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RESUMO  

 

Lesões cartilaginosas raramente curam-se espontaneamente. As atuais opções 

terapeuticas cirúrgicas e não são limitadas ao alívio dos sintomas, mando a 

necessidade de futura substituição total de joelho. Terapia baseada em células-

tronco adultas representa uma alternativa promissora para os procedimentos 

existentes. As células-tronco mesenquimais (MSC) apresentam alta plasticidade 

celular e podem ser obtidas de diversas fontes teciduais, opção que exige grande 

aporte celular expondo a necessidade de criopreservação, processo vantajoso. 

Contudo, protocolos convencionais estão diretamente associados a possíveis 

danos e mortalidade celular, sendo desencadeados por formação de cristais de 

gelo intracelular, toxicidade do crioprotetor adotado e desidratação celular. Este 

projeto tem como objetivo investigar a interferencia da criopreservação com 

dimetilsufóxido (Me2SO-) (DMSO) na capacidade de MSCs em diferenciação em 

linhagens mesodermais e arranjo de fibras de colágeno produzidas na 

diferenciação condrogência. MSCs foram obtidas de tecido adiposo (ADSC). Em 

quarta passagem foram caracterizadas por citometria de fluxo e diferenciadas em 

linhagem mesodermais. Diferenciação comprovada por análise morfológica e 

expressão gênica por de RT-PCR. Genes escolhidos ADIPOQ, FABP4 e PPARG 

linhagem adipogênica, AGCAN, SOX9, COL1A1 e COL2A1 linhagem 

condrogênica e OC, OPN e COL1A1 linhagem osteogênica. Diferenciação 

condrogênica realizada pela técnica de micromassa. Arquitetura das fibras 

colágenas observada por microscopia de Geração de Segundo Harmônico (SHG) 

de MSCs e images analisadas pelos algoritmos Fast Fourier Transform (FFT) e 

Gray Level Co-occurrence Matrix (GLCM). ADSCs criopreservadas em taxa 

controlada de congelamente com solução criprotetora de soro fetal bovino e 10% 

de DMSO, mesmos ensaios realizados após descongelamento. Células 

descongeladas submetidas aos mesmos protocolos de caracterização. 

Características morfológicas obtidas por SHG expressão gênica das células 
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frescas e criopreservadas analisadas estatisticamente. Amostras de ADSC, fresca 

e criopreservadas, foram capazes de se diferenciar em linhagens mesodermais. 

Perfil de expressão gênica da linhagem adipogênica foi semelhante ao esperado 

para tal processo de diferenciação, em ambas amostras, criopreservadas e 

frescas, estas últimas com maior expressão (p=ns). Na diferenciação para 

linhagem osteogênica também houve o perfil de expressão esperado para os 

genes estudas, sendo mais expresso no grupo criopreservado (p=ns). Apesar do 

fato da expressão do gene COL2A1 de linhagem condrogênica ter sido maior no 

grupo criopreservado, quando o perfil de expressão gênica do grupo fresco foi 

analisado, este mostrou-se mais consistente com o perfil esperado normal. Análise 

das imagens de SHG demosntraram que a arquitetura das fibras colágenas foi 

mais organizada (p=ns) e uniforme (p>0,0001) nas amostras frescas. O grupo 

criopreservado demonstrou maior entropia (p=ns) e contraste (p=0,0167), 

demonstrando haver maior tendência direcional das fibras de colágeno nas 

amostras frescas. Os resultados de expressão gênica sugerem que a 

criopreservação pode interferir de forma positiva na diferenciação osteogênica e 

negativamente nas linhagens adipogênica e condrogênica. A arquitetura da rede 

tridimensional de colágeno foi modulada negativamente pelo processo de 

criopreservação, dados esses confirmados por análise das imagens obtidas por 

SHG, o que poderia interferir com as propriedades físico/mecânicas características 

do tecido colagenoso, importante na manutenção da cartilagem articular baseada 

em terapia celular. O uso das imagens de SHG tornou-se uma importante 

ferramenta na melhor avaliação das fibras colágenas. 
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ABSTRACT  

 

Cartilage defects rarely heal spontaneously. Current surgical and non-surgical 

therapeutic interventions are limited to symptom relief and future total knee 

replacement continues to be necessary. Adult stem cell based therapy could 

represent a promising alternative to this procedure. Mesenchymal Stem Cells 

(MSCs) have great capacity of differentiation and can easily be obtained from 

various sources. Cryopreservation offers many advantages for practitioners 

engaged in cell-based therapies. However, conventional slow freezing, despite 

using cryoprotectant solution, has always been associated with damage and 

mortality due to intracellular ice formation, cryoprotectant toxicity, and dehydration. 

The aim of this work is to investigate whether the Dimethyl Sulfoxide (Me2SO-) 

(DMSO) cryopreservation process interferes with the MSCs capacity of 

differentiation to mesodermal lineages and/or with collagen fiber network 

architecture, produced by chondrogenic cells, comparing fresh and thawed MSCs. 

MSCs were obtained from adipocyte tissue (ADSCs). At the fourth passage cells 

were characterized as ADSCs by flow cytometry analysis and differentiation to 

mesodermic lineages was confirmed by morphology (light optical microscopy) and 

gene expression analysis (RT-PCR). The following genes were chosen ADIPOQ, 

FABP4 and PPARG for adipogenic lineage, AGCAN, SOX9, COL2A1 and COL1A1 

for chondrogenic and OC, OPN and COL1A1 for osteogenic lineage. Chondrogenic 

differentiation was carried out by micromass technique. Collagen fibers 

architecture was observed by Second Harmonic Generation (SHG) microscopy. 

Images were analyzed by Fast Fourier Transform (FFT) and Gray Level Co-

occurrence Matrix (GLCM) algorithms. ADSCs were cryopreserved in a controlled-

rate freezing device with bovine serum fetal and 10% DMSO as cryoprotectant 

solution. Thawed cells were submitted to the same characterization protocols. SGH 

morphologic features and gene expression results from thawed and fresh cells 

were statistically analyzed. Both, thawed and fresh ADSCs were able to 
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differentiate into mesodermal lineages. Gene expression profile of adipogenic 

lineage was similar to that expected for the differentiation process in both, thawed 

and fresh cells, with greater expression in fresh ones (p=ns). Osteogenic lineage 

also demonstrated the expected gene expression profile, being more expressed in 

the thawed group (p=ns). Despite the fact that COL2A1 gene expression in 

chondrogenic lineage was greater in the thawed group, when the gene expression 

profile was analyzed the fresh group was more consistent with the expected 

normal profile. SHG images results demonstrated that collagen fibers architecture 

was more organized (p=ns) and uniform (p<0, 0001) in fresh samples. The thawed 

group showed more entropy (p=ns) and contrast (p=0, 0167) demonstrating that a 

directional trend in the collagen fibers was only observed in the fresh group. Gene 

expression results suggested that cryopreservation could interfere in a positive 

manner with osteogenic differentiation, and negatively on adipogenic and 

chondrogenic lineages. Collagen network tridimensional architecture was 

negatively modulated by cryopreservation, confirmed by SHG analysis, which 

could interfere with the desirable collagen mechanical properties, important for the 

maintenance of articular cartilage in cell based therapy. SHG analysis has become 

an important tool for better evaluate collagen fibers. 
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Tecido Cartilaginoso  

O tecido cartilaginoso é caracterizado por propriedades viscoelásticas 

derivadas de uma organização complexa e de interações entre seus constituintes, 

fornecendo resistência à pressão, e dissipação de energia e atrito. A cartilagem 

articular é constituída de cartilagem hialina, que recobre as superfícies dos ossos 

longos e ossos sesamóides. 

A cartilagem hialina (CH) é um tecido conectivo composto de um pequeno 

número de células, os condrócitos, distribuídos em um emaranhado de fibras que 

estruturam a matriz extracelular (MEC), formada de três principais constituintes: 

água, fibras de diversos tipos de colágeno e proteoglicanos [1]. 

O volume de moléculas de água intersticial é proporcional à concentração 

de íons e demais compostos proteicos, presentes na MEC da CH. Como 

componente de maior predominância destaca-se o colágeno do tipo II (Collagen 

alpha-1(II) chain) e, em menor grau, encontram-se dispersas nessa matriz fibras 

de colágeno dos tipos I, III, V, VI, IX, XI, XII e XV (Collagen alpha-1(I) chain, (III), 

(V), (VI), IX), (XI), (XII) e (XV)) [2], que juntamente com os proteoglicanos 

(compostos moléculares de glicosaminoglicanos (GAG) em combinação com ácido 

hialurônico) e outras proteínas, interagem uns com os outros dando a esse tecido 

cartilaginoso a característica de um tecido conectivo altamente especializado, 

forte, de aspecto liso e macio que proporciona movimento suave e sem atrito nas 

articulações [1, 3, 4], (Figura 1). 
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Figura 1. Cartilagem Hialina. (A) Cartilagem hialina recobrindo tecido ósseo; (B) 

Cartilagem hialina de traquéia1. 

 

Os condrócitos presentes na MEC produzem e mantém naturalmente o 

complexo de fibras que compõe a cartilagem articular humana, delimitando uma 

singular organização estrutural que proporciona atributos físicos específicos, 

necessários para o cumprimento de suas funções nas articulações sinoviais [5]. 

Por outro lado, definem a este tecido baixa capacidade de auto renovação celular, 

dificultando o reparo de ocasionais lesões [2]. 

                                                           
1 Adaptado de http://www.sciencephotlibrary.com e 
http://morfologia5biomedicinauff.blogspot.com.br  
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Lesões cartilaginosas e possibilidades de reparo  

Trauma, desvios de eixo anatômico, obesidade e degenerações articulares, 

relacionadas com o envelhecimento podem desencadear uma enorme gama de 

lesões cartilaginosas [6-8], integrantes de um conjunto de doenças reumáticas ou 

músculo-esqueléticas que compreendem mais de 150 doenças e síndromes 

(OMS, 2012)2 geralmente progressivas e associadas à dor. 

A osteoartrite (OA) é atualmente considerada uma das condições de maior 

impacto na sociedade por ser uma doença articular degenerativa que afeta 

principalmente a cartilagem articular, incluindo joelhos, quadris, dedos e região 

inferior da coluna [7, 8]. Segundo a Organização Mundial de Saúde a OA é uma 

das dez doenças mais incapacitantes nos países desenvolvidos. Estima-se que 

em todo o mundo 9,6% dos homens e 18,0% das mulheres acima de 60 anos têm 

osteoartrite sintomática, onde 80% das pessoas acometidas apresentam 

limitações no movimento e 25% não podem realizar suas principais atividades 

diárias da vida. 

A quebra das fibras de colágeno é considerada como sendo um crítico, ou 

talvez irreversível, passo a caminho do progresso da osteoartrite [2], de tal forma 

que mesmo as pequenas lesões podem influenciar a estrutura da cartilagem 

articular [9]. Evolui em quadros clínicos de dores crônicas com diminuição de 

função e consequente diminuição da qualidade de vida do paciente. 

Nas últimas décadas a evolução do tratamento de lesões cartilaginosas 

envolveu uma gama de possibilidades distribuídas desde o simples tratamento 

para o alivio momentâneo das dores crônicas até avançadas técnicas de terapia 

celular [6]. 

Em busca desse reparo algumas tentativas foram desenvolvidas ao longo 

dos anos, como transplante alogênico de cartilagem [10], transplantes autólogos 

                                                           
2 Chronic diseases and health promotion. Chonic rheumatic conditions.Osteoarthritis. Disponível 
em: http://www.who.int/chp/topics/rheumatic/en/    
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de condrócitos (Autologous chondrocyte implantation – ACI) de primeira geração e 

suas variáveis [11, 12], mosaicoplastia [13], debridamento [14], condroplastia 

abrasiva [15], técnica de microfratura [16], entre outras, apresentando taxas de 

sucesso altamente variáveis [17]. 

Uma segunda geração de transplantes autólogos de condrócitos (ACI) 

procurou aprimorar a técnica inicialmente descrita por Brittberg e colaboradores 

em 1994. O chamado transplante autólogo de condrócitos associados à matriz 

(MACT - Matrix-Associated Autologous Chondrocyte Transplantation) consiste em 

fazer uso de condrócitos isolados por solução de colagenase, expandidas por 

diversas passagens sem perder o fenótipo condrogênico, e fixados com o auxílio 

de cola de fibrina [18], posteriormente evoluindo para o uso de membranas de 

colágeno [19]. 

Tal técnica é considerada uma razoável alternativa para reparar lesões não 

degenerativas de cartilagem, principalmente em pacientes que não obtiveram 

sucesso em outros tratamentos. Porém, envolve custos elevados, possibilidade de 

aumento da lesão devido à necessidade de retirada de tecido saudável para 

obtenção de condrócitos, desenvolvimento de fibrocartilagem no local de reparo e 

hipertrofia de periósteo [4, 6, 20-22]. 

Em busca de novas opções para superar as desvantagens apresentadas 

pelas metodologias anteriores, surgiu um inovador estágio nas técnicas da 

regeneração cartilaginosa, a utilização de moldes de biomateriais (scaffolds), 

produzidos a partir de compostos existentes na matriz extracelular, como moldes 

derivados de colágeno tipo I / III (Chondro-Gide™), ácido hialurônico (Hyalograft® 

C, Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Italy), gel de colágeno tipo I 

(CaReS®, Ars Arthro, Krems, Australia), matriz de colágeno (Novocart® 3d, TeTeC, 

Reutlingen, Germany) entre uma variedade de outros materiais existentes no 

mercado. Adotados como andaimes, têm sido aplicados largamente em estudos 

clínicos [6], contudo, muito ainda é necessário descobrir quando se trata dos 

aspectos morfológicos dos processos regenerativos a partir desses produtos [23]. 
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Na vanguarda das possibilidades de reparo de lesões cartilaginosas uma 

série de trabalhos têm sido publicados adotando células-tronco, de diversos tipos 

e tecidos de origem, como uma potencial opção para síntese de matriz 

cartilaginosa tanto in vivo como in vitro [6, 24-27]. 

 

Células-tronco mesenquimais 

Ao longo das últimas décadas, ensaios laboratoriais, estudos pré-clínicos e 

clínicos têm demonstrado o avanço das pesquisas da medicina regenerativa, 

particularmente com células-tronco, levando pesquisadores a investigar de modo 

detalhado o uso de células-tronco como alvos promissores para terapia celular, 

permitindo melhor compreensão desses grupos celulares que apresentam 

características tão particulares. 

Definidas em termos gerais como células dotadas de plena capacidade de 

auto-geração, capazes de dar origem a mais de 200 tipos celulares, as células-

tronco embrionárias estão no topo da hierarquia das linhagens celulares, no 

entanto sua aplicação clínica envolve considerações éticas e legais. 

Células-tronco com base em sua origem podem ser classificadas em 

embrionárias ou adultas, apresentando graus variados de capacidade de 

diferenciação [28]. Células-tronco adultas, presentes em órgãos e tecidos 

diferenciados veem sendo consideradas agentes primordiais no reparo, 

remodelação e na manutenção da integridade dos tecidos [29]. 

Em 1970, Friedeinstein e colaboradores, estudando estroma medular de 

cobaias, distinguiram um grupo singular de células aderentes com aspecto 

fibroblastóide e que sob indução de meio osteogênico foram capazes de se 

diferenciar em osteócitos [30]. 
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As células referidas como unidades fibroblastóides formadoras de colônias, 

após duas décadas de estudos, se mostram capazes de diferenciação em vários 

tecidos mesenquimais, recebendo a denominação Células-Tronco Mesenquimais 

(MSC - Mesenchymal Stem Cells) [31, 32]. 

Diante da necessidade de uniformizar a nomenclatura e definição das MSC 

o Comitê de Células-tronco Teciduais e Mesenquimais da Sociedade Internacional 

de Terapia Celular (Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of The 

International Society for Cellular Therapy) estipulou um conjunto mínimo de quatro 

critérios considerados essenciais, como serem plástico-aderentes em condições 

padronizadas de cultura celular, ter a capacidade de se diferenciar em linhagens 

adipogênica, condrogênica e osteogênica, expressarem os marcadores 

moleculares CD73, CD90 e CD105 e não expressarem marcadores de linhagem 

hematopoetica c-kit, CD-14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79α e antígeno 

humano leucocitário (HLA)-DR [33]. 

Outros estudos apontam para uma variedade fenotípica desse grupo de 

células multipotentes, com expressão de outros marcadores de superfície além 

dos descritos acima, como CD44, CD71 e STRO-1, inclusive, moléculas de 

adesão como CD106 (VCAM-1), CD166 (aICAM-1), ICAM-1 e CD29. No entanto, 

é característico deste grupo celular não apresentar marcadores de superfície 

hematopoéticos, tais como os já descritos, inclusive os marcadores para 

moléculas co-estimulatórias, CD80, CD86 ou CD40, tanto quanto para os de 

moléculas de adesão CD31 (PECAM-1), CD18 (LFA-1) ou CD56 (NCAM) [34]. 

As últimas duas décadas mostraram-se ricas em estudos que apontam a 

existência de células-tronco mesenquimais presentes em uma variedade de 

tecidos adultos [35], entre eles tecido músculo esquelético [36], tecido ósseo [37], 

tecido vascular [38], cartilagem [39], tendão [40], tecido pulmonar, baço [41], 

tecido cardíaco [42], derme [43], tecido hepático [44], líquido amniótico [45], 

cordão umbilical [46], sangue de cordão umbilical [47], polpa dentária [48] e tecido 

adiposo [26, 49]. 
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Esse peculiar conjunto de células inicialmente apontadas como um grupo 

de células-tronco adultas, consideradas comprometidas com os tecidos das quais 

se originavam, após estudos aprofundados superaram as expectativas quanto a 

seu potencial de diferenciação [50], ocupando o posto do mais promissor grupo de 

células-tronco adultas frente sua flexibilidade em aplicações clínicas [51, 52]. 

Ainda a seu favor, as MSC apresentam um baixo potencial imunogênico 

além de propriedades imunomodulatórias, anti-inflamatórias, angiogênicas e 

antiapoptoticas fazendo dessa categoria de células-tronco adultas o grupo mais 

atrativo para aplicabilidade em terapia e transplante celular [48, 53-59]. 

 

Célula–tronco mesenquimal de tecido adiposo (ADSC) 

Dentre as fontes de origem de MSCs a medula óssea (MO) é considerada a 

principal fonte e adotada como referencia, as MSC podem ser obtidas também de 

sangue de cordão umbilical e de tecido adiposo [60]. A imaturidade da linhagem 

linfóide do SCU permite sua utilização em transplantes sem a total compatibilidade 

ao sistema de histocompatibilidade (HLA) e o advento dos bancos públicos de 

SCU facilitam sua utilização como fonte das MSC nos estudos de diferenciação. 

Porém, a lipoaspiração, procedimento realizado em grande escala na medicina 

estética, permite a obtenção autóloga destas células. Em se tratando da obtenção 

das MSCs o tecido adiposo apresenta-se como uma fonte generosa, podendo-se 

obter cerca de 100.000 células-tronco mesenquimais por grama de material 

lipoaspirado [49]. 

As MSCs apresentam como característica fundamental ampla plasticidade 

celular [50]. Em estudo para comprovar a pluripotência das células-tronco 

mesenquimais obtidas a partir de tecido adiposo (ADSC – Adipose Tissue-Derived 

Stromal Cell) ZUK e colaboradores [61] obtiveram, através de meios de cultura 

suplementados com os respectivos fatores de crescimento, adipócitos, 
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condrócitos, osteócitos e células musculares, e conseguiram também observar 

marcadores de superfície de célula neuronal madura em cultura com fatores 

neurogênicos [26, 61]. Tais estudos apontam o tecido adiposo como uma fonte 

ideal para obtenção de MSCs em grandes quantidades, além de indicar as ADSCs 

como alvos promissores para desenvolvimento de futuros estudos de terapia 

celular. 

Com a identificação da plasticidade apresentada pelas células-tronco 

mesenquimais há alguns anos, um grande número de publicações tem apontado 

para o reparo tecidual através de transplante de MSC como um futuro bem 

próximo [51]. 

Considerando a plasticidade celular e sua capacidade de interagir com o 

microambiente na qual são inseridas, é possível aferir que as células-tronco 

mesenquimais desempenham um papel fundamental no processo natural de 

renovação e manutenção celular em organismos adultos. Apresentam também 

efeitos imunorregulatórios em inúmeros ensaios clínicos [55, 56, 62], isso as torna 

alvos atrativos de um número cada dia maior de estudos na busca de um futuro 

próximo, de possíveis abordagens terapêuticas. 

 

Células-tronco mesenquimais: diferenciação condrogênica tridimensional 

A autoregeneração do tecido cartilaginoso é pouco provável, uma vez que 

ausência de vascularização contribui na limitação dos processos naturais de 

reparo possíveis na maioria os tecidos [3]. Assim sendo, a busca por terapias 

celulares para o tratamento de lesões cartilaginosas é o objetivo de muitos 

pesquisadores. 

Um padrão-ouro de regeneração da cartilagem, no entanto, ainda não foi 

encontrado [6], havendo estudos utilizando MSCs em lesões apontando para a 

contribuição na migração, proliferação, diferenciação e síntese da matriz extra 
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celular [63], porém dando origem a um tecido cartilaginoso fibroso, rígido e com 

baixa resistência [64]. 

A organização tridimensional das fibras de colágeno existentes na matriz 

extra celular do tecido cartilaginoso é apontado com sendo um fator decisivo na 

determinação das qualidades físico-mecânicas apresentadas pelos diversos tipos 

de cartilagem existentes no organismo [65]. Deste modo estudos que visam o 

reparo de lesões cartilaginosas necessitam levar em consideração a efetividade e 

eficácia do processo de remodelamento tecidual [66]. 

A utilização de técnicas tridimensionais vem sendo apontadas como um 

conveniente sistema no estudo da diferenciação condrogênica, representando 

uma boa oportunidade de promover e estudar o efeito do contato célula-célula que 

não é possibilitado em estudo de cultura em monocamada (monolayer) [66], uma 

vez que a condensação celular promove um processo de diferenciação 

condrogênica in vitro mais próximo do que ocorre in vivo, pois as células nestas 

condições buscam um rearranjo espacial mais natural resultando na formação de 

uma matriz cartilaginosa mais eficiente [67, 68]. 

Métodos não invasivos de caracterização em 3D da distribuição das fibras 

de colágeno são ferramentas essenciais no estudo da qualidade da matriz 

extracelular produzida por técnicas de diferenciação condrogência trimensional. 

Com base em tais necessidades a microscopia de Geração de Segundo 

Harmônico (SHG), se enquadra como um método de quantificação do 

direcionamento tridimensional da biologia estrutural do tecido cartilaginoso. 

A microscopia de SHG é um sistema ótico não linear resultante da 

excitação de fótons de laser, que não são absorvidos, mas sim, se espalham por 

estruturas moleculares especificas [69, 70]. O colágeno é considerado um modelo 

biológico gerador de SHG, devido a sua arquitetura ser derivada de um arranjo de 

moléculas quirais, ausentes de simetria de inversão. Tais moléculas, que são 

constituídas por tripas hélices que se alinham umas com as outras, além de 

preencher os requisitos para o potencial SHG, por constituição tridimensional 

potencializam seu sinal [71]. 
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Criopreservação 

O processo de criopreservação, descoberto em 1948 por Polge e 

colaboradores, adotando o uso de glicerol no congelamento de espermatozoides a 

-80 ºC [72], ao longo dos anos foi aprimorado com a utilização de nitrogênio 

líquido (LN2). A evolução do processo de criopreservação de células e tecidos 

pode ser divido em criopreservação lenta, que consiste no declínio gradual da 

temperatura até -80 ºC seguido de armazenamento em LN2. Uma segunda 

metodologia chamada vitrificação, na qual células ou tecidos são imerso 

diretamente em LN2 a – 196 ºC, técnica essa em que o material é convertido em 

massa solida amorfa, se formação de gelo [73, 74]. 

Procurando atender o grande aporte de células necessárias para realização 

de estudos que envolvam terapia celular, a prática de criopreservação, que 

consiste em manter vivos e estruturalmente intactos células e tecidos sob baixas 

temperaturas, vem sendo cada vez mais a opção de muitos trabalhos [75-80]. 

A criopreservação, considerada importante por permitir a obtenção de 

células em momentos variáveis por longos períodos e proporcionar proteção 

contra contaminação por fungos e bactérias, envelhecimento e aparecimento de 

danos genéticos inerentes ao processo de multiplicação celular [81], por outro lado 

envolve uma série de riscos à integridade do material a ser criopreservado [82]. 

O congelamento de água intracelular considerado letal ao formar cristais, 

comprometendo a integridade da membrana celular, alterando a fase líquida e a 

concentração natural de solutos intracelulares [82-84], pode ter seus efeitos 

deletérios contornados com a utilização de um agente crioprotetor [73]. Para que 

haja uma razão de criopreservação eficiente é necessária a utilização de 

crioprotetores em concentrações ideais, uma vez que estes agentes são 
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considerados tóxicos quando em altas concentrações e a temperaturas acima do 4 

ºC. 

A escolha do composto dimetilsulfóxido (Me2SO-) (DMSO), como agente 

crioprotetor, é considerada usual na criopreservação de MSCs obtidas de medula 

óssea e sangue de cordão umbilical [85-87]. Porém, mesmo sendo considerado o 

mais comum dentre os crioprotetores [88], o DMSO pode ser considerado tóxico, 

comprometendo as características funcionais de células-tronco, podendo 

desempenhar papel de indutor de diferenciação, e interferir na aplicabilidade 

clínica em pacientes [78, 79, 89]. 

Este projeto teve como objetivo avaliar se o processo de criopreservação 

com uso de DMSO, pode interferir na capacidade das ADSCs em se diferenciarem 

em linhagens mesodermais, bem como se ocorreram alterações no arranjo 

tridimensional do arcabouço de fibras de colágeno produzidas durante o processo 

de diferenciação condrogênica pela técnica tridimensional de micromassa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 

 

 



 

 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Objetivos 

 57 

 

Objetivo Geral 

Analisar o impacto da criopreservação com dimetilsulfóxido (Me2SO-) (DMSO) em 

células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo (ADSC). 

 

Objetivos Específicos 

1. Avaliar se o processo de criopreservação interfere na caracterização das 

ADSCs, sob os aspectos morfológicos, fenotípicos e na capacidade de 

diferenciação em linhagens mesodermais. 

2. Avaliar o perfil de expressão gênica das ADSCs diferenciadas em linhagens 

mesodermais antes e após o processo de criopreservação. 

3. Avaliar através de microscopia de geração de segundo harmônico as fibras 

de colágeno de ADSCs diferenciadas para linhagem condrogênica a partir 

da técnica de micromassa. 
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Obtenção de tecido adiposo 

As células-tronco mesenquimais adotadas como casuística de estudo foram 

obtidas de tecido adiposo humano e com o objetivo de padronização de 

nomenclatura no presente projeto, serão referenciadas como células-tronco de 

tecido adiposo - ADSC (Adipose Tissue-Derived Stromal Cell). 

A a presente dissertação decorreu durante o período de agosto/2009 a julho 

de 2012 com um período de trancamento de matrícula de 6 meses. 

O tecido adiposo foi obtido de 12 pacientes submetidos à cirurgia de 

lipoaspiração sob anestesia geral no centro cirúrgico do Hospital das Clínicas (HC) 

da Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP, Campinas – São Paulo, 

Brasil. Os procedimentos foram avaliados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Unicamp e aprovados pelo parecer N° 997/2008 e o Te rmo de Consentimento 

Livre e Esclarecido foi aplicado a todos os pacientes submetidos à lipoaspiração 

que tenham concordado com a doação. Como critérios de inclusão foram 

selecionados pacientes com idade entre 25 e 50 anos e excluídos pacientes 

diabéticos e hipertensos. 

O material coletado em centro cirúrgico estéricl foi devidamente 

condicionado em tubos cônicos estéreis contendo 20ml de DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium) Low Glucose (Bio-fluid, Rockville, MD - USA). 

Transportados emsuporte vertical dentro de caixas térmica para transporte, 

devidamente fechada, sendo aberto somente em ambiente controlado (sala de 

cultura celular). 

 

Separação do tecido adiposo 

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com tampão PBS 1X 

(phosphate-buffered saline) em tubo cônico de 50 ml (Sarstedt, Inc, Newton - NC – 

USA) para remover través de tecido conjuntivo e hemácias. Para cada 10 g de 
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tecido, a proporção das substâncias para o tampão de digestão, que foi 

adicionado a seguir consiste em 20mg de colagenase tipo 1 (Gibco Invitrogen 

Corporation, Grand Island - New York – USA), 200 mg de albumina sérica bovina 

(BSA) (UBS Corporation, Cleveland - OH - USA), 20ml de DMEM Low Glucose e 

10 µl de gentamicina (Gibco Invitrogen Corporation, Grand Island - New York – 

USA). A mistura foi tratada em banho-maria à 37 ºC por 30 min, agitando o 

recipiente a cada 5 min. Após a digestão completa do tecido, a reação foi 

interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (FBS) (VitroCell Embriolife, Campinas 

– SP - Brasil). A seguir, foi centrifugada por 15 min a 1500 rpm (Eppendorf 

Centrifuge 5810 R, Eppendorf AG, 22331 Hamburg – Germany). O sobrenadante 

foi desprezado e o botão celular, rico em ADSCs, foi ressuspenso em 10 ml de 

DMEM Low Glucose com 10% do volume de FBS, semeado em garrafas de 25 

cm2 (Sarstedt, Inc, Newton - NC – USA) e acondicionados em incubadora a 37 ºC 

e 5% CO2. 

 

Expansão e cultura das ADSCs 

Após 24 horas, o meio de cultura foi trocado por 3 dias consecutivos e 

depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao plástico atingissem a 

confluência de 70 a 80% da superfície da garrafa de cultura. As células foram 

retiradas da garrafa por adição de uma solução de tripsina a 0,05% (Gibco BRL, 

Grand Island – NY - USA) e 1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 

(Merck, Darmstadt, Germany) e expandidas até a 4ª passagem da cultura. 
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Caracterização das ADSCs 

Avaliação fenotípica por citometria de fluxo 

Após a purificação e expansão celular, as ADSCs foram caracterizadas 

fenotipicamente por meio de citometria de fluxo empregando um conjunto de 

anticorpos monoclonais específicos (BD Biosciences, Becton, Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, NJ USA). Foram utilizados os anticorpos CD90 (Thy-1), 

CD105 (SH-2/endoglina), CD73 (SH3/SH4) e CD29 que correspondem aos 

antígenos de superfície expressos pelas ADSCs, além de HLA-ABC, e os não 

expressos, como CD34, CD45 e HLA-DR também foram utilizados, ver Quadro 1. 

Foram utilizadas 1x105 células diluídas em 100µl de PBS e 5 µl de anticorpo 

específico em cada reação de marcação. Esta mistura foi mantida a 4 ºC por 30 

min e protegida da luz. As células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS 

por meio de centrifugação a 1500 rpm por 5 min e fixadas em 500 µl de 

paraformaldeído 1% (Sigma-Aldrich Co, St. Louis - MO - USA). Foram mantidas 

em geladeira até o momento da aquisição. 

Os controles foram realizados a partir de amostras de células sem 

marcação para verificação de auto-fluorescência e células marcadas com isotipos 

controles correspondentes para verificação de marcação inespecífica. Foram 

adquiridos 10.000 eventos no citômetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences, 

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ USA) e a análise dos dados 

foi realizada utilizando o programa CellQuest™ (BD Biosciences, 

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes - NJ - USA). 
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Quadro 1. Lista de Anticorpos utilizados para a Caracterização das ADSCs por citometria 

de fluxo.  

AMOSTRAS 
FITROS 

FLH-1 FLH-2 FLH-3 

Controle IgG-FITC IgG-PE IgG-PE-Cy5 

1 CD45-FITC HLA ABC - PE CD90-PE-Cy5 

2 HLA DR FITC CD34-PE   

3 CD29-FITC CD105-PE   

5 CD73+Alexa 488     

 

Diferenciação para linhagem mesodérmica in vitro 

Para comprovar obtenção de ADSCs, as células obtidas pelos 

procedimentos acima foram diferenciadas em tecido ósseo, adiposo e 

cartilaginoso, utilizando protocolos e meios específicos, baseados ao descrito em 

literatura [90] (Quadro 2). As amostras de diferenciação adipogênica, 

condrogênica e osteogênica tiveram pontos de coleta nos dias 7, 14 e 21 de 

culturas para extração de RNA total e análise de expressão de genes específicos. 

Ao término as amostras diferenciadas e os controles foram submetidos a 

colorações específicas e registrados sob microscopia ótica pelo equipamento 

Olympus IX81 com as lentes objetivas 4x, 10x e 20x, usando a câmera digital DP 

72 3.0, acoplada ao microscópio (Olympus Biosystems GMBH, D-82152 Planegg – 

Germany). As imagens foram processadas e analisadas usando CellF 3.3 software 

(Olympus Biosystems GMBH, D-82152 Planegg – Germany). 

 

Diferenciação adipogênica 

Para a diferenciação em adipócitos, cerca de 1x105 células/cm2 na 4ª 

passagem de expansão, foram colocadas em placas de cultura contendo meio 

indutor constituído de meio DMEM baixa glicose suplementado com 10% de FBS, 
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suplementado com 1 mM de dexametasona (CNbiosciences, INC, La Jolla – CA – 

USA), 10 mg/ml de insulina, 0,45 mM de 3-isobutil-metilxantina (IBMX) (Sigma-

Aldrich Co, St. Louis - MO - USA) e 100 mM de indometacina (Sigma-Aldrich Co, 

St. Louis - MO - USA). A suplementação feita a cada três dias, com tempo 

necessário para a diferenciação adipogênica de 14 dias, ficando em cultura até o 

21º dia. Foi realizada coloração de Oil-Red (Sigma-Aldrich Co, St. Louis - MO - 

USA) e contra-corado com solução de hematoxilina (Sigma-Aldrich Co, St. Louis - 

MO - USA) e observada sob microscopia ótica. 

 

Diferenciação osteogênica 

Para a diferenciação em osteócitos, cerca de 1x105 células/cm2 na 4ª 

passagem de expansão, foram colocadas em placas de cultura contendo meio 

indutor constituído de meio DMEM baixa glicose suplementado com 10% de FBS, 

suplementado com 0,1 mM de dexametasona, 200 mM de ácido ascórbico 

(Sigma-Aldrich, St. Louis - MO - USA) e 10mM de β-glicerolfosfato (ICN 

Biomedical, Aurora - OH - USA). A suplementação feita a cada três dias, com 

tempo necessário para a diferenciação osteogênica de 21 dias. Foi realizada a 

coloração de Alizarina Red S (Sigma-Aldrich Co, St. Louis - MO - USA) e 

observada sob microscopia ótica.  

 

Diferenciação condrogênica 

O meio indutor da diferenciação condrogência consiste em meio DMEM 

baixa glicose sem FBS, suplementado com 100 ng/ml de transforming growth 

factor-β3 (TGF-β3) (Peprotech, Rocky Hill – NJ - USA), 0,4mM de l-prolina (Gibco 

Invitrogen Corporation, Grand Island - New York - USA), 1mM de dexametasona, 

50nM de acido ascórbico, 0,5X insulina-transferrina-selenium A (ITS-A) (Gibco 

Invitrogen Corporation, Grand Island - New York - USA) e 0,2% de albumina 
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humana. A cada três dias metade do meio de cultivo foi trocado. O tempo 

necessário para a diferenciação condrogênica leva 21 dias.  

 

Quadro 2. Meios de diferenciação para as linhagens: adipogênica, condrogênica e 

osteogênica.  

 

Diferenciação Meio Suplementos Período 

Adipogênese 

DMEM 

High 
glucose 

10%FSB 

Dexametasoana – 1x10-6 M 

3-isobutil- metilxantina – 4,5x10-4 mM 

Insulina – 10mg/ml 

Indometacina – 3x10-4 mM 

14 a 21 
dias 

Osteogênese 

DMEM 

Low 
glucose 

10%FSB 

Dexametasoana – 1x10-6 M 

Ácido Ascórbico – 2,0 x10-4 M 

β-glicerol-fosfato – 10-2 M 

21 dias 

Condrogênese 

DMEM 

Low 
glucose 

 

Ácido Ascórbico – 50 nM 

TGF-β3 – 100 ng/ml 

Dexametasoana – 1mM 

Albumina Humana – 2% 

L-prolina 0,4mM 

Insulina-transferrina-selenium A - 0,5X 

21 dias 

 

 

Diferenciação condrogênica tridimensional 

Para a diferenciação condrogênica foi adotado o sistema de micromassa 

descrito por Zhang e colaboradores [91]. A primeira parte (Etapa A) consistiu em 
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separar cerca de 2,5x105 células mesenquimais, na 4ª passagem de expansão, 

que foram ressuspendidas em 12,5 µL de meio indutor condrogênico e pingadas 

em 1 poço de placa de 24 poços (Corning Inc., Corning – NY - USA) e mantidas 

em incubadora de CO2 por 2 horas para adesão na placa e adesão celular (Figura 

2). Na segunda parte (Etapa B), 500 µL de meio indutor foram adicionados 

cuidadosamente e mantidas em incubadora de CO2 por cerca de 12-18 horas 

(overnight) para permitir a formação da micromassa celular.  

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema micromassa. Representação esquemática do sistema de 

micromassa de alta densidade celular [66, 91]. 

 

Para verificar o processo de formação da micromassa foi utilizado sistema 

de time lapse, no qual as células em cultura são acondicionadas em uma 

incubadora de CO2 acoplada ao equipamento Olympus IX81, usando a câmera 

digital DP 72 3.0.  As células foram então fotografadas a cada 30 segundos pelo 

período definido nas etapas A e B. As imagens foram processadas e analisadas 

usando CellF 3.3 software (Olympus Biosystems GMBH, D-82152 Planegg – 

Germany). 

 

Citogenética 

A obtenção das metáfases cromossômicas foi obtida através de células em 

ativo processo de divisão celular, em culturas de ADSCs, as quais em cerca de 
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70% a 80% confluentes. Tratadas com colchicina (10 µg/mL) em concentração de 

100 µL/mL, adicionado diretamente à cultura e incubadas overnight a 37 ºC. As 

células foram removidas da placa com uso de solução de tripsina/EDTA por 3 min 

a 37 ºC, lavado com tampão PBS 1X, coletado em tubos cônicos de 15mL e 

agrupadas por centrifugação a 1200 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado 

e o botão celular ressuspenso em 5 mL de solução de KCl 0,075 mol/L a 37 ºC por 

12 min. As células foram fixadas com em solução de ácido metanol/ácido acético 

(3:1) e analisadas pela técnica de bandeamento G [92, 93]. 

As lâminas foram analisadas sob um microscópio ótico em objetivas de 10x 

e 100x. Imagens das metáfases individuais foram capturadas e cariotipadas 

utilizando um sistema automatizado de imagem de citogenética ASI (Applied 

Spectraltral Imaging, Printed - Israel), através do Software BAND VIEW® 5.5. 

 

Atividade da enzima telomerase 

A verificação da atividade da enzima telomerase foi realizada com células 

em 3 passagens distintas, 4ª, 8ª e 12ª. A metodologia adotada seguiu protocolo do 

kit TRAPeze® Telomerase Detection Kit, S7700 (Chemicon International, USA). O 

procedimento consiste em dois sistemas enzimáticos utilizando a reação em 

cadeia da polimerase (PCR). Na primeira etapa da reação, a telomerase adiciona 

um número de repetições teloméricas (GGTTAG) para a 3' final de um 

oligonucleotídeo de substrato (TS). Na segunda etapa, o material é amplificado 

por PCR usando o TS e (primer reverso) RP, gerando uma escada de produtos 

com base de 6 incrementos a partir de 50 nucleotídeos: 50, 56, 62, 68, etc. Utiliza-

se um modelo (TSK1) para amplificação de um padrão interno de 36 pb positivo, o 

que torna possível quantificar atividade da telomerase com mais precisão e 

identificar amostras falso-negativos que contêm inibidores de Taq polimerase. 
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Criopreservação e descongelamento celular 

O processo de criopreservação de descongelamento das ADSCs baseou-se 

em protocolo previamente descrito por Ock e Rho [88], no qual as células foram 

retiradas da garrafa por adição de uma solução de tripsina a 0,05% e 1mM de 

EDTA, lavadas com solução de PBS 1X, ajustadas na densidade de 2x106 

células/mL em 1000 µL de solução de FBS e 10% de dimetilsulfóxido (Me2SO-) 

(Baxter, Bioniche Teoranta Co, Galway – Ireland) e transferido para crio-tubos de 

1,8 mL (Sarstedt, Inc, Newton - NC – USA), acondicionados em caçapa de 

criopreservação (Nalgene™ Cryo 1 ºC freezing container) com isopropanol (Merck, 

Darmstadt, Germany) e levados imediatamente ao freezer -80 ºC por 

aproximadamente 12-18 horas (overnight). Após o período de queda de 

temperatura gradativa as amostras, já congelada foram transferidas rapidamente 

para o nitrogênio líquido (LN2) onde permaneceram a cerca de -196 ºC até o 

momento de descongelamento. 

As ADSCs criopreservadas foram descongeladas, por imersão em banho-

maria 37 ºC por 1 min, lavadas duas vezes em DMEM suplementado com 10% 

FBS e centrifugadas a 300 g. Foram ressuspensas com mesmo meio de cultura e 

semeadas em placas de 25 cm2, mantidas em incubadora a 37 ºC e 5% CO2 por 

24 horas onde o meio de cultura foi substituído com a finalidade de remoção das 

células não aderidas. 

 

Análise de expressão gênica 

Escolha dos genes 

O processo de padronização da técnica de PCR em tempo Real (RT-PCR) 

está devidamente detalhado no Apêndice – 1. Os genes selecionados para a 
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diferenciação adipogênica, condrogênica e osteogênica estão descritos abaixo no 

Quadro 3. 

 

Quadro 3. Sequências e concentrações de iniciadores utilizados para a amplificação dos 

genes estudados por RT-PCR em tempo real. 

 

LINHAGEM GENE SEQUÊNCIA INICIADORA NÚMERO DE 
ACESSO 

Concentração 
Utilizada 

A
d

ip
o

g
ên

ic
a 

ADIPOQ 
F 5' - TCT CTT TCC CAC CTC ACC TGA - 3' 

NM_004797 300 nM 
R 5' - CAC GAC GTC ATC ATA GAA CCA CTT - 3' 

FABP4 
F 5' - TAG ATG GGG GTG TCC TGG TA - 3' 

NM_001442 300 nM 
R 5' - GTG GAA GTG ACG CCT TTC AT - 3' 

PPARG 
F 5' - TCA GGT TTG GGC GGA TGC - 3' 

NM_005037 300 nM 
R 5' - TCA GCG GGA AGG ACT TTA TGT ATG  - 3' 

C
o

n
d

ro
g

ên
ic

a 

AGCAN 
F 5' - TCG AGG ACA GCG AGG CC - 3' 

NM_001135 150 nM 
R 5' - TCG AGG GTG TAG CGT CTA GAG A - 3' 

COL1A1 
F 5' - GAG AGC ATG ACC GAT GG - 3' 

NM_000088  150 nM 
R 5' - GTG ACG CTG TAG GTG AA - 3' 

COL2A1 
F 5' - GGC AAT AGC TTC ACG TAC A - 3' 

NM_001844 150 nM 
R 5' - CGA TAA CAG TCT TGC CCC ACT - 3' 

SOX9 
F 5'- AGC GAA CGC ACA TCA AGA C - 3' 

NM_000346 150 nM 
R 5' - GCT GTA GTG TGG GAG GTT GAA  - 3' 

O
st

eo
g

ên
ic

a 

COL1A1 
F 5' - GAG AGC ATG ACC GAT GG - 3' 

NM_000088  150 nM 
R 5' - GTG ACG CTG TAG GTG AA - 3' 

OC         
(BGLAP) 

F 5' - GAA GCC CAG CGG TGC A - 3' 
NM_199173 300 nM 

R 5' - CAC TAC CTC GCT GCCCTC C - 3' 

OPN        
(SSP1) 

F 5'- TCT CCT AGC CCC ACA GAA TG - 3' 
NM_000582 300 nM 

R 5' - GAGTCA ATG GAG TCC TGG CT - 3' 

E
n

d
ó

g
en

o
s 

ACTB 
F 5' - CAT CGA GCA CGG CAT CGT CA - 3' 

NM_001101 150 nM 
R 5' - TAG CAC AGC CTG GAT AGC AAC - 3' 

HPRT1 
F 5' - GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A - 3' 

NM_0000194 150 nM 
R 5' - TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT - 3' 

GAPDH 
F 5'- ACC CAC TCC TCC ACC TTT GA - 3' 

NM_002046 150 nM 
R 5' - CTG TTG CTG TAG CCA AAT TCG T - 3' 
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Extração de RNA 

Devido ao pequeno volume celular, o RNA foi extraído pelo Mini RNA 

Isolation Kit da GE Healthcare™ (GE Healthcare UK limited, Buckinghamshire – 

UK). Utilizando Nano Drop Spectrophotometer (ND-1000®). 

 

Transcrição de cDNA 

O RNA extraído foi submetido à reação de transcrição reversa utilizando o 

kit 100 U RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas, Life 

Sciences,  Thermo Fisher Scientific Inc.)  obtendo os cDNAs. Realizou-se 

quantificação do cDNA obtido. 

 

PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) 

Após a padronização, definiu-se a utilização de 10 ng de cDNA por amostra 

para realização da reação de RT-PCR (StepOnePlus™ Real-Time PCR - Applied 

Biosystems) com SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems) normalizando 

a expressão a partir dos controles endógenos ACTB (actin, beta), HPRT1 

(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) e GAPDH (glyceraldehyde-

3phosphate dehydrogenase). 

 

Microscopia de Geração de Segundo Harmônico (SHG) 

Aquisição de imagens  

Agregação, orientação e intensidade das fibras de colágeno presentes na 

micromassa foram examinadas usando Geração de Segundo Harmônico (SHG). 

As imagens foram adquiridas em colaboração com Instituto Nacional de Ciência e 
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Técnologia em Fotônica Aplicada à Biologia Celular (INFABIC) da Universidade 

Estadual de Campinas – UNICAMP, utilizando um microscópio confocal LSM 780-

NLO Zeiss no microscópio Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG - Germany), usando 

objetiva em óleo de imersão EC Plan-Neofluar 40x/1.30. Os dois fótons de 

excitação do SHG foram excitados com um Ti: Sapphire Mai Tai HP Spectra-

Physics (Irvine - USA) que proveu 100 fs pulsos de 690 a 1040 nm com razão de 

repetição de 80 MHz e força de 1 a 3,5 W. Foi equipado com grupo DeepSee para 

compensação da velocidade de dispersão, e a velocidade do modulador acústico-

ótico (AOM) regulada por alternância ON/OFF do laser. 

Todos os sinais, transmitido e refletido de SHG foram detectados 

simultaneamente por detector não descaneado (NDD). Os SHGs foram coletados 

usando filtros 490 LP dioico e 485 SP. Foi decidido que todas as imagens seriam 

adquiridas com 940 nm de excitação, gerando um SHG de 470 nm. O formato da 

imagem de 1024x1024, usando utilizando um pixel dwell time de 5 ms, com um 

tempo médio de escaneamento de 1 min. O Z-stacks foram adquiridos em um 

intervalo de 40 µM, com 1 µM por imagem gerando 40 imagens. A profundidade 

escolhida para a análise foi de 12 µM. 

O INFABIC é co-financiado pela Fundação de Amparo a Pesquisa do 

Estado de São Paulo (FAPESP) (processo: 08/57906-3) e pelo Conselho Nacional 

de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) (processo: 573913/2008-0). 

 

Quantificação das imagens de SHG 

Nesta etapa imagens não lineares foram utilizadas para as análises 

quantitativas e qualitativas. Identificadas pelo sinal de SGH, as fibras de colágeno 

presentes nas micromassas foram quantificadas quanto orientação e estrutura 

utilizando dois diferentes métodos de análise de imagens: Transfomada de Fourier 

Rápida (Fast Fourier Transform – FFT) algoritmo muito adotado para o 

processamento digital de sinais e o algoritmo Matrix de Co-ocorrência de Níveis de 



 

Materiais e Métodos 

73 

 

Cinza (Gray Level Co-occurrence Matrix – GLCM), ambos realizados em módulos 

do software ImageJ v1.38 do National Institutes of Health (NIH)3. 

Primeiro, a orientação dos agrupamentos de fibras de colágeno foram 

analisadas no domínio Fourier, por análise da razão de aspecto (RA) da 

intensidade de distribuição bidimensional de FFT da imagem. Tal método permite 

a caracterização das imagens de SHG da micromassa baseada em sua 

anisotropia, ou seja, diferença de valores em obtidos com base na direção em que 

a análise é feita com relação ao alinhamento das fibras dos feixes de colágeno. 

O segundo método é baseado no cálculo da Matriz de Co-ocorrência de 

Níveis de Cinza (GLCM) da imagem. Com este método somos capazes de 

caracterizar a homogeneidade (Inverse Different Moment – IDM), uniformidade 

(Angular Second Moment – ASM), entropia (complexidade) e contraste da 

arquitetura das redes de fibras de colágeno dos condrócitos gerados a partir da 

diferenciação condrogênica das ADCSs. Com o algoritmo GLCM foram calculadas 

as variáveis para textura nas quatro orientações (0º, 90º, 180º e 270º) e em três 

distâncias entre pixels (d=1, 5 e 10 pixels) (Apêndice – 3). Os procedimentos de 

cálculo destas variáveis podem ser encontrados em maior riqueza de detalhes na 

literatura [94].  

 

Análise estatística 

Devido o número de amostras criopreservadas e levando em consideração 

que os resultados gerados por RT-PCR foram concebidos de amostras dispostas 

de modo pareado, inclusive nos controles das diferenciações condrogênicas e 

osteogênicas, os dados de expressão gênica foram analisados estatísticamente 

pelo teste Wilcoxon pareado. Sendo adotado o teste de Mann-Whitney não 

                                                           
3
 National Institutes of Health (NIH), disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/  
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pareado somente para as amostras de diferenciação adipogênica, quando 

comparadas com os controles de células de tecido adiposo.  

Os dados gerando nas análises da anisotropia pelo algoritmo FFT e de 

textura pelo algoritmo GLCM nas amostras de diferenciação condrogênica por 

micromassa foram avaliados estatisticamente pelo telo test-t pareado comparando 

os dois grupos, fresco x criopreservado.  

As análises estatísticas descritas foram obtidas através do software 

GraphPad Prism®, Prism 5 para plataforma Microsoft Windows®, version 5.00, 

empregando o nível de significância de p < 0,05. Os valores estatísticos foram 

expressos em gráficos de dispersão, com as representações das respectivas 

médias ± desvio padrão. 
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B A 

Caracterização das ADSCs 

Aspecto Morfológico 

As células aderentes obtidas de tecido adiposo antes e após o processo de 

criopreservação apresentaram morfologia semelhante a fibroblastos, compatível 

com células mesenquimais (Figura 3 A e B), o que indica que o processo de 

criopreservação não afetou suas características morfológicas destas células 

quando indiferenciadas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Aspectos morfológicos das ADSCs. (A) e (B) células aderentes obtidas de 

tecido adiposo na quarta passagem de expansão, apresentando a morfologia 

fibroblastóide esperada, ADSCs frescas e criopreservadas, respectivamente. Aumento de 

4X, (Escala: 500 µm). 

 

 

Avaliação fenotípica por citometria de fluxo 

Os resultados da imunofenotipagem por citometria de fluxo foram obtidos 

através da análise de 10.000 eventos, realizada em aparelho FACScan, utilizando 

o programa CELLQuest®. Tanto as células frescas, quanto as submetidas ao 

processo de criopreservação, na quarta passagem demonstraram positividade 
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para os marcadores CD 90, CD105, CD73, CD29 e HLA-ABC. Os marcadores de 

linhagem hematopoética, HLA-DR, CD45 e CD34 demonstraram positividade 

inferior que 2% (Figura 4 B e C). Todas as células apresentaram homogeneidade 

quanto ao tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), conforme se observa na região 

(GATE) da Figura 4 A. Os resultados obtidos foram característicos de células 

mesenquimais (Figura 4 A, B e C), definição utilizada para essas células nos 

demais experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Avaliação fenotípica por citometria de fluxo das ADSCs. (A) Dot-Plot das 

células e a região na qual as ADSCs se encontram, mostrando característica homogênea 

dessa população. (B) Painel de histogramas dos marcadores positivos (CD105, CD90, 

Cd29, CD73 e HLA-ABC) e de marcadores negativos (HLA-DR, CD45 e CD34) em 

vermelho indica o marcador especifico e em branco está representado o controle (IgG 

com fluoro cromo). (C) Tabela com as medias das porcentagens dos marcadores 

positivos e negativos das ADCSs frescas e criopreservadas respectivamente. 
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Figura 6. Atividade da enzima telomerase. (A) ADSCs foram testadas em três 

diferentes passagens, “in vitro” (P4, P8 e P12) em relação à expressão da atividade da 

enzima telomerase através de “TRAP assay”.  A atividade de telomerase foi detectada 

utilizando duas bandas de conccentrações diferentes. O ensaio tem como controles 

positivos internos TSR8 e uma linhagem celular como CTRL +. O controle negativo foi 

realizado com amostras do mesmo período a ser analisado, aquecidas 85°C, no intuito de 

negativar a enzima telomerase. O tampão de lise CHAPS também foi utilizado como 

controle negativo. As ADSCs na P4 demonstraram a presença de bandas com 56 bp e 50 

bp que se  relacionaram com uma atividade de 100%. Houve diminuição das bandas no 

decorrer das passagens, P8 e P12, com respectiva diminuição na atividade de 

telomerase.  
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Diferenciação das ADSCs em linhagens mesodermais 

Após a expansão celular e caracterização em 4ª passagem por citometria 

de fluxo, as ADSCs foram submetidas aos protocolos de diferenciação com meios 

específicos. Evidenciou-se tanto nas ADSCs frescas, quanto submetidas ao 

processo de criopreservação a capacidade de se diferenciarem em adipócitos, 

osteócitos e condrócitos (linhagens mesodérmicas), (Figura 7 A e D, B e E, C e F 

respectivamente). 

Na linhagem adipogênica, as ADSCs frescas (Figura 7 A) e 

criopreservadas (Figura 7 D), apresentaram coloração vermelha citoplasmática em 

pequenas vesículas quando submetidas à coloração com Oil Red. A propriedade 

desse corante de interagir com lipídeos e triglicerídeos neutros mostra uma 

coloração vermelha que evidencia o acúmulo dessas substâncias em vesículas 

citoplasmáticas das células diferenciadas.  

No processo de diferenciação osteogênica as ADSCs frescas (Figura 7 C) 

e criopreservadas (Figura 7 F) apresentaram em volta das células diferenciadas 

regiões avermelhadas, o evidencia a formação de depósitos de minerais 

provenientes da formação de uma matriz extracelular mineralizada, semelhante a 

do tecido ósseo. Deve-se considerar a marcante característica da mudança de 

morfologia apresentada por essas células, as quais anteriormente reconhecidas 

pelo aspecto fibroblastóide alteram seu formato para células alongadas e 

alinhadas, recobrindo toda placa de cultura e em alguns lugares, formando 

aglomerados celulares. 

Após a diferenciação em linhagem condrogênica ADSCs frescas (Figura 7 

B) e criopreservadas (Figura 7 E) as células apresentaram expansão no tamanho 

celular com significativo aumento no citoplasma, tornando-se arredondadas e 

achatadas, com núcleo evidente. Devido à coloração com Resorcina & Fucsina é 
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possível observar uma coloração celular rosácea, com destaque das fibras de 

colágeno expressas durante a diferenciação, devido à interação do corante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Diferenciação das ADSCs em linhagens mesodermais. Diferenciadas em 

linhagem adipogênica, 21º dia da cultura, coradas com Oil Red O, corante lipofílico, 

evidenciando vesículas de lipídios (em vermelho), (A) ADSCs frescas, aumento 20X, 

(Escala: 100 µm) e (D) ADSCs após o processo de criopreservação aumento 10X, 

(Escala: 200 µm). Diferenciadas em linhagem condrogênica, 21º dia da cultura, coradas 

com Resorcina & Fucsina, (B) ADSCs frescas e (E) ADSCs criopreservadas, aumento 

10X, (Escala: 200 µm). Diferenciadas em linhagem osteogênica, 21º dia da cultura, 

coradas com Alizarin Red S, evidenciando depósitos de cálcio. (C) ADSCs frescas, 

aumento 20X, (Escala: 100 µm) e (F) ADSCs após o processo de criopreservação, 

aumento 10X, (Escala: 200 µm). 
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Diferenciação condrogênica tridimensional  

A cartilagem é um tecido avascular com matriz proteica extracelular 

reforçada com fibras de colágeno dispostas tridimensionalmente. Procurando 

mimetizar essa singular organização, estudos na área de engenharia tecidual 

buscam desenvolver métodos de cultura em sistema tridimensional (3D) para o 

processo de diferenciação condrogênica, com a finalidade de tonar mais eficazes 

os estudos das células sob tais condições [68, 95, 96]. 

No presente trabalho utilizamos o sistema de cultura de ADSCs em 

micromassa de alta densidade celular (Figura 8 A-H). Considerado um 

conveniente método de cultura 3D in vitro, mostra-se como ferramenta na 

investigação dos mecanismos da diferenciação condrogênica, possibilitando uma 

boa oportunidade estudar microambiente proporcionado pelo contato célula-célula 

[66]. 

Com o uso da técnica de microscopia de time lapse é possível acompanhar 

cada etapa da formação natural da micromassa, desde o plaqueamento em alta 

densidade celular pelo período de 2 horas para a adesão das células na placa de 

cultura e entre si (Etapa A) (Figura 8 A). Dando sequencia nota-se o agrupamento 

natural das ADSCs (Etapa B) (Figura 8 B), sendo possível visualizar as finas 

ligações intercelulares entre tais agrupamentos (Figura 8 C, setas vermelhas). 

Essas ligações mostram-se mais fortes que as existentes com a superfície plástica 

da placa de cultura, de tal modo, que a um dado momento as células que estão 

nas bordas sucumbem à força tensional dos agrupamentos da região interna da 

massa celular e se desprendem, dando início ao que se pode considerar a 

formação da micromassa (Figura 8 D, seta vermelha). Nos momentos que se 

seguem ocorre o fechamento desse aglomerado celular (Figura 9 A-B) formando 

uma esfera celular (Figura 9 C) com interior totalmente preenchido (Figura 9 D). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Diferenciação c

time lapse e aspectos m

possibilitando a visualizaçã

das células na placa de cu

(Etapa B). (C) Visualizaçã

agrupamentos de ADSCs. 

as fortes ligações célula-cé

 

 

 

 

Resultados 

86 

 

condrogênica pela técnica de micromassa

morfológicos – Estágio inicial. (A) Microsc

ão do plaqueamento em alta densidade cel

ultura e entre si (Etapa A). (B) Agrupamento 

ão das finas ligações intercelulares (setas v

 (D) Início da formação da micromassa (seta

élula. 

 

a - microscopia por 

copia de time lapse 

lular para a adesão 

 natural das ADSCs 

vermelhas) entre os 

a vermelha), devido 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diferenciação c

time lapse e aspectos mo

aglomerado de ADSCs (C

de ADSCs após 24 dia

condrogênico em placa de

Aumento de 4X. (Escala: 5

cultura em meio indutor co

microscopia ótica mostrand

de 10X. (Escala: 200 µm). 

 

Resultados 

87 

 

condrogênica pela técnica de micromassa
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Análise da expressão gênica - PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) 

No presente estudo as análises das expressões gênicas, por PCR 

quantitativo em tempo real (RT-PCR), realizadas a partir do RNA de células-tronco 

mesenquimais frescas e após processo de criopreservação e descongelamento. 

As células em estudo tiveram seu material coletado em três momentos (7º, 

14º e 21º dias) das culturas de diferenciação adipogênica, condrogênica e 

osteogênica, as quais foram avaliadas quanto à expressão dos genes 

relacionadas ao processo natural de diferenciação. Todas as amostras em estudo, 

incluindo os agentes calibradores, o controle endógeno foi utilizado HPRT1 com a 

finalidade de normatizar as expressões gênicas. 

 

Diferenciação adipogênica 

Amostras de cDNA de adipócitos obtidos de tecido adiposo humano foram 

utilizadas como agente calibrador para as análises de expressão gênica do 

processo de diferenciação para adipogênico das ADSCs.  

O gene codificante de adiponectina (ADIPOQ – adiponectin, C1Q and 

collagendomain conataining) foi um dos genes selecionados para este estudo por 

se apresentar atuante no processo de maturação de pré-adipócitos, como 

responsável pela codificação da adiponectina, uma proteína plasmática derivada 

de tecido adiposo [97, 98].  

A expressão gênica de ADIPOQ apresentou aumento gradativo ao longo 

dos dias de cultura superando a expressão gênica da amostra controle (0,90 ± 

0,62). Nas amostras frescas, houve diferença estatisticamente significativa entre 

os dias 7 (1,44 ± 1,76) e 14 (4,40 ± 3,97) (p=0,0156), ocorrendo o mesmo com o 

21º dia (4,51 ± 3,65) (p=0,0313). Tal diferença também foi observada quando o 

14º (p= 0,0333) e 21º (p=0,0167) dias são comparados com a amostra controle.  
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No 7º (0,84 ± 0,75), 14º (0,84 ± 0,75) e 21º (2,15 ± 1,91) dias de cultura, as 

amostras criopreservadas mantiveram um padrão de expressão gênica, próximo 

ao apresentado nas amostras frescas. Porém, com valores inferiores e sem 

apresentar diferenças significativas quando comparadas entre si e entre o controle 

de células de tecido adiposo (Figura 10). 
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Figura 10. Expressão de ADIPOQ (adiponectin, C1Q and collagen domain 

containing). O eixo “y” representa a intensidade relativa de expressão em que células de 

tecido adiposo foram utilizadas como amostra calibradora. Note o aumento de expressão 

deste gene testado nas amostras frescas e criopreservadas de ADSCs submetidas à 

diferenciação adipogênica em comparação com o controle. Analise apontou diferença 

significativa somente no grupo de amostras frescas nos dias 14º (p=0,0156)/(p= 0,0333)  

e 21º (p=0,0313)/(p=0,0167) quando comparadas com o 7º dia e com a amostra controle, 

respectivamente. 

 

O gene de codificação da proteína de ligação com ácidos graxos-4 (FABP4 

- fatty acid bing protein 4, adipocyte) que apresenta um papel chave na regulação 

da produção de lipídeos em mamíferos, além de atuar de modo crítico na 
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absorção e metabolismo desses ácidos graxos [99] apresentou seus níveis de 

expressão com aumento gradativo entre os dias 7 (0,27 ± 0,23)/(0,22 ± 0,26), 14 

(0,64 ± 0,40)/(0,56 ± 0,53) de ambas as amostras. No entanto nas amostras 

frescas houve estabilidade e criopreservadas declínio no 21º (0,64 ± 0,39)/(0,36 ± 

0,31), respectivamente. 

No entanto em ambos os grupos estudados os níveis de expressão do gene 

FABP4 não ultrapassaram o apresentado pelas amostras controles (0,95 ± 0,68), 

porém o 7º dia de cultura das amostras frescas mostrou-se significativamente 

inferior (p= 0,0156) quando comparado entre o 14º e 21º dias (Figura 11). 
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Figura 11. Expressão de FABP4 (fatty acid bing protein 4, adipocyte). O eixo “y” 

representa a intensidade relativa de expressão em que células de tecido adiposo foram 

utilizadas como amostra calibradora. Note nos dias 7, 14 o aumento gradual e  

estabilidade de expressão no 21º dia de cultura da expressão deste gene testado nas 

amostras frescas de ADSCs submetidas à diferenciação adipogênica. Nas amostras 

criopreservadas esse perfil se manteve até o 14º dia com declínio no 21º. Em ambas as 

amostras os valores mostraram-se abaixo dos apresentados pelas células de tecido 

adiposo (controle). A análise apontou diferença significativa (p= 0,0156) entre o 7º e 14º / 

7º e 21º dias de cultura das amostras frescas. 
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O gene do receptor � ativado por proliferador de peroxissomo-2 (PPARG - 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma), terceiro gene estudado foi 

selecionado por constituir um fator de transcrição que apresenta um papel 

regulatório no processo de adipogênese. 

Nas amostras frescas onde nota-se um aumento gradual ao longo do 

processo de diferenciação no 7º (0,27 ± 0,16) e 14º (0,45 ± 0,22), com diferença 

significativa (p=0,0313) e 21º (0,53 ± 0,37), porém, seus valores apresentaram-se 

abaixo do encontrado no controle (0,75 ± 0,43). 

No entanto, as amostras criopreservadas que também mantiveram seus 

níveis abaixo do encontrado no controle, indicaram um aumento entre o 7º (0,34 ± 

0,34), 14º (0,45 ± 0,36) com ligeiro declínio no 21º (0,31 ± 0,24) (Figura 12). 
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Figura 12. Expressão de PPARG (peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma). O eixo “y” representa a intensidade relativa de expressão em que células de 

tecido adiposo foram utilizadas como amostra calibradora. Ambos os grupos estudados 

apresentaram níveis de expressão abaixo do encontrado nas amostras controles, 

observando-se aumento gradativo em todos os pontos de análise nas amostras frescas e 

aumento entre o 7º e 14º dias das amostras criopreservadas com declínio entre o 14º e 

21º dias. Foi observada diferença significativa (p=0,0313) entre o 7º e 14º dias das 

amostras frescas. 
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Diferenciação osteogênica 

Com a finalidade de calibrar a reação na diferenciação osteogênica utilizou-

se ADSCs indiferenciadas frescas e após passarem pelo processo de 

criopreservação, acompanhando as mesmas condições dos grupos de estudo. 

 Para a diferenciação osteogênica foi selecionado o gene colágeno do tipo I 

(COL1A1 – collagen, type I, alpha 1), proteína expressa na matriz extracelular 

principalmente de tecido ósseo [100]. Quando comparamos as amostras frescas 

no 7º (0,61 ± 0,29) e 14º (0,71 ± 0,52) dias de cultura da diferenciação 

osteogênica fresca, nota-se um perfil de expressão gênica com sutil e gradativo 

aumento, seguido de discreto declínio no 21º (0,68 ± 0,57) dia quando 

comparadas ao seu respectivo controle (0,63 ± 0,33).  

Característica que não se observou na expressão de COL1A1 analisada 

nas amostras criopreservadas, as quais no 7º dia (2,64 ± 1,71) de diferenciação 

osteogênica apresentaram-se em destaque frente ao observado tanto nas 

amostras controle (1,54 ± 1,71) quanto no 14º dia (1,70 ± 1,13), seguido de 

aumento no 21º dia (1,83 ± 1,27) (Figura 13). 
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Figura 13. Expressão de COL1A1 (collagen, type I, alpha 1). O eixo “y” representa a 

intensidade relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas foram utilizadas como 

amostra calibradora. Um sutil aumento foi observado entre as amostras do 7º e 14º dias 

de diferenciação no grupo fresco e com leve queda 21º dia de cultura. Nas amostras 

criopreservadas observa-se aumento nos níveis de expressão do COL1A1 entre o 7º dia 

de diferenciação osteogênica e seu respectivo controle, com queda na expressão no 14º e 

ligeiro aumento o 21º dia. 

 

 

Durante o processo de diferenciação osteogênica, um conhecido como 

biomarcador deste processo, o gene da osteocalcina (BGLAP – bone gamma-

carboxyglutamate (gla) protein) (também representado por OC) [101-103], teve 

seus níveis de expressão investigados em ambos os grupos de estudo. 

Nas culturas de diferenciação osteogênica é notável que os níveis de 

expressão de OC nos dias 7 (0,80 ± 0,25)/(3,24 ± 0,65), 14 (0,94 ± 0,25)/(2,44 ± 
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0,34), 21 (0,80 ± 0,24)/(3,23 ± 1,10), assim como nas amostras controles (0,57 ± 

0,25)/(2,69 ± 1,61) frescas são inferiores em relação as amostras criopreservadas, 

respectivamente. 

No entanto, na cultura das amostras frescas os níveis de expressão entre 

os dias variaram sutilmente alcançando seu maior nível no 14º dia, aumento este 

que se mostrou significativo (p=0,0313) se comparado com 21º dias e as amostras 

controle (Figura 14). Inversamente ao observado nas amostras frescas, as que 

foram submetidas ao processo de criopreservação tiveram no 14º dias de cultura 

osteogênica os menores níveis de expressão. 
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Figura 14. Expressão de OC (BGLAP – bone gamma-carboxyglutamate (gla) 

protein). O eixo “y” representa a intensidade relativa de expressão em que ADSCs 

indiferenciadas foram utilizadas como amostra calibradora. Observa-se que os níveis de 

expressão das culturas de diferenciação osteogênica nas amostras frescas são inferiores 

em relação às amostras criopreservadas. O 14º dia da cultura fresca teve aumento 

significativo (p=0,0313) se comparado com 21º dias e as amostras controle, sendo o 

inverso observado nas amostras criopreservadas, onde o 14º dias de cultura osteogênica 

apresentou os menores níveis de expressão.  

 

A osteopontina (SPP1 – secreted phosphoprotein 1) (também representada 

por OPN), gene conhecido por estar presente durante o processo de osteogênese 

[101-103], teve seus níveis com maior expressão nas amostras criopreservadas, 

tanto no controle (1,03 ± 1,02) quanto nos demais dias, contando com aumento 
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nos dias 7 (0,86 ± 1,52) e 14 (1,19 ± 1,78) de cultura e queda no dia 21 (0,86 ± 

1,52). O grupo de amostras frescas apresentou uma queda significativa nos níveis 

de expressão de OPN no 7º (0,69 ± 0,68)/(p=0,0156), 14º (0,84 ± 1,27)/(p=0,0156) 

e 21º dia (0,44 ± 0,48)/(p=0,0313) de cultura, quando comparado com as amostras 

controles (3,93 ± 4,37) (Figura 15). 
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Figura 15. Expressão de OPN (SSP1 – secreted phosphoprotein). O eixo “y” 

representa a intensidade relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas foram 

utilizadas como amostra calibradora. O grupo de amostras frescas apresentou uma queda 

significativa nos níveis de expressão de OPN no 7º (p=0,0156), 14º (p=0,0156) e 21º dia 

(p=0,0313) de cultura, quando comparado com as amostras controles. Observa-se o 

aumento nos níveis de expressão nos 7º e 14º dias de cultura, seguido de queda no 21º 

dia nas amostras criopreservadas em comparação com as amostras controle. 
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Diferenciação condrogênica 

Em busca de um calibrador ideal para a analise da expressão gênica do 

processo de diferenciação condrogênica optou-se por utilizar ADSCs frescas e 

criopreservadas submetidas à formação de micromassa sem o uso de meio 

indutor condrogênico, sendo a cultura dos controles suplementada por meio 

convencional (DMEM suplementado de 10% de FBS). 

O gene SOX9 foi um dos selecionados para avaliar diferenciação 

condrogênica foram selecionados, por ser fator de transcrição um envolvido na 

diferenciação condrogênica, sendo que a sua deficiência leva a uma malformação 

óssea e cartilaginosa [104]. Observou-se que as amostras criopreservadas 

apresentaram queda nos níveis de expressão do 7º (0,78 ± 0,62) ao 14º dia (1,40 

± 2,44), seguido de aumento no 21º (7,31 ± 15,28) em comparação com as 

amostras controles (2,41 ± 2,39). Nas amostras frescas o 7º dia indicou redução 

da expressão gênica (4,25 ± 2,82), com aumento no 14º dia (7,26 ± 9,58), 

alcançando níveis próximos das amostras controles (7,32 ± 4,53) e em sequência 

queda no 21º dia (3,40 ± 3,71) (Figura 16). 
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Figura 16. Expressão de SOX9 (SRY (sex determining region Y)-box 9). O eixo “y” 

representa a intensidade relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas e 

submetidas à técnica de micromassa foram utilizadas como amostra calibradora. Nas 

amostras frescas o 7º dia indicou redução da expressão gênica, com aumento no 14º dia, 

alcançando níveis próximos das amostras controles e sequencia de queda no 21º dia. As 

amostras criopreservadas apresentaram queda nos níveis de expressão do 7º ao 14º dia, 

seguido de aumento no 21º em comparação com as amostras controles. 

 

 

O gene Angrecan (ACAN – aggrecan) (também representado por AGCAN) 

codifica a proteína de mesmo nome que se liga às estruturas de colágeno do tipo 

II e formam a matriz extracelular dando as características físico/mecânicas de uma 

cartilagem articular [105]. 
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Quanto à expressão deste gene nas amostras criopreservadas notou-se um 

aumento gradativo a partir do controle (0,97 ± 0,11), 7º (1,86 ± 3,12) e 14º (2,79 ± 

4,42) dias de cultura com ligeira queda no 21º (1,50 ± 0,79) dia (Figura 17). 

Nas amostras frescas o 7º dia (4,31 ± 3,71) é menos expressivo que a 

amostra controle (5,02 ± 3,33), aumentando no 14º (9,53 ± 8,90), com queda no 

21º (8,52 ± 9,35) dia (Figura 17). Nota-se diferença significativa (p= 0,0391) entre 

o 7º e 14º dias de diferenciação nas amostras frescas. 
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Figura 17. Expressão de AGCAN (aggrecan). O eixo “y” representa a intensidade 

relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas e submetidas à técnica de 

micromassa foram utilizadas como amostra calibradora. Nota-se diferença significativa 

(p=0,0391) entre o 7º e 14º dias de diferenciação nas amostras frescas. Nas amostras 

frescas o 7º dia (4,31 ± 3,71) é menos expressivo que a amostra controle (5,02 ± 3,33), 

aumentando no 14º (9,53 ± 8,90), com queda no 21º (8,52 ± 9,35) dia. Observou-se um 

aumento gradativo a partir da amostra controle, 7º e 14º dias de cultura com ligeira queda 

no 21º dia nas amostras criopreservadas. 

 

 

O colágeno do tipo II, considerada a mais expressa na matriz extracelular 

do tecido cartilaginoso articular [106], teve a expressão seu gene COL2A1 
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(collagen, type II, alpha 1) maior nas amostras criopreservadas, onde em 

comparação com as amostras controles (9,30 ± 8,12) houve menor expressão no 

7º dia (3,18 ± 0,36), com aumento no 14º (14,11 ± 14,39) e queda no 21º (8,91 ± 

5,45) dias de cultura. 

As amostras frescas apresentaram pequena variação diante das amostras 

controles (1,15 ± 0,28), com discreto aumento no 7º dia (1,64 ± 1,48), pequena 

queda no 14º (1,41 ± 1,91), ligeiro aumento no 21º dia (1,71 ± 1,36) de cultura 

(Figura 18). 
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Figura 18. Expressão de COL2A1 (collagen, type II, alpha 1). O eixo “y” representa a 

intensidade relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas e submetidas à técnica 

de micromassa foram utilizadas como amostra calibradora. O gene em estudo 

apresentou-se mais expresso nas amostras criopreservadas, onde em comparação com 

as amostras controles houve menor expressão no 7º dia, com aumento no 14º e 

novamente queda no 21º dias de cultura. As amostras frescas apresentaram pequena 

variação diante das amostras controles, com aumento no 7º dia, pequena queda no 14º, 

ligeiro aumento no 21º dia de cultura. 

 

 

Colágeno do tipo 1 é outra proteína expressa na matriz extracelular de 

tecidos cartilaginosos. O gene COL1A1 apresentou aumento gradativo de 

expressão ao longo dos dias do processo de diferenciação condrogênica. 
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O perfil de expressão gênica nas amostras frescas foi marcado pelo 

aumento nos valores obtidos nos dias 7 (12,50 ± 11,01), 14 (173,5 ± 390,7) e 

queda no 21º (41,19 ± 24,33) dias de cultura fresca em relação às amostras 

controles (0,87 ± 0,14) (Figura 19). Houve diferença significativa (p=0,0078) do 7º 

dia quando compara com o 14º e 21º dias de cultura fresca. 

Nas amostras criopreservadas houve aumento no 7º (35,71 ± 66,51), queda 

no 14º (24,03 ± 19,29) e novo aumento no 21º (44,61 ± 47,80) dias de cultura. 
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Figura 19. Expressão de COL1A1 (collagen, type I, alpha 1). O eixo “y” representa a 

intensidade relativa de expressão em que ADSCs indiferenciadas e submetidas à técnica 

de micromassa foram utilizadas como amostra calibradora. Nota-se aumento da 

expressão gênica, relação às amostras controles, dos valores no 7º, 14º e queda no 21º 

dia de cultura fresca. Houve diferença significativa (p=0,0078) do 7º quanto comparado 

com o 14º e 21º dias de cultura fresca. Nas amostras criopreservadas houve aumento no 

7º (35,71 ± 66,51), queda no 14º (24,03 ± 19,29) e novo aumento no 21º (44,61 ± 47,80) 

dias de cultura.  
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Geração de Segundo Harmônico 

A microscopia de Geração de Segundo Harmônico (SHG) foi adotada no 

presente projeto, com a finalidade de identificar a presença, distribuição e 

orientação das fibras de colágeno formadas naturalmente durante o processo de 

diferenciação condrogência, pela técnica de micromassa. O colágeno é 

considerado um modelo biológico gerador de SHG, apresentando uma 

constituição tridimensional que potencializam seu sinal [71, 107, 108]. 

A microscopia de SHG permitiu a visualização da presença de fibras de 

colágeno pelo modo refletido (Figura 20 B), assim como, pelo transmitido (Figura 

20 C), juntamente com as imagens microscopia de fluorescência. A presença dos 

núcleos celulares marcados com DAPI ficou evidenciada (Figura 20 A), tais 

imagens quando sobrepostas possibilitam a visualização da distribuição das fibras 

de colágenos no arranjo celular tridimensional originado no processo de 

diferenciação condrogência pela técnica de micromassa (Figura 20 D). 
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Figura 20. Microscopia de Geração de Segundo Harmônico (SHG). (A) Microscopia de 

fluorescência indicando a presença dos núcleos dos condrócitos, derivados de ADSCs, 

marcados com DAPI (Azul). (B) Sinal refletido de SHG (Verde Cian) evidenciando os 

feixes de fibras de colágeno. (C) Sinal transmitido de SHG (Vermelho) também apontando 

a presença dos feixes de fibras de colágeno. (D) Sobreposição (Merge) das imagens (A), 

(B) e (C) possibilitando a visualização da distribuição das fibras de colágeno ao redor dos 

núcleos dos condrócitos. (Escala: 20 µm). 
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Quantificação das imagens de SHG 

As imagens obtidas da microscopia de SHG foram transformadas em um 

padrão de 8 bits, apresentado 256 níveis de cinza e 512 x 512 pixels de resolução 

espacial, sob estas condições foi possível aplicar às imagens os algoritmos 

Transfomada de Fourier Rápida (Fast Fourier Transform – FFT) (Figura 22) e 

algoritmo Matrix de Co-ocorrência de Níveis de Cinza (Gray Level Co-occurrence 

Matrix – GLCM) (Figura 23), ambos pluggins disponibilizados no software ImageJ 

(NIH). 

 

Análise pelo algoritmo FFT 

O algoritmo FFT é uma eficiente ferramenta para quantificar a orientação 

dos feixes de fibras de colágeno. Quanto mais alinhadas forem as fibras de 

colágeno, pelo SHG ao serem analisadas por FFT uma imagem mais próxima de 

uma elipse se originada (Figura 21 B e C), de forma que quanto mais 

perpendicular for o eixo y (longo) desta elipse com relação às fibras de colágeno, 

mais próximo de 0 (zero) será o valor da razão de aspecto da imagem analisada 

(Figura 21 D). A razão de aspecto é o valor obtido da imagem gerada pelo 

algoritmo FFT e considera a razão entre o eixo longo e curto da elipse obtida 

tendo como produto valores entre 0 a 1 (Equação 1). Desta forma imagens com 

constituição aleatória das fibras dos feixes de colágeno geram imagens de FFT de 

aspecto circular (Figura 21 F e G), interpretadas com valores mais próximos de 1 

(um) (Figura 21 H ). 

 

(1) Razão de Aspecto (R.A.) = Eixo X / Eixo Y 
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As imagens das amostras frescas (Figura 22 A) e criopreservadas (Figura 22 

B) tiveram 4 regiões de interesse (Region of Interest – ROI) delimitadas para a 

análise (200 x 200 pixels), representados pelos quadrantes em vermelho. As 

elipses ou círculos gerados a partir da análise de FFT (Figura 22 C e D) serviram 

de base para estimar a anisotropia nas amostras frescas (0,60 ± 0,15) e 

criopreservadas (0,67 ± 0,16), respectivamente. Não houve diferença estatística 

significativa entre os dados obtidos (Figura 22 E). 
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Análise pelo algoritmo GLCM 

O algoritmo GLCM é uma metodologia que permite a classificação de 

diferentes tecidos baseada na avaliação do arranjo geométrico da distribuição dos 

pixels na imagem analisada. 

Com este método somos capazes de caracterizar a homogeneidade (IDM), 

uniformidade (ASM), entropia (complexidade) e contraste da arquitetura das redes 

de fibras de colágeno dos condrócitos gerados a partir da diferenciação 

condrogênica das ADCSs após SGH. 

No presente estudo o algoritmo GLCM foi aplicado para calcular as 

variáveis para textura nas quatro orientações (0º, 90º, 180º e 270º) e em três 

distâncias entre pixels (d=1, 5 e 10 pixels) (Apêndice 3), sendo adotada para 

análise estatística a distância de 10 pixels nas quatro orientações acima descritas. 

O ROI delimitado para as análises foi de 201 x 201 pixels (Figura 23 A e B). 

Quando avaliadas pelos critérios estabelecidos as amostras frescas (0,37 ± 

0,32) e criopreservadas (0,11 ± 0,14) apresentaram diferença estatisticamente 

significativa com relação à uniformidade das amostras (p < 0,0001) (Figura 23 C). 

Os valores de contraste foram outros dados que apontaram dados significativos 

(p=0,0167) na comparação entre as amostras frescas (407,3 ± 233,6) e 

criopreservadas (755,2 ± 875,4) (Figura 23 D). 

Quanto à homogeneidade das amostras, não houve diferença entre os 

grupos em estudo (0,09 ± 0,04). As amostras criopreservadas (7,95 ± 1,16) 

mostraram maior entropia que as frescas (7,81 ± 0,70), porém sem valor 

estatístico. 
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Figura 23. Análise pelo algoritmo GLCM. (A) e (B) imagens geradas por microscopia de 

SHG transformados em 8 bits, com delimitação de ROI de 201 x 201 pixels (quadrados 

em vermelho). (C) As amostras frescas e criopreservadas apresentaram diferença 

significativa com relação à uniformidade (p < 0,0001). Quanto à homogeneidade das 

amostras, não houve diferença entre os grupos em estudo. Houve maior entropia nas 

amostras criopreservadas frente as frescas, porém sem valor estatístico. (D) Os valores 

de contraste foram outros dados que apontaram dados significativos (p=0,0167) na 

comparação entre as amostras frescas e criopreservadas. 
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A busca por opções terapêuticas para lesões cartilaginosas, conhecidas por 

serem de difícil reparo, ao longo dos últimos anos, alavancaram estudos com o 

uso de células-tronco, sendo as células-tronco mesenquimais uma importante 

fonte celular para o reparo de tais tecidos [6, 109]. 

A utilização de técnicas tridimensionais vem sendo apontadas como um 

conveniente sistema no estudo da diferenciação condrogênica, representando 

uma boa oportunidade de promover e estudar o efeito do contato célula-célula que 

não é possibilitado em estudo de cultura em monocamada [66]. No entanto a 

aplicabilidade prática de estudos de terapia celular implica em grande aporte 

celular, que pode favorecer inconveniências tais como envelhecimento, 

contaminação celular, comprometimento das características pluripotentes 

apresentada por estas células ou simplesmente aumento na taxa de morte celular 

[81]. 

A utilização de técnicas de criopreservação mostra-se como opção. Por 

outro lado, esse procedimento pode desencadear riscos celulares, principalmente 

no que se trata do congelamento intracelular. Buscando evitar os possíveis danos 

gerados pela criopreservação, o uso de crioprotetores é fundamental, porém seus 

efeitos sobre as células ainda não são totalmente esclarecidos. 

Este projeto teve como objetivo, avaliar se o processo de criopreservação 

com uso de DMSO pode interferir na capacidade das ADSCs em se diferenciarem 

em linhagens mesodermais, bem como se ocorreram alterações no arranjo 

tridimensional do arcabouço de fibras de colágeno produzidas durante o processo 

de diferenciação condrogênica, pela técnica tridimensional de micromassa. 

No presente trabalho, os dados de caracterização das células aderentes 

presentes no tecido adiposo que foram submetidas ao processo de 

criopreservação corroboram informação existentes em literatura [110], uma vez 

que morfologicamente as células em estudo, na quarta passagem, antes e após o 

processo de criopreservação, apresentaram o formato fibroblastóide caraterístico 
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do esperado para células-tronco mesenquimais [31, 32]. A imunofenotipagem por 

citometria de fluxo após o isolamento das células aderentes apresentou 

similaridade ao existente em literatura, com positividade para marcadores 

característicos de linhagem mesenquimal e ausência dos marcadores de linhagem 

hematopoitica [33, 34, 110]. A demonstrada capacidade de se diferenciarem em 

célula de linhagem mesodérmica, tais como adipogênica, condrogênica e 

osteogênica atinge o intuito de comprovar se as células obtidas de tecido adiposo 

eram de fato células mesenquimais. 

Os estudos de atividade da enzima telomerase e a análise de citogenética 

demonstraram que as células nas passagens, analisadas não apresentaram 

potencial tumorigênico. A atividade da enzima telomerase que era de 10% na 

quarta passagem decresceu no decorrer das passagens, P8 e P12, com 

respectiva diminuição na atividade da enzima. O cariótipo estas células não 

apresentou anormalidades cromossômicas. 

Tais características somadas à maior disponibilidade de obtenção do tecido 

adiposo frente a outras fontes faz do tecido adiposo uma atraente opção como 

fonte de obtenção de células-tronco mesenquimais [26, 61]. 

Um importante aspecto avaliado no presente foram os níveis de expressão 

gênica das amostras frescas e criopreservadas submetidas à diferenciação 

adipogênica, condrogênica e osteogênica, linhagens mesodermais, com destaque 

aos genes atuantes nos processos de diferenciação e maturação. 

Na diferenciação para linhagem adipogênica o gene ADIPOQ teve seus 

níveis de expressão tanto nas amostras frescas quando nas submetidas ao 

processo de criopreservação em aumento até 21º dias de cultura, com valores 

mais expressos nas amostras frescas, tais resultados coincidem com o perfil de 

expressão gênica esperado, uma vez que desse gene foi selecionados para este 

estudo por se apresentar atuante no processo de maturação de pré-adipócitos, 

como responsável pela codificação da adiponectina, uma proteína plasmática 
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derivada de tecido adiposo [97, 98], sua expressão é exclusiva de adipócitos 

diferenciados [111]. 

O gene FABP4 que apresenta um papel chave na regulação da produção 

de lipídeos em mamíferos, além de atuar de modo crítico na absorção e 

metabolismo desses ácidos graxos [99] apresentou seus níveis de expressão com 

aumento gradativo entre os dias 7 e 14 de ambas as amostras. No entanto nas 

frescas houve estabilidade enquanto que nas criopreservadas notou-se declínio no 

21º dia de cultura. 

O gene PPARG, um fator de transcrição que apresenta um papel 

regulatório no processo de adipogênese [112-114]. Sua expressão nas amostras 

frescas apresentou aumento gradual ao longo do processo de diferenciação 

enquanto que as criopreservadas indicaram um aumento entre o 7º e 14º com 

ligeiro declínio no 21º. 

Os níveis de expressão dos genes FABP4 e PPARG em ambos os grupos 

de estudo mostraram-se maiores e mais próximos ao esperado nas amostras 

frescas, contudo, não ultrapassaram o apresentado pelas amostras controles, o 

que pode ser considerado compreensivo uma vez que as imagens das 

diferenciações adipogênicas coloradas com Oil Red (Figura 7 A – D) indicaram a 

presença de múltiplos vacúolos lipídicos que é característico que adipócitos jovens 

[115], o que difere das amostras controle que consistiram de adipócitos maduros 

obtidos diretamente de tecido adiposo. 

Para a diferenciação osteogênica foi selecionado o gene COL1A1, que 

codifica a proteína colágeno do tipo 1, expressa na matriz extracelular 

principalmente de tecido ósseo [100, 116]. Quando comparamos as amostras 

frescas no 7º e 14º dias de cultura da diferenciação osteogênica fresca, nota-se 

um perfil de expressão gênica com sutil e gradativo aumento, seguido de discreto 

declínio no 21º dia quando comparadas ao seu respectivo controle. Característica 

que não se observou na expressão de COL1A1 analisada nas amostras 
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criopreservadas, as quais no 7º dia de diferenciação osteogênica apresentaram-se 

em destaque frente ao observado tanto nas amostras controle quanto no 14º dia, 

seguido de aumento no 21º dia. O perfil de expressão gênica do COL1A1 em 

ambas as amostras, apesar das variações de expressão mostrou-se aumentando, 

porém é possível observar que nas células criopreservadas os níveis encontrados 

são superiores que nas amostras frescas. 

O aumento da expressão de COL1A1 sugere uma inclinação efetiva no 

processo de diferenciação osteogênica, uma vez que a produção de colágeno do 

tipo I representa grande parte da matriz orgânica óssea. Além de desempenhar 

um papel significativo na diferenciação de células-tronco mesenquimais humanas 

em linhagem osteogênica, atuando na promoção adesão celular e mineralização 

óssea [116-119]. 

Outro gene que teve seus níveis investigados na diferenciação osteogênica 

foi OC, um conhecido como biomarcador da osteogênese, sendo comumente 

encontrado em osteoblastos nas proximidades da superfície óssea [101-103]. Na 

cultura das amostras frescas a expressão gênica de OC entre os dias de cultura 

variaram sutilmente alcançando seu maior valor no 14º dia, aumento este que se 

mostrou significativo se comparado com 21º dia e as amostras controle. 

Inversamente ao observado nas amostras frescas, as criopreservadas obtiveram 

no 14º dias de cultura osteogênica os menores níveis de expressão, se 

comparado com os demais dias deste grupo. 

A OC, importante componente orgânico não-colágeno, da matriz extra 

celular com seus níveis de expressão aumentados corrobora os resultados obtidos 

com a investigação do gene COL1A1, indicando efetiva diferenciação osteogênica 

em ambas as amostras, com resultados mais expressivos nas amostras 

criopreservadas em detrimento às frescas. 

A OPN, gene conhecido por estar presente durante o processo de 

osteogênese [101-103], também mostrou maiores níveis de expressão nas 
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amostras criopreservadas, tanto no controle quanto nos demais dias, contando 

com aumento nos dias 7 e 14 de cultura e queda no dia 21. O grupo de amostras 

frescas apresentou uma queda significativa nos níveis de expressão do gene OPN 

no 7º, 14º e 21º dia de cultura, quando comparado com as amostras controles. 

Os resultados obtidos por nosso trabalho divergem de Weireb e 

colaboradores, que em 1990 [102] que encontraram maior presença de OPN em 

relação à OC em estudo da diferenciação osteoblástica durante a formação óssea. 

No entanto, os níveis de expressão gênica de COL1A1 e OC, somados com 

os evidentes depósitos de cálcio apresentados nas colorações de Alizarina Red S 

nos permitem inferir que as ADSCs foram capazes de se diferenciar em linhagem 

osteogênica, com maiores níveis de expressão gênica em amostras submetidas 

ao processo de criopreservação. 

O processo de condrogênese e consequente formação de MEC são 

considerados uma cadeia de eventos que dão origem a um construto 

tridimensional no qual as moléculas de colágeno do tipo II, em maior quantidade, 

juntamente com as fibras de colágeno tipo I, III, V, VI, IX, XI, XII e XV [2], 

proteoglicanas, outras proteínas presentes em menos quantidade e moléculas de 

água, interagem entre si, proporcionado características físicas e mecânicas 

singulares ao tecido cartilaginoso [120]. Tais características organizacionais fazem 

com que este tecido tenha ausência de irrigação sanguínea direta e drenagem por 

vasos linfáticos por consequência não existam células de reparo, caracterizando 

este, como um tecido de baixa resposta a injurias, de difícil reparo, cujas lesões 

facilmente se cronificam. Com a finalidade de responder a parte das perguntas 

propostas nos objetivo do presente trabalho avaliamos a expressão de genes 

envolvidos com o processo de diferenciação condrogênica e formação de matriz 

extra celular em ADSCs submetidas a técnica de cultura tridimensional de 

micromassa em amostras frescas e criopreservadas. 
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Os genes COL1A1, COL2A1, AGCAN e do fator de transcrição SOX9 foram 

estudados e tiveram suas expressões calibradas por ADSCs frescas e 

criopreservadas submetidas à formação de micromassa sem o uso de meio 

indutor condrogênico, controle este que deu maior segurança nos resultados 

analisados. 

O fator de transcrição SOX9 desempenha um papel chave no processo de 

condrogênese [121, 122], uma vez que atua como regulador positivo na produção 

de colágeno do tipo 2 e proteínas agrecanas, conhecidas por se ligarem às 

estruturas de colágeno do tipo 2 e formarem a MEC com propriedades 

físico/mecânicas típicas da cartilagem articular [105]. 

Além disso, estudos indicam que SOX9 desempenha um papel como 

agente regulatório negativo da hipertrofia condrocítica, um dos passos iniciais na 

de formação de tecido ósseo, influenciando de modo inibitório genes relacionados 

a esse processo de osteogênese, COL1A1, COL10A1, ALP, MMP13 e OPN [122]. 

Sendo que a sua deficiência é associada a uma malformação óssea e 

cartilaginosa [104]  

Deste modo, o perfil de expressão de SOX9 consiste em aumento gradativo 

ao longo da diferenciação condrogênica, o que ocorreu até o 14º dia nas frescas e 

somente foi possível verificar aumento no 21º dia em uma das amostras 

criopreservadas (out layer), notando-se nas demais, níveis bem abaixo dos 

verificados nas amostras frescas. 

Em ambos os grupos estudados os níveis obtidos do gene AGCAN 

corresponderam coerentemente ao provável estímulo de SOX9, tendo seu perfil 

de expressão gênica muito similar ao do referido fator de transcrição.  

Responsável pela codificação da proteína mais expressa na matriz 

extracelular do tecido cartilaginoso articular [106], COL2A1 apresentou-se nas 

amostras frescas com o mesmo perfil encontrado nos genes SOX9, fazendo 



 

 
Discussão 

125 

 

desses resultados, coerentes, robustos e dento do esperado, ou seja, 

apresentando-se maiores que as amostras controles, mesmo com valores 

descaídos no 21º dia de cultura e abaixo dos valores expressos nas amostras 

criopreservadas. Estas últimas mostraram-se mais expressas e em comparação 

com as amostras controles houve menor expressão no 7º dia, com aumento no 

14º sem sustentação ao término do período de cultura. Apesar da aparência 

positiva destes resultados é possível verificar que não há respaldo dos demais 

genes “parceiros” do processo de diferenciação, como SOX9 e AGCAN, o que 

levanta questionamento sobre a necessidade de um maior número de amostras 

para melhor avaliar a modulação gênica no processo de criopreservação. 

O gene COL1A1, codificador da proteína colágeno do tipo 1 expressa na 

matriz extracelular de tecidos cartilaginosos e de tecido ósseo, apresentou 

aumento gradativo de expressão ao longo dos dias do processo de diferenciação 

condrogênica em ambas amostras. Esse aumento de expressão não é desejado, 

no entanto é um dado que indica a dificuldade da produção de tecido cartilaginoso 

de alta qualidade, evidenciado o possível caminho para a produção de uma 

cartilagem com característica fibrosa [123-125], com propriedades incompatíveis 

com as existentes na cartilagem articular articulações [1, 3, 4]. 

O aumento da expressão deste gene provavelmente está diretamente 

relacionado com a queda dos níveis de expressão dos genes SOX9 e AGCAN em 

ambas as amostras estudadas, o que se assemelha a resultados obtidos em 

literatura que indicam o declínio dos níveis de expressão gênica de SOX9 em 

consequente aumento dos níveis de expressão de COL1A1 e COL10A1, 

associados ao processo de hipertrofia de condrócitos [122]. 

A microscopia de SHG mostrou-se uma ferramenta diferencial no presente 

projeto, uma vez que possibilitou a análise do perfil das fibras de colágeno 

formadas durante a diferenciação condrogênica pela técnica de micromassa. A 

razão de aspecto do direcionamento das fibras de colágeno, verificados através da 
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anisotropia as imagens, mostrou maior alinhamento nas amostras frescas quando 

comparadas com as amostras criopresevadas, porém sem apresentar significância 

estatística. Esses dados são confirmados com a análise de contraste das imagens 

apontando diferença significativa na comparação entre as amostras frescas e 

criopreservadas, isso se explica considerando que quanto mais desarranjado for o 

alinhamento das fibras na imagem analisada maior será o contraste entre os pixels 

desta imagem. 

Tais resultados sugerem que o processo de criopreservação teve uma 

influencia negativa no arranjo tridimensional das fibras de colágeno produzidas 

pelas ADSC através da técnica de micromassa, uma vez que o reparo de lesões 

cartilaginosas necessita levar em consideração a efetividade e eficácia do 

processo de remodelamento tecidual [66], que só possível quando as fibras de 

colágeno obtidas atendem as necessidades exclusivas do tecido cartilaginoso [65]. 

A maior entropia das amostras criopreservadas frente às amostras frescas, 

mesmo sem valor estatístico significativo tende a corroborar os resultados 

descritos. 

Na mesma linha e concluindo as análises de textura, a uniformidade das 

fibras de colágeno nas amostras frescas foi significativamente maior que nas 

criopreservadas, não restando dúvida quanto ao efeito negativo do processo de 

criopreserção das ADSC quanto na produção de fibras de colágeno. Esses 

achados são de grande importância uma vez que a organização tridimensional das 

fibras de colágeno existentes na matriz extra celular do tecido cartilaginoso é 

apontado com sendo um fator decisivo na determinação das qualidades físico-

mecânicas apresentadas pelos diversos tipos de cartilagem existentes no 

organismo [65]. 

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que o processo de 

criopreservação, com o uso do criopreservante dimetilsulfóxido, não altera os 
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dados de caracterização das células-tronco mesenquimais obtidas de tecido 

adiposo. 

Dados macroscópicos não apontam alteração no processo de formação da 

micromassa durante a diferenciação condrogênica, porém a modulação gênica 

nesta linhagem aponta para um comprometimento na qualidade do processo de 

diferenciação, resultados que foram corroborados pela análise das fibras de 

colágeno obtidas pela técnica de microscopia de geração de segundo harmônico. 

Os achados aqui descritos neste trabalho são muito promissores, uma vez 

que não existem em literatura dados comparando o perfil da expressão gênica de 

ADSCs quando submetidas ao processo de criopreservação, sendo inédita 

também a minuciosa análise da qualidade das fibras de colágeno obtidas de 

amostras frescas e criopreservadas produzidas através da técnica de cultivo em 

alta densidade. Esse estudo abre caminho para novas investigações quanto aos 

efeitos da criopreservação de ADSCs no reparo cartilaginoso in vivo, gerando 

informações necessárias para a evolução eficiente e segura da aplicabilidade 

clínica da terapia celular. 
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O conjunto de experimentos e resultados apresentados neste trabalho com 

células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo criopreservadas com 

dimetilsulfóxido (DMSO) possibilitam as seguintes conclusões: 

1. Quando indiferenciadas não sofreram alterações nas características 

morfológicas e fenotípicas. 

2. Mantem a capacidade de diferenciação em linhagens mesodermais, ao 

serem avaliadas por aspectos histológicos. 

3. Macroscópicamente não houve diferença na capacidade de diferenciação 

condrogênica pela técnica de micromassa. 

4. A análise dos níveis de expressão gênica da diferenciação em linhagem 

adipogênica não apontou diferença frente ao perfil apresentando, porém 

havendo maiores nível de expressão nas amostras frescas. 

5. A criopreservação modulou positivamente os níveis de expressão dos 

genes relacionados com a diferenciação osteogênica. 

6. A criopreservação influenciou negativamente a expressão dos genes SOX9 

e AGCAN nas amostras diferenciadas para linhagem condrogênca pela 

técnica tridimensional de micromassa. 

7. O gene COL2A1 mostrou seus maiores valores nas amostras 

criopreservadas, porém foram as amostras frescas que tiverem maior 

harmonia no perfil de expressão dos genes relacionados à diferenciação 

condrogênica. 

8. A expressão do gene COL1A1 mostrou-se modulada positivamente em 

ambos os grupos estudos. Dados que apontam a dificuldade da produção 

de tecido cartilaginoso com as características esperadas para a cartilagem 

hialina constituinte da cartilagem articular. 

9. Análise detalhada das fibras de colágeno através da microscopia de 

Geração de Segundo Harmônico indicou alterações negativas nas fibras de 

colágeno produzidas pelas amostras criopreservadas. 
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ANEXO 1 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Coleta de Tecido 

Adiposo por Cirurgia de Lipoaspiração 

 

Caro paciente, gostaríamos de lhe convidar para participar do projeto 

“Análise comparativa do efeito da criopreservação com dimetilsulfoxido 

(DMSO) em células-tronco mesenquimais obtidas de Tecido Adiposo” A sua 

participação seria na forma de doação de 20ml da gordura aspirada durante o 

procedimento de lipoaspiração, ao qual você irá se submeter no dia 

_____/_____/_____. Normalmente a gordura aspirada é desprezada, vai para o 

lixo. A gordura é uma fonte de células tronco mesenquimais que serão utilizadas 

no projeto acima citado. 

Este projeto consiste na comparação do efeito do congelamento a baixas 

temperaturas de células tronco mesenquimais obtidas de gordura. Para isso em 

analisaremos as células-tronco obtidas de gordura antes a após o congelamento, 

realizaremos a diferenciação dessas células em adipócitos (células de gordura), 

osteócitos (células de osso) e condrócitos (células de cartilagem). Após esse 

processo realizaremos a comparação dos resultados encontrados. A realização de 

estudos com esse grupo celular pode ter maior conhecimento do que acontece 

com as células-tronco congeladas e se elas ainda mantem as mesmas 

características. As possíveis intercorrências são as já descritas no termo de 

consentimento que você já assinou para realizar esta cirurgia, pela disciplina de 

cirurgia plástica deste hospital. Apesar da doação da gordura já lipoaspirada não 

apresentar dano ou risco ao doador, se houver, o doador será indenizado. Se não 

quiser autorizar esta doação, não haverá nenhum prejuízo ao seu atendimento no 

Complexo Hospitalar HC, CAISM, Hemocentro da UNICAMP. 

Portanto, não há riscos ou perigo algum decorrente da doação deste 

material (gordura). Os dados da pesquisa serão publicados independentemente se 

positivos ou negativos. Será assegurada a privacidade e confidencialidade dos 

dados do doador no momento da divulgação dos resultados. 
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Para que a doação ocorra é necessário ler atentamente, esclarecer suas 

dúvidas e assinar o termo de consentimento abaixo: 

Eu, _________________________________________________________, 

registro hospitalar: ______________________, RG: ______________________, 

Fui convidado e concordei em participar do estudo “Análise comparativa do 

efeito da criopreservação com Dimetilsulfóxido (Me2SO-) (DMSO) em células-

tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo”. Autorizo a doação de 20 ml 

de tecido adiposo, coletados durante a cirurgia de lipoaspiração a que serei 

submetida em _____/_____/_____. Este material será utilizado no projeto de 

pesquisa acima citado. Informo que fui devidamente esclarecido (a) sobre todas as 

possíveis intercorrências que possam decorrer deste procedimento, já descritas no 

termo de consentimento livre esclarecido de autorização para cirurgia. Fui 

informado (a) que se não entender o que acabei de ler, devo pedir aos médicos 

que estão envolvidos neste projeto, Dra. Ângela Luzo e Dra. Sara T. Olalla Saad, 

ambas do Hemocentro da Unicamp (F: 19 3521-7003) à bióloga Marilisa Ferruda 

Andreoli Risso (F: 19 3521-8611), que me expliquem novamente para que não 

fique com dúvida. Se tiver reclamações sobre o procedimento, poderei procurar a 

secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM da UNICAMP através do 

telefone 19 3521-8936. 

Todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas e minhas 

dúvidas esclarecidas. A opção de doação foi tomada de modo consciente, livre e 

voluntário. 

___________________________________ 

Assinatura do doador, RG: 

 

___________________________________ 

Assinaturas e CRM do médico aplicador do termo de consentimento 

Campinas, ......../......../.......... 
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ANEXO 3 – Submissão de Artigo 

 

Em fase de pré-submissão até o momento de impressão da presente dissertação. 
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APENDICE 1 – Escolha dos genes de estudo e Padronização dos oligos 

iniciadores. 

 

Análise de expressão gênica: Escolha dos genes 

 

O processo de padronização da técnica de PCR em tempo Real (RT-PCR) 

deu-se a partir de RNA extraído de tecido adiposo, cartilagem e a linhagem celular 

U2OS, inicialmente conhecida como linhagem 2T, essas células imortalizadas 

foram cultivadas a partir do tecido ósseo de uma paciente com osteosarcoma 

[126, 127], e foi adotada como opção para identificação de genes relacionados a 

osteogênes. A primeira etapa consiste na definição dos genes a serem analisados, 

priorizando genes envolvidos com processos da diferenciação nas linhagens 

escolhidas. Os genes selecionados para a diferenciação adipogênica foram: gene 

codificante de adiponectina (ADIPOQ – adiponectin, C1Q and collagen containing) 

que se apresenta atuante no processo de maturação de pré-adipócitos, 

responsável pela codificação da adiponectina, uma proteína plasmática derivada 

de tecido adiposo [97, 98], o gene de codificação da proteína de ligação com 

ácidos graxos-4 (FABP4 - fatty acid bing protein 4) que apresenta um papel chave 

na regulação da produção de lipídeos em mamíferos, além de desempenhar um 

papel crítico na absorção e metabolismo desses ácidos graxos [99] e o gene do 

receptor ativado por proliferador de peroxissomo-2 (PPARG - peroxisome 

proliferator-activated receptor �-2), fator de transcrição que apresenta papel 

regulatório no processo de adipogênese. Para a diferenciação condrogênica foram 

selecionados: COL2A1 (collagen, type II, alpha 1), o qual codifica a proteína 

colágeno do tipo II, a mais expressa na matriz extracelular de tecido cartilaginoso 

em articulações [106], COL1A1 (collagen, type I, alpha 1), responsável pe 

codificação da proteína colágeno do tipo I, outra proteína expressa na matriz 

extracelular de tecidos cartilaginosos e de tecido ósseo. O gene AGCAN 
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(aggrecan), codificador da proteína de mesmo nome que se liga às estruturas do 

colágeno do tipo II e formam a matriz extracelular dando as características 

físico/mecânicas de uma cartilagem articular [105]. SOX9 é um gene, cujo produto 

é envolvido na diferenciação condrogênica, sendo que a sua deficiência leva a 

uma malformação óssea e cartilaginosa [104]. Para a diferenciação osteogênica 

foi selecionado o gene COL1A1 e os genes OC e OPN, ambos conhecidos 

biomarcadores de osteogênese [101-103].  Nos itens abaixo descrevemos os 

métodos de analises e de padronização que realizamos para obtermos uma 

quantificação confiável por RT-PCR. 

 

Escolha dos genes de estudo por RT-PCR em tempo real  

Os oligos iniciadores (primers) foram desenhados com dois programas 

diferentes. Primeiramente, o software PRIMER EXPRESS® v3.0 (Applied 

Biosystems) foi utilizado para desenhar os primers com uma temperatura de 

anelamento de 65 °C e tamanho dos amplicons entre 1 00 e 150 pares de bases. 

Posteriormente, o programa Gene Runner Version 3.5 (Hastings software®) foi 

utilizado para checar a ausência de estruturas que podem ser formadas dentro do 

primer ou entre os primers, como dímeros ou alças, que podem diminuir a 

eficiência da reação. 

Com o objetivo de evitar amplificação de possível DNA contaminante 

presente nas amostras, os primers da fita sense e anti-sense foram desenhados 

em éxons diferentes. Para a delimitação de éxons e íntrons utilizou-se o programa 

BLAT4. Todos os pares de primers desenhados foram então analisados com o 

programa BLAST5 para nos certificarmos de que eles não amplificariam produtos 

inespecíficos. 

                                                           
4
 BLAT disponível em http://genome.csdb.cn/cgi-bin/hgBlat  

5
 BLAST disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  
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Padronização da concentração dos oligos iniciadores e curvas de eficiência 

Para realizar a verificação da concentração ideal de cada par de iniciadores 

foi realizada uma curva de concentrações de 150 nM 300 nM e 600 nM, com o 

objetivo de obter o menor Ct com o maior sinal fluorescente. As concentrações 

escolhidas encontam-se no Quadro 3. 

A eficiência de amplificação é obtida através da fórmula 10(-1/slope), onde 

slope é derivado da inclinação da curva e deve estar em torno de -3,32. Quando 

aplicado à fórmula de eficiência, o valor de 10(-1/slope) tem que ser próximo de 2, o 

que significa que a cada ciclo de amplificação o material genômico está sendo 

duplicado e isso equivale a 100% de eficiência [128]. Para observação da 

eficiência foram realizadas curvas de diluição na ordem de 1:10 com 5 ou 6 

pontos. Cada curva foi realizada em triplicata e a concentração inicial da amostra 

foi de 120 ou 240 ng. Apenas os iniciadores considerados com ótima eficiência 

foram utilizados nas reações de PCR em tempo real. 

Em seguida realizaram-se experimentos para padronização da 

concentração dos primers e as suas respectivas curvas de eficiência. 

Primeiramente encontrou-se a concentração ótima de cada primer, na qual 

permite a amplificação do produto gênico usando a menor quantidade de primers, 

evitando assim o excesso de reagente e a possibilidade na formação de estruturas 

durante a amplificação (dímeros e alças). 

Após a determinação da concentração dos primers, realizou-se uma reação 

para determinar as quantidades de cDNAs que poderíamos utilizar na detecção e 

quantificação. Para controle das reações dos primers, utilizou-se cDNA extraído 

de tecido adiposo, cartilagem humanos e linhagem U2OS, os qual expressam os 

genes estudados. Para isso fez-se uma curva de eficiência dos primer utilizando 

diferentes concentrações de cDNA feitos a partir de uma diluição seriada. Dessa 

forma espera-se obter uma reta mostrando que quanto mais cDNA se utiliza mais 

cedo ocorre a amplificação. A inclinação da reta obtida é a variável usada para o 
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cálculo da eficiência da reação como mostra a equação (2). Portanto, para que a 

reação tenha 100% de eficiência, o valor da inclinação deve ser -3,32 nas 

condições utilizadas [128]: 

 

(2) Eficiência (E) = 10-(1/inclinação) -1 

 

Após a padronização da reação e dos primers, a expressão gênica das 

células ADSCs cultivadas com fatores de diferenciação adipogênica, condrogênica 

e osteogênica foram validadas por RT-PCR, utilizando como controles endógenos 

os genes ACTB, GAPDH e HPRT. O RNA foi extraído pelo Mini RNA Isolation Kit 

da GE Healthcare™. Utilizando Nano Drop Spectrophotometer (ND-1000®) 

quantificando-se o RNA extraído e logo em seguida realizando-se uma transcrição 

reversa utilizando o kit 100 U RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit 

(Fermentas, Life Sciences,  Thermo Fisher Scientific Inc)  obtendo os cDNAs. 

Realizou-se quantificação do cDNA obtido.  Usou-se 10ng de cDNA por amostra e 

realizamos uma reação de RT-PCR (StepOnePlus™ Real-Time PCR - Applied 

Biosystems) com SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems) normalizando 

a expressão a partir dos controles endógenos. 
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d) 0,03. (B) Curva de 

ção com DNA ou 

s e slope de -3,33, 

que torna os valores 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Padronização 

humano. (A) Curva de 

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, sem formaç

amplificação inespecífica, 

correlação de Pearson acim
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 da análise expressão gênica de PPARG e

 Amplificação sem variações de express

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 300nm, fase exponencial (Threshold)

ção de dímeros de primer e contaminaç

 Tm: 82,73. (C) Curva padrão de 6 pontos

ma de 0,95 e eficiência de 97,315. 

 

em tecido adiposo 

são (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,03. (B) Curva de 

ção com DNA ou 

s e slope de -3,38, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Padronização

hialina humana. (A) Curv

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, próxima do id

correlação de Pearson acim
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o da análise expressão gênica de AGCA

va de Amplificação com variações de expre

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 150nm, fase exponencial (Threshold)

deal, Tm: 79,4. (C) Curva padrão de 5 ponto

ma de 0,95 e eficiência de 102,94. 

 

AN em cartilagem 

essão (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,05. (B) Curva de 

os e slope de -3,25, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Padronização

hialina humana. (A) Curv

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, sem formaç

amplificação inespecífica, 

correlação de Pearson acim
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o da análise expressão gênica de COL1

va de Amplificação com variações de expre

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 150nm, fase exponencial (Threshold)

ção de dímeros de primer e contaminaç

 Tm: 86,35. (C) Curva padrão de 5 pontos

ma de 0,95 e eficiência de 104,65. 

 

1A1 em cartilagem 

essão (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,05. (B) Curva de 

ção com DNA ou 

s e slope de -3,21, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Padronização

hialina humana. (A) Curv

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, sem formaç

amplificação inespecífica, 

correlação de Pearson acim
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o da análise expressão gênica de COL2

va de Amplificação com variações de expre

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 150nm, fase exponencial (Threshold)

ção de dímeros de primer e contaminaç

 Tm: 78,81. (C) Curva padrão de 5 pontos

ma de 0,95 e eficiência de 98,04. 

 

2A1 em cartilagem 

essão (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,05. (B) Curva de 

ção com DNA ou 

s e slope de -3,37, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Padronização d

humana. (A) Curva de 

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, próxima do id

3,381, correlação de Pears
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da análise expressão gênica de SOX9 em

Amplificação com variações de express

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 150nm, fase exponencial (Threshold)

ideal, Tm: 84,74. (C) Curva padrão de 5 p

son acima de 0,95 e eficiência de 97,58. 

 

m cartilagem hialina 

são (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,05. (B) Curva de 

pontos e slope de -



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Padronização

U2OS. (A) Curva de A

concentrações testadas (C

a concentração escolhida 

anelamento, próxima do id

DNA ou amplificação inesp

4,05, correlação de Pearso
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o da análise expressão gênica de COL

Amplificação com variações de express

Curva de Concentração dos Primes: 150nm, 

foi de 150nm, fase exponencial (Threshold)

deal, sem formação de dímeros de primer e 

pecífica, Tm: 81,88. (C) Curva padrão de 5 

on acima de 0,95 e eficiência de 76,51. 

 

L1A1 em linhagem 

são (Ct) entre as 

, 300nm e 600nm) e 

) 0,05. (B) Curva de 

e contaminação com 

pontos e slope de - 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Padronização 

Curva de Amplificação com

(Curva de Concentração 

escolhida foi de 150nm, fas

formação de dímeros de p

Tm: 82,53. (C) Curva padr

de 0,95, o que torna os val
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 da análise expressão gênica de OC em li

m variações de expressão (Ct) entre as conc

 dos Primes: 150nm, 300nm e 600nm) 

se exponencial (Threshold) 0,05. (B) Curva d

primer e contaminação com DNA ou amplif

rão de 5 pontos e slope de - 3,88, correlação

lores encontrados aceitáveis e eficiência de 8

 

inhagem U2OS. (A) 

centrações testadas 

e a concentração 

de anelamento, sem 

icação inespecífica, 

o de Pearson acima 

80,85. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Padronização 

(A) Curva de Amplificaçã

testadas (Curva de Concen

escolhida foi de 150nm, f

próxima do ideal, Tm: 81,3

de Pearson acima de 0,95 
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 da análise expressão gênica de OPN em

ão com variações de expressão (Ct) entre

ntração dos Primes: 150nm, 300nm e 600nm

fase exponencial (Threshold) 0,05. (B) Cur

31. (C) Curva padrão de 5 pontos e slope d

 e eficiência de 94,64. 

 

m linhagem U2OS. 

e as concentrações 

m) e a concentração 

rva de anelamento, 

de - 3,45, correlação 
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Como controle da transcrição em cDNA foi realizado uma PCR para o gene 

β2–microglobulina. A PCR para amplificação de β2–microglobulina foi realizada 

uma reação de volume final de 50 µL, contendo 1,5 µL do cDNA sintetizado, 5 µl 

de tampão de reação, 3 µL MgCl2 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 

nM de cada iniciador. Foi realizado um controle negativo da síntese de cDNA, no 

qual não foi adicionado cDNA para a reação de síntese e controle negativo da 

reação de PCR, o qual não recebeu adição de cDNA. As sequências dos 

iniciadores de β2–microglobulina utilizados foram: F 5'- ATG TCT CGC TCC GTG 

GCC TTA GCT - 3'; R 5' - RV: CCT CCA TGA TGC TGC TTA CAT GTC - 3'. O 

programa foi composto de 5 minutos de desnaturação à 94 ºC, seguido por 35 

ciclos de 30 segundos à 92 ºC, 50 segundos à 58 ºC e 50 segundos à 72 ºC, com 

uma fase final de 72 ºC por 7 minutos, com temperatura de manutenção de 4 ºC. 

Os fragmentos resultantes de 350 pb foram visualizados e foto-documentados em 

luz ultravioleta em gel de agarose 2% (Figura 34 A – B). 

 

 

 

 

 

Figura 34. PCR para amplificação de β2–microglobulina – Controle de Qualidade da 

Extração de RNA e Síntese de cDNA. (A) Quadro com a distribuição das amostras no 

gel de agarose 2%. (B) Produtos resultantes da PCR para amplificação de β2–

microglobulina a seta indica a presença da banda de 350 pb correspondente ao produto 

amplificado de β2–microglobulina. A presença das bandas é indicativa que a síntese de 

cDNA foi bem sucedida. 

  

Pente Amostra Pente Amostra

1 Ladder 100pb 9 CON D.21 

2 ADP D.0 10 OST D.0 

3 ADP D.7 11 OST D.7 

4 ADP D.14 12 OST D.14 

5 ADP D.21 13 OST D.21 

6 CON D.0 14 Branco

7 CON D.7 15 Branco cDNA

8 CON D.14 

Corrida 100V

PCR - β2 Microglobulina - Gel de Agarose 2%A B 
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APENDICE 2 – Planilha das Análises de Fast Fourier Transform – FFT. 

 

AMOSTRA 1 

A
M

O
S

T
R

A
 1

 

  LABEL MAJOR MINOR ANGLE RA 

  1 FFT of IF D21 24W 40X DIF CON_01B ROI-1 si.tif 81.747 53.626 97.565 0,66 

  2 FFT of IF D21 24W 40X DIF CON_01B ROI-2 si.tif 139.988 78.611 95.293 0,56 

  3 FFT of IF D21 24W 40X DIF CON_01B ROI-3 si.tif 88.656 78.213 98.889 0,88 

  4 FFT of IF D21 24W 40X DIF CON_01B ROI-4 si.tif 149.810 72.811 97.304 0,49 

  

FRESCA 
MEDIANA 0,61 

  DESPAD 0,171869 

  1 FFT of ID D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-1.tif 62.741 60.475 3.235 0,96 

  2 FFT of ID D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-2 si.tif 64.562 30.568 32.821 0,47 

  3 FFT of ID D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-3 si.tif 71.608 40.451 84.659 0,56 

  4 FFT of ID D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-4 si.tif 75.698 45.616 23.543 0,60 

  

CRIOPRESEVADA 
MEDIANA 0,58 

  DESPAD 0,215383 

AMOSTRA 2 

A
M

O
S

T
R

A
 2

 

  LABEL MAJOR MINOR ANGLE RA 

  1 FFT of SnF D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-1 si.tif 163.296 61.504 67.512 0,38 

  2 FFT of SnF D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-2 si.tif 115.239 61.707 57.021 0,54 

  3 FFT of SnF D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-3 si.tif 91.894 45.404 83.449 0,49 

  4 FFT of SnF D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-4 si.tif 124.294 61.954 98.814 0,50 

  

FRESCA 
MEDIANA 0,50 

  DESPAD 0,068896 

  1 FFT of SnD D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-1 si.tif 73.560 56.583 135.105 0,77 

  2 FFT of SnD D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-2 si.tif 92.961 51.102 152.130 0,55 

  3 FFT of SnD D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-3 si.tif 63.845 56.079 16.346 0,88 

  4 FFT of SnD D21 24W 40X DIF CON_1B ROI-4 si.tif 97.626 60.593 90.181 0,62 

  

CRIOPRESEVADA 
MEDIANA 0,69 

  DESPAD 0,147651 

  

AMOSTRA 3 

A
M

O
S

T
R

A
 3

 

  LABEL MAJOR MINOR ANGLE RA 

  1 FFT of BF 24W 40X dif con_01 ROI-1 si.tif 89.686 46.778 146.098 0,52 

  2 FFT of BF 24W 40X dif con_01 ROI-2 si.tif 83.781 46.732 155.838 0,56 

  3 FFT of BF 24W 40X dif con_01 ROI-3 si.tif 100.418 43.922 135.583 0,44 

  4 FFT of BF 24W 40X dif con_01 ROI-4 si.tif 63.327 39.327 3.632 0,62 

  

FRESCA 
MEDIANA 0,54 

  DESPAD 0,076647 
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A
M

O
S

T
R

A
 3

 

  1 FFT of BD D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-1 si.tif 87.859 73.445 61.945 0,84 
  2 FFT of BD D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-2 si.tif 98.771 79.176 38.383 0,80 

  3 FFT of BD D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-3 si.tif 85.863 52.479 98.906 0,61 

  4 FFT of BD D19 24W 40X DIF CON_01B ROI-4 si.tif 127.975 64.530 81.940 0,50 

  

CRIOPRESEVADA 

MEDIANA 0,71 

  DESPAD 0,157545 

AMOSTRA 4 

A
M

O
S

T
R

A
 4

 

  LABEL MAJOR MINOR ANGLE RA 

  1 FFT of AF 24W 40X dif con_01 ROI-1 si.tif 54.908 52.012 137.606 0,95 

  2 FFT of AF 24W 40X dif con_01 ROI-2 si.tif 69.685 35.757 38.955 0,51 

  3 FFT of AF 24W 40X dif con_01 ROI-3 si.tif 36.942 28.848 114.098 0,78 

  4 FFT of AF 24W 40X dif con_01 ROI-4 si.tif 48.822 33.329 97.051 0,68 

  

FRESCA 

MEDIANA 0,73 

  DESPAD 0,181718 

  1 FFT of ad_DIFCONd2124w_rtt ROI-1 si.jpg 103.299 52.767 58.888 0,51 

  2 FFT of ad_DIFCONd2124w_rtt ROI-2 si.jpg 92.741 82.745 9.308 0,89 

  3 FFT of ad_DIFCONd2124w_rtt ROI-3 si.jpg 76.426 36.702 59.906 0,48 

  4 FFT of ad_DIFCONd2124w_rtt ROI-4 si.jpg 53.484 41.446 88.926 0,77 

  

CRIOPRESEVADA 

MEDIANA 0,64 

  DESPAD 0,201347 

AMOSTRA 5 

A
M

O
S

T
R

A
 5

 

  LABEL MAJOR MINOR ANGLE RA 

  1 FFT of MF 24W 40X dif con_01 ROI-1 si.tif 66.130 48.038 173.997 0,73 

  2 FFT of MF 24W 40X dif con_01 ROI-2 si.tif 66.127 52.141 81.918 0,79 

  3 FFT of MF 24W 40X dif con_01 ROI-3 si.tif 65.260 33.051 50.981 0,51 

  4 FFT of MF 24W 40X dif con_01 ROI-4 si.tif 105.653 63.642 78.538 0,60 

  

FRESCA 

MEDIANA 0,66 

  DESPAD 0,126169 

  1 FFT of md_DIFCONd2124w.jpg 132.553 67.604 69.498 0,51 

  2 FFT of md_DIFCONd2124w ROI-2 si.jpg 74.593 66.826 54.909 0,90 

  3 FFT of md_DIFCONd2124w ROI-3 si.jpg 74.312 52.446 1.989 0,71 

  4 FFT of md_DIFCONd2124w ROI-4 si.jpg 124.687 71.245 80.001 0,57 

  

CRIOPRESEVADA 

MEDIANA 0,64 

  DESPAD 0,170894 
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APENDICE 3 – Planilha das Análises de Gray Level Co-occurrence Matrix – 

GLCM. 

 

AMOSTRAS FRESCAS 

P
A

C
IE

N
T

E
 1

 -
 F

R
E

S
C

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of all 

GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 

1
 

7,13E-01 1,11E+02 0,002 1,41E-01 7,710 1 

2
 

8,76E-01 9,31E+01 0,003 1,52E-01 7,527 1 

3
 

8,79E-01 9,05E+01 0,003 1,55E-01 7,504 1 

4
 

2,00E-03 4,30E+01 0,005 2,33E-01 6,850 1 

MEDIANA 7,94E-01 9,18E+01 0,003 1,54E-01 7,516 1,00 

DESPAD 4,18E-01 2,91E+01 0,001 4,23E-02 0,377 0,000 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

  
  

   

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

4,97E-01 3,39E+02 0,001 9,50E-02 8,069 1 

6
 

6,19E-01 2,69E+02 0,002 1,05E-01 7,876 1 

7
 

6,00E-01 2,74E+02 0,002 1,04E-01 7,880 1 

8
 

1,00E-03 1,12E+02 0,004 1,56E-01 7,206 1 

MEDIANA 5,48E-01 2,71E+02 0,002 1,05E-01 7,878 1,00 

DESPAD 2,90E-01 9,62E+01 0,001 2,77E-02 0,379 0,000 

G
LS

M
 1

c 
   

  
  

  
  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 g
ra

u
) 9
 

4,28E-01 5,10E+02 0,957 7,90E-02 8,203 1 

1
0

 

5,47E-01 3,65E+02 0,001 9,00E-02 7,978 1 

1
1

 

5,23E-01 3,69E+02 0,001 8,80E-02 7,994 1 

1
2

 

1,00E-03 1,47E+02 0,003 1,33E-01 7,325 1 

MEDIANA 4,76E-01 3,67E+02 0,002 8,90E-02 7,986 1,00 

DESPAD 2,55E-01 1,50E+02 0,478 2,41E-02 0,381 0,000 

MEDIANA GLSM 1 5,48E-01 2,71E+02 0,002 1,05E-01 7,878 1,00 

DESPAD GLSM 1 8,57E-02 6,04E+01 0,275 9,60E-03 0,002 0,000 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 1
3

 

6,28E-01 1,68E+02 0,002 1,25E-01 7,847 1 

1
4

 

7,54E-01 1,54E+02 0,003 1,29E-01 7,690 1 

1
5

 

8,07E-01 1,27E+02 0,003 1,43E-01 7,609 1 

1
6

 

2,00E-03 6,02E+01 0,005 2,14E-01 6,934 1 

MEDIANA 6,91E-01 1,40E+02 0,003 1,36E-01 7,650 1,00 

DESPAD 3,71E-01 4,79E+01 0,001 4,16E-02 0,403 0,000 

(5
 

p
ix

e
ls

 

e 1
7

 

4,33E-01 4,65E+02 0,001 7,70E-02 8,188 1 
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1
8

 

5,15E-01 4,24E+02 0,947 8,30E-02 8,031 1 

1
9

 

5,36E-01 3,42E+02 0,001 9,30E-02 7,971 1 

2
0

 

1,00E-03 1,63E+02 0,003 1,38E-01 7,348 1 

MEDIANA 4,74E-01 3,83E+02 0,002 8,80E-02 8,001 1,00 

DESPAD 2,51E-01 1,34E+02 0,473 2,76E-02 0,369 0,000 

G
LS

M
 2

c 
  

  
  

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

3,88E-01 6,29E+02 0,591 6,30E-02 8,260 1 

2
2

 

4,73E-01 5,36E+02 0,294 7,10E-02 8,086 1 

2
3

 

4,62E-01 4,80E+02 0,656 7,40E-02 8,082 1 

2
4

 

8,76E-01 2,16E+02 0,002 1,15E-01 7,475 1 

MEDIANA 4,68E-01 5,08E+02 0,443 7,25E-02 8,084 1,00 

DESPAD 2,21E-01 1,77E+02 0,301 2,33E-02 0,344 0 

MEDIANA GLSM 2 4,74E-01 3,83E+02 0,003 8,80E-02 8,001 1,00 

DESPAD GLSM 2 7,97E-02 6,58E+01 0,238 9,54E-03 0,030 0,000 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
   

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

   
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 

7,14E-01 1,11E+02 0,002 1,41E-01 7,709 1 

2
6

 

8,72E-01 9,35E+01 0,003 1,51E-01 7,531 1 

2
7

 

8,80E-01 9,02E+01 0,003 1,55E-01 7,502 1 

2
8

 

2,00E-03 4,35E+01 0,005 2,32E-01 6,856 1 

MEDIANA 7,93E-01 9,18E+01 0,003 1,53E-01 7,517 1,00 

DESPAD 4,17E-01 2,88E+01 0,001 4,19E-02 0,374 0,000 

G
LS

M
 3

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

4,98E-01 3,30E+02 0,001 9,50E-02 8,060 1 

3
0

 

6,05E-01 2,81E+02 0,002 1,03E-01 7,899 1 

3
1

 

6,01E-01 2,71E+02 0,002 1,04E-01 7,877 1 

3
2

 

1,00E-03 1,20E+02 0,004 1,53E-01 7,232 1 

MEDIANA 5,49E-01 2,76E+02 0,002 1,04E-01 7,888 1,00 

DESPAD 2,88E-01 9,10E+01 0,001 2,65E-02 0,366 0,000 

G
LS

M
 3

c 
  

  
   

  
  

(1
0
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ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u
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3
3

 

4,35E-01 4,77E+02 0,001 7,90E-02 8,178 1 

3
4

 

5,26E-01 4,04E+02 0,001 8,80E-02 8,024 1 

3
5

 

5,20E-01 3,70E+02 0,001 8,70E-02 7,996 1 

3
6

 

9,80E-01 1,61E+02 0,003 1,29E-01 7,375 1 

MEDIANA 5,23E-01 3,87E+02 0,001 8,75E-02 8,010 1,00 

DESPAD 2,47E-01 1,36E+02 0,001 2,25E-02 0,355 0,000 

MEDIANA GLSM 3 5,49E-01 2,76E+02 0,002 1,04E-01 7,888 1,00 

DESPAD GLSM 3 8,88E-02 5,37E+01 0,000 1,02E-02 0,010 0,000 

4
a

  
  

 

(1
 

p
ix

e
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e
 

2
7

0 3
7

 

6,26E-01 1,69E+02 0,002 1,25E-01 7,850 1 

3
8

 

7,51E-01 1,54E+02 0,002 1,29E-01 7,695 1 
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3
9

 

8,09E-01 1,26E+02 0,003 1,43E-01 7,605 1 

4
0

 

2,00E-03 5,94E+01 0,005 2,14E-01 6,922 1 

MEDIANA 6,88E-01 1,40E+02 0,003 1,36E-01 7,650 1,00 

DESPAD 3,71E-01 4,85E+01 0,001 4,16E-02 0,410 0,000 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
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ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

2
7

0
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4
1

 

4,30E-01 4,73E+02 0,001 7,60E-02 8,202 1 

4
2

 

5,03E-01 4,31E+02 0,947 8,20E-02 8,056 1 

4
3

 

5,45E-01 3,35E+02 0,001 9,40E-02 7,954 1 

4
4

 

1,00E-03 1,57E+02 0,003 1,40E-01 7,294 1 

MEDIANA 4,66E-01 3,83E+02 0,002 8,80E-02 8,005 1,00 

DESPAD 2,50E-01 1,40E+02 0,473 2,90E-02 0,401 0,000 

G
LS

M
 4
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0
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2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

3,78E-01 6,66E+02 0,560 6,20E-02 8,292 1 

4
6

 

4,57E-01 5,48E+02 0,324 6,90E-02 8,118 1 

4
7

 

4,82E-01 4,46E+02 0,654 7,60E-02 8,041 1 

4
8

 

9,44E-01 2,04E+02 0,002 1,19E-01 7,391 1 

MEDIANA 4,69E-01 4,97E+02 0,442 7,25E-02 8,080 1,00 

DESPAD 2,56E-01 1,96E+02 0,291 2,56E-02 0,394 0,000 

MEDIANA GLSM 4 4,69E-01 3,83E+02 0,003 8,80E-02 8,005 1,00 

DESPAD GLSM 4 6,82E-02 7,46E+01 0,238 8,39E-03 0,008 0,000 

         

MEDIANA GLSM IF 5,11E-01 3,29E+02 0,002 9,58E-02 7,945 1,00 

DESPAD GLSM IF 9,09E-03 8,85E+00 0,126 7,71E-04 0,012 0,000 

         

P
A

C
IE

N
T

E
 2

 -
 F

R
E

S
C

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of all 

GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 

1
 

8,86E-01 8,48E+01 0,003 1,57E-01 7,519 1 

2
 

2,00E-03 3,90E+01 0,006 2,19E-01 6,641 1 

3
 

7,35E-01 1,04E+02 0,002 1,43E-01 7,706 1 

4
 

1,00E-03 5,55E+01 0,004 1,92E-01 7,186 1 

MEDIANA 3,69E-01 7,02E+01 0,004 1,75E-01 7,353 1,00 

DESPAD 4,71E-01 2,91E+01 0,002 3,44E-02 0,467 0 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 

g
ra

u
) 

5
 

5,95E-01 2,71E+02 0,002 1,01E-01 7,921 1 

6
 

2,00E-03 1,06E+02 0,005 1,49E-01 6,987 1 

7
 

4,81E-01 3,34E+02 0,001 9,00E-02 8,129 1 

8
 

7,84E-01 1,55E+02 0,003 1,23E-01 7,592 1 
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MEDIANA 5,38E-01 2,13E+02 0,003 1,12E-01 7,757 1,00 

DESPAD 3,33E-01 1,05E+02 0,002 2,61E-02 0,499 0 

G
LS

M
 1

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 g
ra

u
) 9

 

5,20E-01 3,79E+02 0,001 8,60E-02 8,035 1 

1
0

 
1,00E-03 1,53E+02 0,003 1,30E-01 7,068 1 

1
1

 
4,09E-01 4,97E+02 0,869 7,30E-02 8,258 1 

1
2

 

6,88E-01 2,13E+02 0,002 1,07E-01 7,714 1 

MEDIANA 4,64E-01 2,96E+02 0,003 9,65E-02 7,875 1,00 

DESPAD 2,92E-01 1,57E+02 0,433 2,50E-02 0,518 0 

MEDIANA GLSM 1 4,64E-01 2,13E+02 0,003 1,12E-01 7,757 1,00 

DESPAD GLSM 1 9,38E-02 6,41E+01 0,249 5,14E-03 0,026 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 1
3

 

8,00E-01 1,46E+02 0,002 1,43E-01 7,657 1 

1
4

 

2,00E-03 5,22E+01 0,006 2,04E-01 6,717 1 

1
5

 

6,48E-01 1,79E+02 0,002 1,25E-01 7,861 1 

1
6

 

1,00E-03 8,58E+01 0,004 1,74E-01 7,323 1 

MEDIANA 3,25E-01 1,16E+02 0,003 1,59E-01 7,490 1,00 

DESPAD 4,21E-01 5,73E+01 0,002 3,48E-02 0,500 0 

G
LS

M
 2

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
7

 

5,20E-01 4,05E+02 0,001 8,50E-02 8,035 1 

1
8

 

1,00E-03 1,34E+02 0,004 1,36E-01 7,046 1 

1
9

 

4,17E-01 5,07E+02 0,837 7,30E-02 8,254 1 

2
0

 

6,93E-01 2,29E+02 0,002 1,08E-01 7,717 1 

MEDIANA 4,68E-01 3,17E+02 0,003 9,65E-02 7,876 1,00 

DESPAD 2,94E-01 1,68E+02 0,417 2,78E-02 0,526 0 

G
LS

M
 2

c 
   

  
  

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
   

  
 

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

4,71E-01 4,98E+02 0,671 7,70E-02 8,095 1 

2
2

 

1,00E-03 1,81E+02 0,002 1,24E-01 7,113 1 

2
3

 

3,68E-01 6,72E+02 0,250 6,10E-02 8,323 1 

2
4

 

6,28E-01 2,99E+02 0,001 9,40E-02 7,797 1 

MEDIANA 4,20E-01 3,98E+02 0,126 8,55E-02 7,946 1,00 

DESPAD 2,66E-01 2,17E+02 0,316 2,69E-02 0,525 0 

MEDIANA GLSM 2 4,20E-01 3,17E+02 0,003 9,65E-02 7,876 1,00 

DESPAD GLSM 2 8,27E-02 8,19E+01 0,217 4,33E-03 0,015 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 

8,86E-01 8,49E+01 0,003 1,57E-01 7,519 1 

2
6

 

2,00E-03 3,92E+01 0,006 2,18E-01 6,645 1 

2
7

 

7,37E-01 1,04E+02 0,002 1,43E-01 7,705 1 

2
8

 

1,00E-03 5,59E+01 0,004 1,92E-01 7,192 1 

MEDIANA 3,69E-01 7,04E+01 0,004 1,75E-01 7,356 1,00 
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DESPAD 4,72E-01 2,89E+01 0,002 3,40E-02 0,465 0 
G

LS
M

 3
b

  
  

  
  

  
  

  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

5,89E-01 2,73E+02 0,002 1,00E-01 7,927 1 

3
0

 

2,00E-03 1,07E+02 0,004 1,48E-01 7,001 1 

3
1

 
4,85E-01 3,32E+02 0,001 9,00E-02 8,122 1 

3
2

 

7,66E-01 1,59E+02 0,003 1,22E-01 7,616 1 

MEDIANA 5,37E-01 2,16E+02 0,003 1,11E-01 7,772 1,00 

DESPAD 3,27E-01 1,03E+02 0,001 2,57E-02 0,490 0 

G
LS

M
 3

c 
  

  
  
  

  
  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

3
3

 

5,13E-01 3,81E+02 0,001 8,50E-02 8,042 1 

3
4

 

1,00E-03 1,61E+02 0,003 1,28E-01 7,097 1 

3
5

 

4,16E-01 4,89E+02 0,888 7,30E-02 8,243 1 

3
6

 

6,56E-01 2,27E+02 0,002 1,05E-01 7,762 1 

MEDIANA 4,64E-01 3,04E+02 0,003 9,50E-02 7,902 1,00 

DESPAD 2,82E-01 1,48E+02 0,443 2,41E-02 0,500 0 

MEDIANA GLSM 3 4,64E-01 2,16E+02 0,003 1,11E-01 7,772 1,00 

DESPAD GLSM 3 9,92E-02 6,03E+01 0,255 5,29E-03 0,018 0 

G
LS

M
 4

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

   
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

3
7

 

7,97E-01 1,46E+02 0,002 1,43E-01 7,661 1 

3
8

 

2,00E-03 5,26E+01 0,006 2,03E-01 6,721 1 

3
9

 

6,49E-01 1,78E+02 0,002 1,25E-01 7,858 1 

4
0

 

1,00E-03 8,57E+01 0,004 1,74E-01 7,325 1 

MEDIANA 3,26E-01 1,16E+02 0,003 1,59E-01 7,493 1,00 

DESPAD 4,21E-01 5,70E+01 0,002 3,44E-02 0,498 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
   

  
  

  
 

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

5,12E-01 4,17E+02 0,001 8,50E-02 8,056 1 

4
2

 

1,00E-03 1,43E+02 0,003 1,34E-01 7,064 1 

4
3

 

4,22E-01 4,97E+02 0,858 7,30E-02 8,239 1 

4
4

 

6,81E-01 2,26E+02 0,002 1,08E-01 7,732 1 

MEDIANA 4,67E-01 3,22E+02 0,003 9,65E-02 7,894 1,00 

DESPAD 2,89E-01 1,64E+02 0,428 2,69E-02 0,517 0 

G
LS

M
 4

c 
  

  
   

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

4,54E-01 5,34E+02 0,598 7,50E-02 8,137 1 

4
6

 

1,00E-03 2,13E+02 0,002 1,21E-01 7,155 1 

4
7

 

3,77E-01 6,42E+02 0,301 6,20E-02 8,299 1 

4
8

 

6,14E-01 2,81E+02 0,002 9,40E-02 7,818 1 

MEDIANA 4,15E-01 4,08E+02 0,152 8,45E-02 7,978 1,00 

DESPAD 2,60E-01 2,04E+02 0,285 2,56E-02 0,506 0 

MEDIANA GLSM 4 4,15E-01 3,22E+02 0,003 9,65E-02 7,894 1,00 

DESPAD GLSM 4 8,59E-02 7,59E+01 0,217 4,74E-03 0,009 0 
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MEDIANA GLSM SnF 4,42E-01 2,66E+02 0,003 1,04E-01 7,824 1,00 

DESPAD GLSM SnF 7,50E-03 1,00E+01 0,021 4,29E-04 0,007 0 

         

         

P
A

C
IE

N
T

E
 3

 -
 F

R
E

S
C

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of all 

GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 

1
 

2,23E-01 3,78E+02 0,001 6,60E-02 8,680 1 

2
 

1,97E-01 4,05E+02 0,001 6,30E-02 8,742 1 

3
 

2,37E-01 3,78E+02 0,001 6,80E-02 8,639 1 

4
 

2,15E-01 3,98E+02 0,001 6,50E-02 8,702 1 

MEDIANA 2,19E-01 3,88E+02 0,001 6,55E-02 8,691 1,00 

DESPAD 1,64E-02 1,35E+01 0,000 2,08E-03 0,043 0 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

  
   

  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

1,90E-01 6,22E+02 0,795 5,30E-02 8,837 1.000 

6
 

1,72E-01 6,27E+02 0,778 5,20E-02 8,884 1.000 

7
 

1,97E-01 6,87E+02 0,685 5,40E-02 8,815 1.000 

8
 

1,86E-01 6,36E+02 0,768 5,40E-02 8,840 1.000 

MEDIANA 1,88E-01 6,32E+02 0,773 5,35E-02 8,839 1000,00 

DESPAD 1,05E-02 3,00E+01 0,049 9,57E-04 0,029 0 

G
LS

M
 1

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 g
ra

u
) 9

 

1,77E-01 7,72E+02 0,560 4,80E-02 8,898 1 

1
0

 

1,62E-01 7,82E+02 0,514 4,50E-02 8,940 1 

1
1

 

1,81E-01 9,02E+02 0,339 4,50E-02 8,882 1 

1
2

 

1,76E-01 7,82E+02 0,524 4,70E-02 8,890 1 

MEDIANA 1,76E-01 7,82E+02 0,519 4,60E-02 8,894 1,00 

DESPAD 8,44E-03 6,18E+01 0,099 1,50E-03 0,026 0 

MEDIANA GLSM 1 1,88E-01 6,32E+02 0,519 5,35E-02 8,839 1,00 

DESPAD GLSM 1 4,16E-03 2,46E+01 0,050 5,62E-04 0,009 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 1
3

 

2,21E-01 4,06E+02 0,001 6,50E-02 8,699 1 

1
4

 

2,00E-01 3,95E+02 0,001 6,30E-02 8,731 1 

1
5

 

2,35E-01 3,97E+02 0,001 6,60E-02 8,651 1 

1
6

 

2,18E-01 3,91E+02 0,001 6,60E-02 8,691 1 

MEDIANA 2,19E-01 3,96E+02 0,001 6,55E-02 8,695 1,00 

DESPAD 1,42E-02 6,47E+00 0,000 1,41E-03 0,033 0 

(5
 

p
ix

e
ls

 

e 1
7

 

1,92E-01 6,44E+02 0,759 5,40E-02 8,832 1 
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1
8

 

1,79E-01 5,58E+02 0,896 5,50E-02 8,843 1 

1
9

 

1,99E-01 6,79E+02 0,698 5,40E-02 8,809 1 

2
0

 

1,91E-01 5,90E+02 0,845 5,60E-02 8,817 1 

MEDIANA 1,92E-01 6,17E+02 0,802 5,45E-02 8,825 1,00 

DESPAD 8,37E-03 5,43E+01 0,088 9,57E-04 0,015 0 

G
LS

M
 2

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

1,82E-01 7,77E+02 0,546 4,90E-02 8,881 1 

2
2

 

1,69E-01 6,62E+02 0,720 4,80E-02 8,896 1 

2
3

 

1,83E-01 8,61E+02 0,405 4,50E-02 8,870 1 

2
4

 

1,78E-01 7,32E+02 0,618 5,10E-02 8,880 1 

MEDIANA 1,80E-01 7,55E+02 0,582 4,85E-02 8,881 1,00 

DESPAD 6,45E-03 8,33E+01 0,132 2,50E-03 0,011 0 

MEDIANA GLSM 2 1,92E-01 6,17E+02 0,582 5,45E-02 8,825 1,00 

DESPAD GLSM 2 4,03E-03 3,88E+01 0,067 7,92E-04 0,012 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 

2,23E-01 3,78E+02 0,001 6,60E-02 8,678 1 

2
6

 

1,97E-01 4,05E+02 0,001 6,30E-02 8,742 1 

2
7

 

2,37E-01 3,78E+02 0,001 6,80E-02 8,637 1 

2
8

 

2,14E-01 3,98E+02 0,001 6,50E-02 8,703 1 

MEDIANA 2,19E-01 3,88E+02 0,001 6,55E-02 8,691 1,00 

DESPAD 1,68E-02 1,37E+01 0,000 2,08E-03 0,044 0 

G
LS

M
 3

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

1,93E-01 6,15E+02 0,806 5,30E-02 8,826 1 

3
0

 

1,72E-01 6,25E+02 0,782 5,20E-02 8,883 1 

3
1

 

2,00E-01 6,82E+02 0,689 5,40E-02 8,804 1 

3
2

 

1,85E-01 6,38E+02 0,769 5,40E-02 8,849 1 

MEDIANA 1,89E-01 6,31E+02 0,775 5,35E-02 8,838 1,00 

DESPAD 1,19E-02 2,96E+01 0,051 9,57E-04 0,034 0 

G
LS

M
 3

c 
  

  
   

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

3
3

 

1,83E-01 7,60E+02 0,575 4,90E-02 8,877 1 

3
4

 

1,62E-01 7,77E+02 0,519 4,60E-02 8,938 1 

3
5

 

1,86E-01 8,77E+02 0,363 4,70E-02 8,860 1 

3
6

 

1,72E-01 7,99E+02 0,514 4,70E-02 8,910 1 

MEDIANA 1,77E-01 7,88E+02 0,516 4,70E-02 8,894 1,00 

DESPAD 1,09E-02 5,16E+01 0,091 1,26E-03 0,035 0 

MEDIANA GLSM 3 1,89E-01 6,31E+02 0,516 5,35E-02 8,838 1,00 

DESPAD GLSM 3 3,16E-03 1,90E+01 0,045 5,82E-04 0,006 0 

4
a

  
  

 

(1
 

p
ix

e
l 

e
 

2
7

0 3
7

 

2,21E-01 4,07E+02 0,001 6,50E-02 8,701 1 

3
8

 

2,00E-01 3,96E+02 0,001 6,30E-02 8,732 1 
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3
9

 

2,35E-01 3,96E+02 0,001 6,60E-02 8,649 1 

4
0

 

2,18E-01 3,91E+02 0,001 6,60E-02 8,690 1 

MEDIANA 2,19E-01 3,96E+02 0,001 6,55E-02 8,696 1,00 

DESPAD 1,44E-02 6,84E+00 0,000 1,41E-03 0,034 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

1,90E-01 6,52E+02 0,748 5,40E-02 8,844 1 

4
2

 

1,78E-01 5,64E+02 0,885 5,50E-02 8,846 1 

4
3

 

2,00E-01 6,73E+02 0,703 5,50E-02 8,800 1 

4
4

 

1,93E-01 5,88E+02 0,848 5,60E-02 8,811 1 

MEDIANA 1,91E-01 6,20E+02 0,798 5,50E-02 8,828 1,00 

DESPAD 9,28E-03 5,18E+01 0,085 8,16E-04 0,023 0 

G
LS

M
 4

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

1,77E-01 7,99E+02 0,522 4,80E-02 8,902 1 

4
6

 

1,67E-01 6,79E+02 0,688 4,80E-02 8,903 1 

4
7

 

1,86E-01 8,48E+02 0,410 4,60E-02 8,855 1 

4
8

 

1,81E-01 7,23E+02 0,628 5,10E-02 8,866 1 

MEDIANA 1,79E-01 7,61E+02 0,575 4,80E-02 8,884 1,00 

DESPAD 7,87E-03 7,56E+01 0,123 2,06E-03 0,025 0 

MEDIANA GLSM 4 1,91E-01 6,20E+02 0,575 5,50E-02 8,828 1,00 

DESPAD GLSM 4 3,41E-03 3,49E+01 0,063 6,23E-04 0,006 0 

         

MEDIANA GLSM BF 1,90E-01 6,26E+02 0,547 5,40E-02 8,833 1,00 

DESPAD GLSM BF 4,82E-04 9,12E+00 0,010 1,05E-04 0,003 0 

         

         

P
A

C
IE

N
T

E
 4

 -
 F

R
E

S
C

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of all 

GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 

1
 

1,00E-03 1,31E+02 0,004 1,47E-01 7,288 1 

2
 

8,00E-03 8,49E+01 0,004 3,05E-01 6,357 1 

3
 

7,24E-01 1,54E+02 0,003 1,14E-01 7,541 1 

4
 

8,65E-01 1,45E+02 0,003 1,39E-01 7,450 1 

MEDIANA 3,66E-01 1,38E+02 0,004 1,43E-01 7,369 1,00 

DESPAD 4,60E-01 3,08E+01 0,001 8,70E-02 0,545 0 

G
LS

M
 1

b
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 

0
 g

ra
u

) 5
 

9,39E-01 1,57E+02 0,003 1,32E-01 7,340 1 

6
 

6,00E-03 1,06E+02 0,004 2,39E-01 6,475 1 

7
 

6,89E-01 1,85E+02 0,003 1,01E-01 7,591 1 
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8
 

7,83E-01 1,68E+02 0,003 1,24E-01 7,507 1 

MEDIANA 7,36E-01 1,62E+02 0,003 1,28E-01 7,424 1,00 

DESPAD 4,12E-01 3,43E+01 0,001 6,14E-02 0,513 0 

G
LS

M
 1

c 
  

  
  

  
   

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 g
ra

u
) 9

 
9,12E-01 1,66E+02 0,003 1,25E-01 7,364 1 

1
0

 

6,00E-03 1,16E+02 0,004 2,33E-01 6,509 1 

1
1

 

6,71E-01 2,01E+02 0,002 9,60E-02 7,621 1 

1
2

 

7,32E-01 1,89E+02 0,003 1,15E-01 7,562 1 

MEDIANA 7,01E-01 1,77E+02 0,003 1,20E-01 7,463 1,00 

DESPAD 3,96E-01 3,72E+01 0,001 6,17E-02 0,515 0 

MEDIANA GLSM 1 7,01E-01 1,62E+02 0,003 1,28E-01 7,424 1,00 

DESPAD GLSM 1 3,30E-02 3,21E+00 0,000 1,47E-02 0,018 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 1
3

 

1,00E-03 1,35E+02 0,004 1,50E-01 7,286 1 

1
4

 

8,00E-03 8,44E+01 0,004 2,96E-01 6,363 1 

1
5

 

7,21E-01 1,58E+02 0,003 1,11E-01 7,546 1 

1
6

 

8,71E-01 1,46E+02 0,003 1,40E-01 7,443 1 

MEDIANA 3,64E-01 1,41E+02 0,004 1,45E-01 7,365 1,00 

DESPAD 4,61E-01 3,25E+01 0,001 8,28E-02 0,542 0 

G
LS

M
 2

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
7

 

9,50E-01 1,58E+02 0,003 1,29E-01 7,338 1 

1
8

 

7,00E-03 1,04E+02 0,004 2,43E-01 6,450 1 

1
9

 

6,87E-01 1,91E+01 0,002 1,00E-01 7,596 1 

2
0

 

7,66E-01 1,69E+02 0,003 1,20E-01 7,520 1 

MEDIANA 7,26E-01 1,31E+02 0,003 1,25E-01 7,429 1,00 

DESPAD 4,12E-01 6,85E+01 0,001 6,45E-02 0,529 0 

G
LS

M
 2

c 
   

  
  

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
   

  
 

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

9,27E-01 1,72E+02 0,003 1,26E-01 7,369 1 

2
2

 

7,00E-03 1,18E+02 0,004 2,33E-01 6,483 1 

2
3

 

6,63E-01 2,15E+02 0,002 9,40E-02 7,625 1 

2
4

 

6,97E-01 1,94E+02 0,003 1,10E-01 7,593 1 

MEDIANA 6,80E-01 1,83E+02 0,003 1,18E-01 7,481 1,00 

DESPAD 3,95E-01 4,15E+01 0,001 6,29E-02 0,535 0 

MEDIANA GLSM 2 6,80E-01 1,41E+02 0,003 1,25E-01 7,429 1,00 

DESPAD GLSM 2 3,41E-02 1,88E+01 0,000 1,11E-02 0,007 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 2
5

 

1,00E-03 1,31E+02 0,004 1,47E-01 7,288 1 

2
6

 

8,00E-03 8,51E+01 0,004 3,04E-01 6,362 1 

2
7

 

7,25E-01 1,54E+02 0,003 1,15E-01 7,539 1 

2
8

 

8,59E-01 1,46E+02 0,003 1,38E-01 7,453 1 
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MEDIANA 3,66E-01 1,38E+02 0,004 1,43E-01 7,371 1,00 

DESPAD 4,58E-01 3,06E+01 0,001 8,64E-02 0,542 0 

G
LS

M
 3

b
  

  
  

  
  

   
 

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

9,31E-01 1,56E+02 0,003 1,32E-01 7,339 1 

3
0

 
6,00E-03 1,08E+02 0,004 2,37E-01 6,498 1 

3
1

 

6,86E-01 1,83E+02 0,003 1,04E-01 7,591 1 

3
2

 

7,63E-01 1,71E+02 0,003 1,21E-01 7,521 1 

MEDIANA 7,25E-01 1,64E+02 0,003 1,27E-01 7,430 1,00 

DESPAD 4,07E-01 3,31E+01 0,001 6,01E-02 0,504 0 

G
LS

M
 3

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

3
3

 

9,02E-01 1,65E+02 0,003 1,25E-01 7,362 1 

3
4

 

6,00E-03 1,20E+02 0,004 2,29E-01 6,552 1 

3
5

 

6,62E-01 1,98E+02 0,002 1,01E-01 7,628 1 

3
6

 

7,00E-01 1,95E+02 0,002 1,09E-01 7,586 1 

MEDIANA 6,81E-01 1,80E+02 0,003 1,17E-01 7,474 1,00 

DESPAD 3,89E-01 3,62E+01 0,001 5,95E-02 0,500 0 

MEDIANA GLSM 3 6,81E-01 1,64E+02 0,003 1,27E-01 7,430 1,00 

DESPAD GLSM 3 3,58E-02 2,80E+00 0,000 1,53E-02 0,023 0 

G
LS

M
 4

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

  
  

 

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

3
7

 

1,00E-03 1,36E+02 0,004 1,49E-01 7,292 1 

3
8

 

8,00E-03 8,51E+01 0,004 2,94E-01 6,381 1 

3
9

 

7,20E-01 1,58E+02 0,003 1,11E-01 7,546 1 

4
0

 

8,73E-01 1,46E+02 0,003 1,40E-01 7,443 1 

MEDIANA 3,64E-01 1,41E+02 0,004 1,45E-01 7,368 1,00 

DESPAD 4,62E-01 3,20E+01 0,001 8,20E-02 0,533 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

8,95E-01 1,62E+02 0,003 1,25E-01 7,370 1 

4
2

 

6,00E-03 1,08E+02 0,004 2,34E-01 6,542 1 

4
3

 

6,82E-01 1,88E+02 0,003 1,02E-01 7,597 1 

4
4

 

7,72E-01 1,68E+02 0,003 1,21E-01 7,516 1 

MEDIANA 7,27E-01 1,65E+02 0,003 1,23E-01 7,443 1,00 

DESPAD 3,98E-01 3,41E+01 0,001 5,98E-02 0,485 0 

G
LS

M
 4

c 
  

  
   

  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

8,27E-01 1,82E+02 0,003 1,16E-01 7,429 1 

4
6

 

5,00E-03 1,28E+02 0,004 2,17E-01 6,665 1 

4
7

 

6,55E-01 2,08E+02 0,002 1,00E-01 7,629 1 

4
8

 

7,08E-01 1,90E+02 0,003 1,11E-01 7,584 1 

MEDIANA 6,81E-01 1,86E+02 0,003 1,14E-01 7,507 1,00 

DESPAD 3,69E-01 3,44E+01 0,001 5,44E-02 0,449 0 

MEDIANA GLSM 4 6,81E-01 1,65E+02 0,003 1,23E-01 7,443 1,00 



 

 
Apêndices 

181 

 

DESPAD GLSM 4 4,72E-02 1,28E+00 0,000 1,46E-02 0,042 0 

         

MEDIANA GLSM AF 6,81E-01 1,63E+02 0,003 1,26E-01 7,430 1,00 

DESPAD GLSM AF 6,52E-03 8,20E+00 0,000 1,92E-03 0,015 0 

         

         

P
A

C
IE

N
T

E
 5

 -
 F

R
E

S
C

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of all 

GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 

1
 

2,00E-03 1,02E+02 0,004 1,65E-01 6,793 1 

2
 

2,00E-03 8,86E+01 0,005 1,56E-01 6,737 1 

3
 

1,00E-03 1,44E+02 0,003 1,29E-01 7,294 1 

4
 

2,00E-03 1,16E+02 0,003 1,52E-01 7,014 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,09E+02 0,004 1,54E-01 6,904 1,00 

DESPAD 5,00E-04 2,39E+01 0,001 1,53E-02 0,253 0 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

  
   

  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

2,00E-03 2,42E+02 0,002 1,31E-01 6,938 1 

6
 

2,00E-03 1,63E+02 0,003 1,32E-01 6,857 1 

7
 

1,00E-03 3,15E+02 0,001 1,09E-01 7,451 1 

8
 

1,00E-03 2,43E+02 0,002 1,26E-01 7,160 1 

MEDIANA 1,50E-03 2,43E+02 0,002 1,29E-01 7,049 1,00 

DESPAD 5,77E-04 6,19E+01 0,001 1,07E-02 0,266 0 

G
LS

M
 1

c 
   

  
  

  
   

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 g
ra

u
) 9

 

2,00E-03 3,11E+02 0,796 1,20E-01 6,962 1 

1
0

 

2,00E-03 2,06E+02 0,001 1,24E-01 6,898 1 

1
1

 

9,64E-01 3,80E+02 0,948 1,00E-01 7,501 1 

1
2

 

1,00E-03 3,06E+02 0,001 1,19E-01 7,200 1 

MEDIANA 2,00E-03 3,08E+02 0,399 1,20E-01 7,081 1,00 

DESPAD 4,81E-01 7,16E+01 0,507 1,07E-02 0,273 0 

MEDIANA GLSM 1 2,00E-03 2,43E+02 0,004 1,29E-01 7,049 1,00 

DESPAD GLSM 1 2,77E-01 2,52E+01 0,292 2,68E-03 0,010 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

  
  

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 1
3

 

2,00E-03 9,89E+01 0,004 1,63E-01 6,783 1 

1
4

 

2,00E-03 9,36E+01 0,005 1,60E-01 6,743 1 

1
5

 

1,00E-03 1,58E+02 0,003 1,31E-01 7,300 1 

1
6

 

2,00E-03 1,32E+02 0,003 1,55E-01 7,026 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,15E+02 0,004 1,58E-01 6,905 1,00 

DESPAD 5,00E-04 3,00E+01 0,001 1,45E-02 0,257 0 
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G
LS

M
 2

b
  

  
  

  
  

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
7

 

2,00E-03 2,38E+02 0,002 1,34E-01 6,926 1 

1
8

 

2,00E-03 1,68E+02 0,002 1,33E-01 6,857 1 

1
9

 

1,00E-03 3,25E+02 0,001 1,09E-01 7,437 1 

2
0

 
1,00E-03 2,77E+02 0,002 1,28E-01 7,172 1 

MEDIANA 1,50E-03 2,57E+02 0,002 1,31E-01 7,049 1,00 

DESPAD 5,77E-04 6,64E+01 0,001 1,16E-02 0,263 0 

G
LS

M
 2

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

2,00E-03 3,28E+02 0,583 1,24E-01 6,973 1 

2
2

 

2,00E-03 2,01E+02 0,928 1,24E-01 6,884 1 

2
3

 

9,81E-01 3,77E+02 0,823 9,90E-02 7,462 1 

2
4

 

1,00E-03 3,44E+02 0,915 1,17E-01 7,214 1 

MEDIANA 2,00E-03 3,36E+02 0,869 1,21E-01 7,094 1,00 

DESPAD 4,90E-01 7,73E+01 0,160 1,18E-02 0,260 0 

MEDIANA GLSM 2 2,00E-03 2,57E+02 0,004 1,31E-01 7,049 1,00 

DESPAD GLSM 2 2,82E-01 2,48E+01 0,092 1,63E-03 0,003 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
   

  
 

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

   
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 

2,00E-03 1,02E+02 0,004 1,65E-01 6,793 1 

2
6

 

2,00E-03 8,88E+01 0,005 1,56E-01 6,737 1 

2
7

 

1,00E-03 1,44E+02 0,003 1,30E-01 7,291 1 

2
8

 

2,00E-03 1,17E+02 0,003 1,51E-01 7,019 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,09E+02 0,004 1,54E-01 6,906 1,00 

DESPAD 5,00E-04 2,38E+01 0,001 1,48E-02 0,252 0 

G
LS

M
 3

b
  

  
   

  
  

  
 

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

2,00E-03 2,40E+02 0,002 1,32E-01 6,939 1 

3
0

 

2,00E-03 1,65E+02 0,003 1,32E-01 6,852 1 

3
1

 

1,00E-03 3,11E+02 0,001 1,09E-01 7,433 1 

3
2

 

1,00E-03 2,48E+02 0,002 1,25E-01 7,184 1 

MEDIANA 1,50E-03 2,44E+02 0,002 1,29E-01 7,062 1,00 

DESPAD 5,77E-04 5,95E+01 0,001 1,08E-02 0,262 0 

G
LS

M
 3

c 
  

  
  

   
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

3
3

 

2,00E-03 3,00E+02 0,839 1,21E-01 6,964 1 

3
4

 

2,00E-03 2,16E+02 0,001 1,24E-01 6,887 1 

3
5

 

9,79E-01 3,71E+02 0,896 1,01E-01 7,465 1 

3
6

 

1,00E-03 3,17E+02 0,001 1,17E-01 7,246 1 

MEDIANA 2,00E-03 3,08E+02 0,420 1,19E-01 7,105 1,00 

DESPAD 4,88E-01 6,43E+01 0,501 1,02E-02 0,266 0 

MEDIANA GLSM 3 2,00E-03 2,44E+02 0,004 1,29E-01 7,062 1,00 

DESPAD GLSM 3 2,82E-01 2,22E+01 0,289 2,50E-03 0,007 0 

p
ix e
l e
  

 

3
7

 

2,00E-03 9,90E+01 0,004 1,63E-01 6,785 1 
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3
8

 

2,00E-03 9,43E+01 0,005 1,60E-01 6,745 1 

3
9

 

1,00E-03 1,58E+02 0,003 1,31E-01 7,303 1 

4
0

 

2,00E-03 1,33E+02 0,003 1,55E-01 7,030 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,16E+02 0,004 1,58E-01 6,908 1,00 

DESPAD 5,00E-04 3,01E+01 0,001 1,45E-02 0,258 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
  

   
 

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  
  

 

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

2,00E-03 2,40E+02 0,002 1,33E-01 6,929 1 

4
2

 

2,00E-03 1,73E+02 0,002 1,32E-01 6,864 1 

4
3

 

1,00E-03 3,34E+02 0,001 1,09E-01 7,459 1 

4
4

 

1,00E-03 2,78E+02 0,002 1,28E-01 7,191 1 

MEDIANA 1,50E-03 2,59E+02 0,002 1,30E-01 7,060 1,000 

DESPAD 5,77E-04 6,76E+01 0,001 1,12E-02 0,272 0,000 

G
LS

M
 4

c 
  

  
  

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  
  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

2,00E-03 3,32E+02 0,526 1,21E-01 6,978 1 

4
6

 

2,00E-03 2,13E+02 0,840 1,23E-01 6,895 1 

4
7

 

9,47E-01 3,98E+02 0,825 9,90E-02 7,505 1 

4
8

 

1,00E-03 3,43E+02 0,001 1,18E-01 7,250 1 

MEDIANA 2,00E-03 3,37E+02 0,675 1,20E-01 7,114 1,00 

DESPAD 4,73E-01 7,79E+01 0,392 1,10E-02 0,277 0,000 

MEDIANA GLSM 4 2,00E-03 2,59E+02 0,004 1,30E-01 7,060 1,000 

DESPAD GLSM 4 2,73E-01 2,52E+01 0,226 1,98E-03 0,010 0,000 

         

MEDIANA GLSM MF 2,00E-03 2,51E+02 0,004 1,29E-01 7,055 1,00 

DESPAD GLSM MF 4,47E-03 1,46E+00 0,094 4,78E-04 0,003 0 
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AMOSTRAS CRIOPRESERVADAS 

P
A

C
IE

N
T

E
 1

 -
 C

R
IO

P
R

E
S

E
V

A
D

O
 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of 

all GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 1
 

3,00E-03 4,17E+01 0,010 2,11E-01 6,410 1 
2

 
3,00E-03 3,59E+01 0,011 2,25E-01 6,343 1 

3
 

2,00E-03 4,18E+01 0,009 2,10E-01 6,556 1 

4
 

2,00E-03 4,28E+01 0,008 2,11E-01 6,625 1 

MEDIANA 2,50E-03 4,18E+01 0,010 2,11E-01 6,483 1,00 

DESPAD 5,77E-04 3,14E+00 0,001 7,18E-03 0,130 0 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

  
  

 

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

2,00E-03 8,67E+01 0,005 1,57E-01 6,610 1 

6
 

2,00E-03 8,14E+01 0,006 1,60E-01 6,599 1 

7
 

2,00E-03 8,50E+01 0,006 1,56E-01 6,794 1 

8
 

2,00E-03 1,01E+02 0,005 1,48E-01 6,919 1 

MEDIANA 2,00E-03 8,59E+01 0,006 1,57E-01 6,702 1,00 

DESPAD 0,00E+00 8,54E+00 0,001 5,12E-03 0,154 0 

G
LS

M
 1

c 
  

  
  

  
 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 0

 

g
ra

u
) 

9
 

2,00E-03 1,03E+02 0,003 1,44E-01 6,650 1 

1
0

 

2,00E-03 1,03E+02 0,003 1,43E-01 6,650 1 

1
1

 

2,00E-03 1,04E+02 0,004 1,39E-01 6,864 1 

1
2

 

1,00E-03 1,32E+02 0,003 1,29E-01 6,994 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,04E+02 0,003 1,41E-01 6,757 1,00 

DESPAD 5,00E-04 1,42E+01 0,001 6,85E-03 0,170 0 

MEDIANA GLSM 1 2,00E-03 8,59E+01 0,006 1,57E-01 6,702 1,00 

DESPAD GLSM 1 3,13E-04 5,54E+00 0,000 1,11E-03 0,020 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
3

 

3,00E-03 4,37E+01 0,010 2,07E-01 6,429 1 

1
4

 

3,00E-03 3,55E+01 0,011 2,29E-01 6,327 1 

1
5

 

2,00E-03 4,45E+01 0,009 2,13E-01 6,563 1 

1
6

 

2,00E-03 4,76E+01 0,007 2,16E-01 6,631 1 

MEDIANA 2,50E-03 4,41E+01 0,010 2,15E-01 6,496 1,00 

DESPAD 5,77E-04 5,17E+00 0,002 9,29E-03 0,136 0 

G
LS

M
 2

b
  

  
  

  
  

 

(5
 p

ix
e

ls
 e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
7

 

2,00E-03 8,83E+01 0,005 1,56E-01 6,623 1 

1
8

 

2,00E-03 7,56E+01 0,006 1,65E-01 6,575 1 

1
9

 

2,00E-03 9,15E+01 0,005 1,53E-01 6,813 1 

2
0

 

2,00E-03 1,11E+02 0,004 1,51E-01 6,933 1 

MEDIANA 2,00E-03 8,99E+01 0,005 1,55E-01 6,718 1,00 

DESPAD 0,00E+00 1,46E+01 0,001 6,18E-03 0,167 0 

G
LS

M
 2

c 
   

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
 

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

2,00E-03 1,04E+02 0,003 1,43E-01 6,663 1 

2
2

 

2,00E-03 9,23E+01 0,004 1,50E-01 6,635 1 

2
3

 

2,00E-03 1,08E+02 0,004 1,39E-01 6,871 1 

2
4

 

1,00E-03 1,60E+02 0,002 1,24E-01 7,039 1 
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MEDIANA 2,00E-03 1,06E+02 0,004 1,41E-01 6,767 1,00 

DESPAD 5,00E-04 3,02E+01 0,001 1,10E-02 0,190 0 

MEDIANA GLSM 2 2,00E-03 8,99E+01 0,005 1,55E-01 6,718 1,00 

DESPAD GLSM 2 3,13E-04 1,27E+01 0,000 2,43E-03 0,027 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

   

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 
3,00E-03 4,18E+01 0,010 2,11E-01 6,412 1 

2
6

 
3,00E-03 3,59E+01 0,011 2,24E-01 6,343 1 

2
7

 

2,00E-03 4,17E+01 0,009 2,10E-01 6,554 1 

2
8

 

2,00E-03 4,29E+01 0,008 2,10E-01 6,629 1 

MEDIANA 2,50E-03 4,17E+01 0,010 2,11E-01 6,483 1,00 

DESPAD 5,77E-04 3,17E+00 0,001 6,85E-03 0,130 0 

G
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 3

b
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1
8

0
 g
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2
9

 

2,00E-03 8,68E+01 0,005 1,56E-01 6,627 1 

3
0

 

2,00E-03 8,18E+01 0,006 1,61E-01 6,598 1 

3
1

 

2,00E-03 8,48E+01 0,006 1,56E-01 6,786 1 

3
2

 

2,00E-03 1,01E+02 0,005 1,47E-01 6,933 1 

MEDIANA 2,00E-03 8,58E+01 0,006 1,56E-01 6,707 1,00 

DESPAD 0,00E+00 8,35E+00 0,001 5,83E-03 0,155 0 

G
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M
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0
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3
3

 

2,00E-03 1,06E+02 0,003 1,42E-01 6,689 1 

3
4

 

2,00E-03 1,04E+02 0,003 1,42E-01 6,656 1 

3
5

 

2,00E-03 1,04E+02 0,004 1,40E-01 6,848 1 

3
6

 

1,00E-03 1,33E+02 0,003 1,27E-01 7,023 1 

MEDIANA 2,00E-03 1,05E+02 0,003 1,41E-01 6,769 1,00 

DESPAD 5,00E-04 1,43E+01 0,001 7,23E-03 0,168 0 

MEDIANA GLSM 3 2,00E-03 8,58E+01 0,006 1,56E-01 6,707 1,00 

DESPAD GLSM 3 3,13E-04 5,55E+00 0,000 7,23E-04 0,019 0 

G
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0
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3
7

 

3,00E-03 4,39E+01 0,010 2,07E-01 6,431 1 

3
8

 

3,00E-03 3,55E+01 0,011 2,29E-01 6,328 1 

3
9

 

2,00E-03 4,45E+01 0,009 2,13E-01 6,563 1 

4
0

 

2,00E-03 4,76E+01 0,007 2,16E-01 6,630 1 

MEDIANA 2,50E-03 4,42E+01 0,010 2,15E-01 6,497 1,00 

DESPAD 5,77E-04 5,15E+00 0,002 9,29E-03 0,135 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
  

 

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

2,00E-03 8,99E+01 0,005 1,56E-01 6,632 1 

4
2

 

2,00E-03 7,61E+01 0,006 1,65E-01 6,580 1 

4
3

 

2,00E-03 9,40E+01 0,005 1,53E-01 6,812 1 

4
4

 

2,00E-03 1,11E+02 0,004 1,50E-01 6,934 1 

MEDIANA 2,00E-03 9,19E+01 0,005 1,55E-01 6,722 1,00 

DESPAD 0,00E+00 1,46E+01 0,001 6,48E-03 0,163 0 

G
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M
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c 
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0
 g
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4
5

 

2,00E-03 1,05E+02 0,003 1,43E-01 6,675 1 

4
6

 

2,00E-03 9,44E+01 0,004 1,49E-01 6,646 1 

4
7

 

2,00E-03 1,11E+02 0,004 1,40E-01 6,861 1 

4
8

 

1,00E-03 1,62E+02 0,002 1,22E-01 7,040 1 
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MEDIANA 2,00E-03 1,08E+02 0,004 1,42E-01 6,768 1,00 

DESPAD 5,00E-04 2,99E+01 0,001 1,16E-02 0,183 0 

MEDIANA GLSM 4 2,00E-03 9,19E+01 0,005 1,55E-01 6,722 1,00 

DESPAD GLSM 4 3,13E-04 1,25E+01 0,000 2,57E-03 0,024 0 

         

MEDIANA GLSM ID 2,00E-03 8,79E+01 0,005 1,55E-01 6,712 1,00 

DESPAD GLSM ID 0,00E+00 4,05E+00 0,000 9,33E-04 0,004 0 
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Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of 

all GLCM 

elements 

G
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M
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a
  

  
  

  
   

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u
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8,07E-01 1,07E+02 0,002 1,52E-01 7,634 1 

2
 

5,16E-01 1,57E+02 0,002 1,26E-01 8,011 1 

3
 

5,75E-01 1,49E+02 0,002 1,29E-01 7,943 1 

4
 

5,48E-01 1,36E+02 0,002 1,28E-01 7,944 1 

MEDIANA 5,61E-01 1,43E+02 0,002 1,29E-01 7,944 1,00 

DESPAD 1,33E-01 2,19E+01 0,000 1,22E-02 0,169 0 

G
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M
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b
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e

ls
 e

 0
 g
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) 5
 

4,99E-01 3,24E+02 0,002 8,70E-02 8,072 1 

6
 

3,34E-01 4,39E+02 0,001 7,80E-02 8,402 1 

7
 

3,59E-01 4,56E+02 0,001 7,50E-02 8,371 1 

8
 

3,52E-01 4,20E+02 0,001 7,60E-02 8,353 1 

MEDIANA 3,56E-01 4,30E+02 0,001 7,70E-02 8,362 1,00 

DESPAD 7,61E-02 5,93E+01 0,001 5,48E-03 0,153 0 

G
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c 
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e
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 e
 0
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u
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9
 

4,40E-01 4,39E+02 0,001 7,70E-02 8,183 1 

1
0

 

2,98E-01 5,81E+02 0,783 6,50E-02 8,492 1 

1
1

 

3,17E-01 5,92E+02 0,776 6,30E-02 8,464 1 

1
2

 

3,13E-01 5,92E+02 0,698 6,30E-02 8,452 1 

MEDIANA 3,15E-01 5,86E+02 0,737 6,40E-02 8,458 1,00 

DESPAD 6,56E-02 7,47E+01 0,378 6,73E-03 0,144 0 

MEDIANA GLSM 1 3,56E-01 4,30E+02 0,002 7,70E-02 8,362 1,00 

DESPAD GLSM 1 3,61E-02 2,72E+01 0,218 3,59E-03 0,013 0 
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1
3

 

8,15E-01 1,50E+02 0,002 1,49E-01 7,670 1 

1
4

 

4,72E-01 2,28E+02 0,002 1,16E-01 8,114 1 

1
5

 

5,59E-01 2,00E+02 0,002 1,26E-01 8,003 1 

1
6

 

5,00E-01 2,04E+02 0,002 1,17E-01 8,049 1 

MEDIANA 5,29E-01 2,02E+02 0,002 1,22E-01 8,026 1,00 

DESPAD 1,56E-01 3,27E+01 0,000 1,53E-02 0,198 0 

G
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b
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e
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g
ra

u
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7
 

5,44E-01 3,36E+02 0,001 9,80E-02 8,013 1 

1
8

 

3,25E-01 4,90E+02 0,001 7,60E-02 8,434 1 

1
9

 

3,76E-01 4,72E+02 0,001 8,00E-02 8,341 1 
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2
0

 

3,38E-01 5,06E+02 0,960 7,50E-02 8,397 1 

MEDIANA 3,57E-01 4,81E+02 0,001 7,80E-02 8,369 1,00 

DESPAD 1,01E-01 7,77E+01 0,480 1,07E-02 0,193 0 
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1

 

4,76E-01 4,33E+02 0,001 8,30E-02 8,115 1 

2
2

 
2,88E-01 6,33E+02 0,681 6,50E-02 8,531 1 

2
3

 

3,26E-01 6,37E+02 0,645 6,60E-02 8,448 1 

2
4

 

3,01E-01 6,40E+02 0,584 6,10E-02 8,480 1 

MEDIANA 3,13E-01 6,35E+02 0,614 6,55E-02 8,464 1,00 

DESPAD 8,70E-02 1,02E+02 0,320 9,74E-03 0,189 0 

MEDIANA GLSM 2 3,57E-01 4,81E+02 0,002 7,80E-02 8,369 1,00 

DESPAD GLSM 2 3,68E-02 3,50E+01 0,244 2,99E-03 0,005 0 
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1
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2
5

 

8,11E-01 1,06E+02 0,002 1,52E-01 7,629 1 

2
6

 

5,14E-01 1,57E+02 0,002 1,26E-01 8,014 1 

2
7

 

5,79E-01 1,48E+02 0,002 1,29E-01 7,937 1 

2
8

 

5,45E-01 1,37E+02 0,002 1,28E-01 7,949 1 

MEDIANA 5,62E-01 1,43E+02 0,002 1,29E-01 7,943 1,00 

DESPAD 1,35E-01 2,22E+01 0,000 1,22E-02 0,172 0 

G
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 e

  
  

  
  

  

1
8

0
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2
9

 

5,13E-01 3,15E+02 0,002 8,80E-02 8,040 1 

3
0

 

3,28E-01 4,46E+02 0,001 7,80E-02 8,422 1 

3
1

 

3,68E-01 4,47E+02 0,001 7,50E-02 8,348 1 

3
2

 

3,44E-01 4,27E+02 0,001 7,60E-02 8,374 1 

MEDIANA 3,56E-01 4,37E+02 0,001 7,70E-02 8,361 1,00 

DESPAD 8,50E-02 6,35E+01 0,001 5,97E-03 0,173 0 

G
LS

M
 3

c 
  

  
  

   

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

3
3

 

4,67E-01 4,18E+02 0,001 7,90E-02 8,115 1 

3
4

 

2,85E-01 5,95E+02 0,785 6,50E-02 8,535 1 

3
5

 

3,34E-01 5,75E+02 0,778 6,40E-02 8,418 1 

3
6

 

2,98E-01 6,06E+02 0,718 6,20E-02 8,496 1 

MEDIANA 3,16E-01 5,85E+02 0,748 6,45E-02 8,457 1,00 

DESPAD 8,32E-02 8,81E+01 0,381 7,77E-03 0,190 0 

MEDIANA GLSM 3 3,56E-01 4,37E+02 0,002 7,70E-02 8,361 1,00 

DESPAD GLSM 3 2,94E-02 3,33E+01 0,220 3,23E-03 0,010 0 
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3
7

 

8,12E-01 1,50E+02 0,002 1,49E-01 7,673 1 

3
8

 

4,72E-01 2,28E+02 0,002 1,16E-01 8,115 1 

3
9

 

5,59E-01 2,00E+02 0,002 1,26E-01 8,003 1 

4
0

 

5,00E-01 2,04E+02 0,002 1,17E-01 8,048 1 

MEDIANA 5,30E-01 2,02E+02 0,002 1,22E-01 8,026 1,00 

DESPAD 1,55E-01 3,26E+01 0,000 1,53E-02 0,197 0 
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1

 

5,34E-01 3,40E+02 0,001 9,70E-02 8,026 1.000 

4
2

 

3,25E-01 4,89E+02 0,001 7,60E-02 8,436 1 

4
3

 

3,76E-01 4,73E+02 0,001 8,10E-02 8,340 1 
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4
4

 

3,37E-01 5,08E+02 0,953 7,40E-02 8,398 1 

MEDIANA 3,56E-01 4,81E+02 0,001 7,85E-02 8,369 1,00 

DESPAD 9,68E-02 7,66E+01 0,476 1,04E-02 0,187 499,5 

G
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4
5

 

4,60E-01 4,48E+02 0,001 8,20E-02 8,142 1 

4
6

 
2,89E-01 6,31E+02 0,682 6,40E-02 8,529 1 

4
7

 

3,29E-01 6,29E+02 0,657 6,70E-02 8,438 1 

4
8

 

2,99E-01 6,54E+02 0,558 6,00E-02 8,488 1 

MEDIANA 3,14E-01 6,30E+02 0,607 6,55E-02 8,463 1,00 

DESPAD 7,91E-02 9,58E+01 0,320 9,60E-03 0,175 0 

MEDIANA GLSM 4 3,56E-01 4,81E+02 0,002 7,85E-02 8,369 1,00 

DESPAD GLSM 4 3,98E-02 3,24E+01 0,243 3,10E-03 0,011 288,3865 

         

MEDIANA GLSM SnD 3,56E-01 4,59E+02 0,002 7,75E-02 8,366 1,00 

DESPAD GLSM SnD 4,35E-03 3,40E+00 0,014 2,61E-04 0,003 144,1932 
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Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of 

all GLCM 

elements 
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2,00E-03 4,65E+01 0,009 2,09E-01 6,481 1 

2
 

2,00E-03 3,89E+01 0,010 2,33E-01 6,445 1 

3
 

2,00E-03 5,83E+01 0,005 1,85E-01 6,906 1 

4
 

2,00E-03 5,08E+01 0,005 2,05E-01 6,799 1 

MEDIANA 2,00E-03 4,87E+01 0,007 2,07E-01 6,640 1,00 

DESPAD 0,00E+00 8,13E+00 0,003 1,97E-02 0,230 0 

G
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M
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b
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 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

2,00E-03 9,78E+01 0,005 1,60E-01 6,694 1 

6
 

2,00E-03 8,29E+01 0,006 1,71E-01 6,685 1 

7
 

1,00E-03 1,33E+02 0,004 1,35E-01 7,168 1 

8
 

1,00E-03 1,28E+02 0,004 1,49E-01 7,075 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,13E+02 0,005 1,55E-01 6,885 1,00 

DESPAD 5,77E-04 2,40E+01 0,001 1,54E-02 0,252 0 

G
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 e
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2,00E-03 1,15E+02 0,004 1,48E-01 6,746 1 

1
0

 

2,00E-03 9,75E+01 0,005 1,60E-01 6,740 1 

1
1

 

1,00E-03 1,80E+02 0,003 1,21E-01 7,260 1 

1
2

 

1,00E-03 1,71E+02 0,003 1,31E-01 7,150 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,43E+02 0,004 1,40E-01 6,948 1,00 

DESPAD 5,77E-04 4,08E+01 0,001 1,74E-02 0,271 0 

MEDIANA GLSM 1 1,50E-03 1,13E+02 0,005 1,55E-01 6,885 1,00 

DESPAD GLSM 1 3,33E-04 1,64E+01 0,001 2,15E-03 0,021 0 
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3

 

2,00E-03 5,43E+01 0,008 2,01E-01 6530,000 1 

1
4

 

2,00E-03 4,75E+01 0,009 2,18E-01 6501,000 1 
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1
5

 

2,00E-03 8,88E+01 0,005 1,64E-01 7017,000 1 

1
6

 

2,00E-03 7,01E+01 0,005 1,98E-01 6867,000 1 

MEDIANA 2,00E-03 6,22E+01 0,007 2,00E-01 6698,500 1,00 

DESPAD 0,00E+00 1,84E+01 0,002 2,26E-02 254,016 0 
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1
7

 
2,00E-03 1,12E+02 0,004 1,50E-01 6,730 1 

1
8

 

2,00E-03 9,67E+01 0,005 1,59E-01 6,730 1 

1
9

 

1,00E-03 2,01E+02 0,002 1,17E-01 7,269 1 

2
0

 

1,00E-03 1,69E+02 0,003 1,38E-01 7,155 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,41E+02 0,004 1,44E-01 6,943 1,00 

DESPAD 5,77E-04 4,87E+01 0,001 1,82E-02 0,282 0 
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2
1

 

2,00E-03 1,25E+02 0,003 1,36E-01 6,758 1 

2
2

 

2,00E-03 1,10E+02 0,004 1,48E-01 6,775 1 

2
3

 

1,00E-03 2,58E+02 0,001 1,04E-01 7,320 1 

2
4

 

1,00E-03 2,07E+02 0,002 1,22E-01 7,213 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,66E+02 0,003 1,29E-01 6,994 1,00 

DESPAD 5,77E-04 6,98E+01 0,001 1,89E-02 0,292 0 

MEDIANA GLSM 2 1,50E-03 1,41E+02 0,004 1,44E-01 6,994 1,00 

DESPAD GLSM 2 3,33E-04 2,59E+01 0,000 2,38E-03 146,491 0 
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2
5

 

2,00E-03 4,65E+01 0,009 2,09E-01 6,480 1 

2
6

 

2,00E-03 3,90E+01 0,010 2,32E-01 6,446 1 

2
7

 

2,00E-03 5,81E+01 0,005 1,85E-01 6,901 1 

2
8

 

2,00E-03 5,10E+01 0,005 2,05E-01 6,805 1 

MEDIANA 2,00E-03 4,87E+01 0,007 2,07E-01 6,643 1,00 

DESPAD 0,00E+00 8,01E+00 0,003 1,93E-02 0,229 0 
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2
9

 

2,00E-03 9,77E+01 0,005 1,60E-01 6,694 1 

3
0

 

2,00E-03 8,35E+01 0,006 1,69E-01 6,688 1 

3
1

 

1,00E-03 1,30E+02 0,004 1,36E-01 7,148 1 

3
2

 

1,00E-03 1,32E+02 0,004 1,47E-01 7,108 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,14E+02 0,005 1,54E-01 6,901 1,00 

DESPAD 5,77E-04 2,38E+01 0,001 1,45E-02 0,253 0 
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3
3

 

2,00E-03 1,13E+02 0,004 1,49E-01 6,745 1 

3
4

 

2,00E-03 9,95E+01 0,005 1,58E-01 6,747 1 

3
5

 

1,00E-03 1,72E+02 0,003 1,24E-01 7,214 1 

3
6

 

1,00E-03 1,80E+02 0,003 1,29E-01 7,215 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,43E+02 0,004 1,39E-01 6,981 1,00 

DESPAD 5,77E-04 4,06E+01 0,001 1,61E-02 0,270 0 

MEDIANA GLSM 3 1,50E-03 1,14E+02 0,005 1,54E-01 6,901 1,00 

DESPAD GLSM 3 3,33E-04 1,63E+01 0,001 2,43E-03 0,021 0 
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3
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2,00E-03 5,45E+01 0,008 2,01E-01 6,533 1 

3
8

 

2,00E-03 4,78E+01 0,009 2,18E-01 6,506 1 
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3
9

 

2,00E-03 8,89E+01 0,005 1,64E-01 7,016 1 

4
0

 

2,00E-03 7,01E+01 0,005 1,98E-01 6,868 1 

MEDIANA 2,00E-03 6,23E+01 0,007 2,00E-01 6,701 1,00 

DESPAD 0,00E+00 1,83E+01 0,002 2,26E-02 0,252 0 
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4
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2,00E-03 1,14E+02 0,004 1,50E-01 6,750 1 

4
2

 

2,00E-03 9,79E+01 0,005 1,59E-01 6,745 1 

4
3

 

1,00E-03 2,01E+02 0,002 1,16E-01 7,267 1 

4
4

 

1,00E-03 1,72E+02 0,003 1,37E-01 7,169 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,43E+02 0,004 1,44E-01 6,960 1,00 

DESPAD 5,77E-04 4,85E+01 0,001 1,87E-02 0,275 0 

G
LS

M
 4

c 
   

  
  

  

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
   

 

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

2,00E-03 1,30E+02 0,003 1,35E-01 6,796 1 

4
6

 

2,00E-03 1,13E+02 0,004 1,45E-01 6,802 1 

4
7

 

1,00E-03 2,56E+02 0,001 1,04E-01 7,316 1 

4
8

 

1,00E-03 2,14E+02 0,002 1,20E-01 7,245 1 

MEDIANA 1,50E-03 1,72E+02 0,003 1,28E-01 7,024 1,00 

DESPAD 5,77E-04 6,82E+01 0,001 1,79E-02 0,280 0 

MEDIANA GLSM 4 1,50E-03 1,43E+02 0,004 1,44E-01 6,960 1,00 

DESPAD GLSM 4 3,33E-04 2,52E+01 0,000 2,53E-03 0,015 0 

         

MEDIANA GLSM BD 1,50E-03 1,27E+02 0,004 1,49E-01 6,930 1,00 

DESPAD GLSM BD 0,00E+00 5,30E+00 0,000 1,59E-04 73,236 0 

         

         

P
A

C
IE

N
T

E
 4

 -
 C

R
IO

P
R

E
S

E
R

V
A

D
O

 

Análise Quadrante 

Angular 

Second 

Moment 

Contrast Correlation 

Inverse 

Difference 

Moment    

Entropy 

Sum of 

all GLCM 

elements 

G
LS

M
 1

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

 0
 g

ra
u

) 1
 

1,39E-01 9,77E+02 0,478 4,90E-02 9,231 1 

2
 

1,56E-01 9,25E+02 0,513 5,00E-02 9,134 1 

3
 

7,31E-02 1,35E+03 0,318 3,90E-02 9,756 1 

4
 

8,22E-02 1,33E+03 0,337 4,00E-02 9,677 1 

MEDIANA 1,11E-01 1,15E+03 0,408 4,45E-02 9,454 1,00 

DESPAD 4,10E-02 2,26E+02 0,098 5,80E-03 0,313 0 

G
LS

M
 1

b
  

  
  

  
  

 

(5
 p

ix
e

ls
 e

 0
 g

ra
u

) 5
 

1,20E-01 1,62E+03 0,294 4,30E-02 9,364 1 

6
 

1,38E-01 1,46E+03 0,324 4,50E-02 9,236 1 

7
 

6,36E-02 2,14E+03 0,233 3,30E-02 9,888 1 

8
 

7,10E-02 2,28E+03 0,214 3,20E-02 9,817 1 

MEDIANA 9,57E-02 1,88E+03 0,264 3,80E-02 9,591 1,00 

DESPAD 3,67E-02 3,95E+02 0,051 6,70E-03 0,325 0 

1
c 

  
 

(1
0

 

p
ix

e
ls

 

e
0 9

 

1,13E-01 1,91E+03 0,209 3,80E-02 9,408 1 

1
0

 

1,32E-01 1,70E+03 0,236 4,10E-02 9,269 1 
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1
1

 

5,89E-02 2,52E+03 0,193 2,90E-02 9,947 1 

1
2

 

6,67E-02 2,77E+03 0,148 3,00E-02 9,860 1 

MEDIANA 8,99E-02 2,22E+03 0,201 3,40E-02 9,634 1,00 

DESPAD 3,55E-02 5,03E+02 0,037 5,92E-03 0,333 0 

MEDIANA GLSM 1 9,57E-02 1,88E+03 0,264 3,80E-02 9,591 1,00 

DESPAD GLSM 1 2,89E-03 1,40E+02 0,032 4,90E-04 0,010 0 

G
LS

M
 2

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
3

 

1,41E-01 9,27E+02 0,493 5,00E-02 9,220 1 

1
4

 

1,54E-01 9,64E+02 0,499 5,00E-02 9,138 1 

1
5

 

7,51E-02 1,25E+03 0,329 4,10E-02 9,731 1 

1
6

 

8,13E-02 1,38E+03 0,331 4,00E-02 9,686 1 

MEDIANA 1,11E-01 1,11E+03 0,412 4,55E-02 9,453 1,00 

DESPAD 4,05E-02 2,22E+02 0,096 5,50E-03 0,308 0 

G
LS

M
 2

b
  

  
  

  
   

(5
 p

ix
e

ls
 e

 9
0

 g
ra

u
s)

 

1
7

 

1,27E-01 1,43E+03 0,347 4,40E-02 9,324 1 

1
8

 

1,39E-01 1,48E+03 0,319 4,40E-02 9,236 1 

1
9

 

6,60E-02 1,93E+03 0,256 3,40E-02 9,853 1 

2
0

 

7,14E-02 2,24E+03 0,218 3,10E-02 9,810 1 

MEDIANA 9,90E-02 1,71E+03 0,287 3,90E-02 9,567 1,00 

DESPAD 3,74E-02 3,85E+02 0,058 6,75E-03 0,321 0 

G
LS

M
 2

c 
  

  
  

  
 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  

9
0

 g
ra

u
s)

 

2
1

 

1,20E-01 1,71E+03 0,265 4,20E-02 9,370 1 

2
2

 

1,33E-01 1,73E+03 0,229 4,10E-02 9,270 1 

2
3

 

6,15E-02 2,32E+03 0,214 3,10E-02 9,911 1 

2
4

 

6,70E-02 2,74E+03 0,150 2,90E-02 9,857 1 

MEDIANA 9,33E-02 2,03E+03 0,222 3,60E-02 9,614 1,00 

DESPAD 3,62E-02 4,97E+02 0,048 6,70E-03 0,329 0 

MEDIANA GLSM 2 9,90E-02 1,71E+03 0,287 3,90E-02 9,567 1,00 

DESPAD GLSM 2 2,20E-03 1,39E+02 0,025 7,09E-04 0,011 0 

G
LS

M
 3

a
  

  
  

  
   

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

   
  

  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
5

 

1,39E-01 9,76E+02 0,479 4,90E-02 9,230 1 

2
6

 

1,55E-01 9,28E+02 0,511 5,00E-02 9,138 1 

2
7

 

7,33E-02 1,35E+03 0,318 3,90E-02 9,756 1 

2
8

 

8,22E-02 1,33E+03 0,337 4,00E-02 9,677 1 

MEDIANA 1,11E-01 1,15E+03 0,408 4,45E-02 9,454 1,00 

DESPAD 4,07E-02 2,25E+02 0,098 5,80E-03 0,311 0 

G
LS

M
 3

b
  

  
   

  
  

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  

1
8

0
 g

ra
u

s)
 

2
9

 

1,21E-01 1,58E+03 0,304 4,30E-02 9,357 1 

3
0

 

1,36E-01 1,51E+03 0,310 4,40E-02 9,255 1 

3
1

 

6,41E-02 2,12E+03 0,236 3,30E-02 9,884 1 

3
2

 

7,12E-02 2,28E+03 0,213 3,20E-02 9,817 1 

MEDIANA 9,63E-02 1,85E+03 0,270 3,80E-02 9,587 1,00 

DESPAD 3,57E-02 3,85E+02 0,049 6,38E-03 0,318 0 

(1
0

 

p
ix

e
ls

 

e
  

  
 

1
8

0 3
3

 

1,14E-01 1,85E+03 0,227 3,80E-02 9,400 1 

3
4

 

1,28E-01 1,79E+03 0,215 4,00E-02 9,301 1 
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3
5

 

6,00E-02 2,48E+03 0,198 3,00E-02 9,937 1 

3
6

 

6,66E-02 2,78E+03 0,148 2,90E-02 9,865 1 

MEDIANA 9,03E-02 2,16E+03 0,207 3,40E-02 9,633 1,00 

DESPAD 3,38E-02 4,87E+02 0,035 5,56E-03 0,322 0 

MEDIANA GLSM 3 9,63E-02 1,85E+03 0,270 3,80E-02 9,587 1,00 

DESPAD GLSM 3 3,58E-03 1,32E+02 0,033 4,20E-04 0,005 0 

G
LS

M
 4

a
  

  
  

  
  

 

(1
 p

ix
e

l 
e

  
  

  
  

  
 

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

3
7

 

1,40E-01 9,29E+02 0,492 5,00E-02 9,222 1 

3
8

 

1,54E-01 9,69E+02 0,497 5,00E-02 9,143 1 

3
9

 

7,52E-02 1,25E+03 0,329 4,10E-02 9,731 1 

4
0

 

8,12E-02 1,38E+03 0,331 4,00E-02 9,687 1 

MEDIANA 1,11E-01 1,11E+03 0,412 4,55E-02 9,455 1,00 

DESPAD 4,02E-02 2,18E+02 0,095 5,50E-03 0,306 0 

G
LS

M
 4

b
  

  
  

  
   

(5
 p

ix
e

ls
 e

  
  

  
  

  

2
7

0
 g

ra
u

) 

4
1

 

1,25E-01 1,44E+03 0,343 4,40E-02 9,334 1 

4
2

 

1,35E-01 1,52E+03 0,305 4,40E-02 9,254 1 

4
3

 

6,64E-02 1,92E+03 0,257 3,50E-02 9,849 1 

4
4

 

7,06E-02 2,22E+03 0,221 3,20E-02 9,817 1 

MEDIANA 9,76E-02 1,72E+03 0,281 3,95E-02 9,576 1,00 

DESPAD 3,58E-02 3,63E+02 0,053 6,18E-03 0,313 0 

G
LS

M
 4

c 
  

  
  
  

 

(1
0

 p
ix

e
ls

 e
  

  
  

  

2
7

0
 g

ra
u

s)
 

4
5

 

1,16E-01 1,74E+03 0,258 4,00E-02 9,391 1 

4
6

 

1,27E-01 1,81E+03 0,204 4,00E-02 9,300 1 

4
7

 

6,24E-02 2,29E+03 0,218 3,20E-02 9,903 1 

4
8

 

6,55E-02 2,72E+03 0,159 2,90E-02 9,874 1 

MEDIANA 9,08E-02 2,05E+03 0,211 3,60E-02 9,633 1,00 

DESPAD 3,36E-02 4,57E+02 0,041 5,62E-03 0,316 0 

MEDIANA GLSM 4 9,76E-02 1,72E+03 0,281 3,95E-02 9,576 1,00 

DESPAD GLSM 4 3,35E-03 1,20E+02 0,028 3,66E-04 0,005 0 

         

MEDIANA GLSM AD 9,69E-02 1,78E+03 0,276 3,85E-02 9,581 1,00 

DESPAD GLSM AD 6,07E-04 8,83E+00 0,004 1,51E-04 0,003 0 
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