50740545, Varzea, PE, Brasil pelo
periodo de no minimo 5 anos.
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Outras informacdes: Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo & voluntiria, mas fica
também garantida a indenizacio em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisio
qudicial ou exfra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagio serio assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacio).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE, localizado no Centro de Ciéncias da Satide no enderego: (Avenida da Engenharia s/n — 1°
Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: S0740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepces@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, portador{a) do CPF , abaixo assinado, apds a
lettura (ou a escuta da lestura) deste documento e de ter ido a opommidade de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do “Agdo, in vitro, da Radiagdo Iomzante na Diferenciagio Adipogénica de
Células-Tronco Mesenquimais™ como voluntano (a) Fui devidamente g;ﬁg[m(a) e escla:emdo(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre
a pesquisa, e 0s procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis niscos e beneficios decorrentes de minha participacio. Foi-
me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgio
de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Local:
Data: de de 20
Assinatura do participante: Trmreasio dimital

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntdrio em participar. (02 testemunhas nio ligadas 4 equipe de pesquisadores):
Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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