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RESUMO

O céancer de mama é uma doenca de importancia notavel, sendo motivo de séria
preocupacdo por parte das politicas de saude publica. Estudos in vitro utilizando
linhagens provenientes de tumores da mama tém se mostrado eficientes no que diz
respeito a compreensao dos efeitos bioldgicos decorrentes das radia¢des ionizantes,

especialmente os que ocorrem em escala celular.

O presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar o comportamento in vitro
da linhagem de adenocarcinoma mamario MDA MB-231 que apresenta, geralmente,
comportamento radiorresistente em tratamentos radioterapicos, e de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), que compdem as linhagens
envolvidas diretamente na resposta imunoldgica e sdo sensiveis a radiacdo. Essas
linhagens foram submetidas a feixes de radiacdo de baixa LET (Linear Energy
Transfer) de acordo com uma cinética de doses pré-determinadas (2, 4, 6, 8 e 10
Gy), com duas taxas de exposicao distintas, sendo a Ultima um quarto da primeira.
As coletas pés-irradiacéo foram realizadas nos tempos pré-estabelecidos de 24, 48 e
72 horas.

A viabilidade celular apds a cinética de irradiacdo apresentada para as PBMC
apontou uma diminuicio da Densidade Optica (DO) diretamente proporcional ao
aumento das doses administradas. Ja a viabilidade celular da linhagem MDA MB-
231 nao apresentou uma diminuicdo acentuada em relacdo ao controle na menor
dose administrada (2 Gy); apenas na dose mais extrema (10 Gy) houve uma
diferenca significativa entre controle e cultura irradiada. Entretanto, em todos os
ensaios, mantendo constante a dose e assumindo duas taxas de dose, foi observado
que, para a taxa de dose representativa de um quarto da padrdo, as ceélulas
irradiadas tiveram uma melhor recuperacéo entre 48 e 72 horas, indicando que o
tempo de exposicdo a radiacdo influencia nas respostas celulares. Foi possivel
observar claramente a correlacdo entre a dose de radiagdo administrada e a
viabilidade celular. As diferencas no tempo de recuperacgao celular frente a taxas de
dose diferentes mostram a importancia do planejamento terapéutico, uma vez que
os efeitos da radiagdo tornam-se diferentes quando esta é aplicada variando-se o

tempo e a distancia.



ABSTRACT

Breast cancer is a disease of great significance, being reason of a deep concern of
the public health politics. In vitro studies using strains from breast tumors have
shown to be efficient regarding the comprehension of biological effects due to the
ionizing radiation, especially those that occur at a cellular level.

This study aimed to evaluate and compare the behavior in vitro of the breast
adenocarcinoma MDA MB-231, that usually shows a radioresistant behavior in
radiotherapy treatments, and of the peripheral blood mononuclear cells (PBMC), that
compose the lineages directly involved in the the immune response and are sensitive
to radiation. These lineages were submitted to low LET (Linear Energy Transfer)
radiation beams according to a kinetic of predetermined doses (2, 4, 6, 8 and 10 Gy),
with two distinct exposion rates, the last one being a quarter of the first. The post

irradiation collections were performed in predetermined times of 24, 48 and 72 hours.

The cellular viability after the irradiation kinetics presented to the PBMC had shown
the decrease of the Optic Density (OD) directly proportional to the increase of the
administered doses. Although the cellular viability of the MDA MB-231 had not shown
a marked decrease in relation to the control on the smallest administered dose (2
Gy), the extreme dose (10 Gy) had a significant difference between control and
irradiated culture. However, in all assays maintaining constant the dose and
employing two dose rates, it was observed that for the dose rate representing a
quarter of the standard, the irradiated cells had a better recover between 48 and 72
hours, indicating that the time of exposure to radiation influences the cellular
responses. It was clearly possible to observe the correlation between the dose of
radiation administered and the cellular viability. The differences in the times of cellular
recover against to the different dose rates show the importance of therapeutical
planning once that radiation effects become different when it is applied varying time

and distance.
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1 INTRODUCAO

A carcinogénese € um processo no qual a funcéo fisiolégica normal das células vivas
€ alterada, resultando em crescimento anormal e incontrolavel de determinado 6rgao

ou tecido (POLLOCK et al., 2006).

O conhecimento de que o cancer provém do descontrole dos mecanismos de divisdo
celular é relativamente recente. Sabe-se que a divisédo celular € controlada por uma
rede de sinais que atuam em sinergia, determinando o momento exato da divisao, a
sua frequéncia e como os erros ocorridos podem ser reparados. Mutacées em um ou
mais segmentos desta rede podem desencadear crescimentos tumorais. No entanto,
€ pouco provavel que uma Unica alteracdo genética ou um uUnico agente explique o
cancer. Os estudos de suas causas tém sido, em grande parte, de carater
epidemioldgico, com o suporte de estudos que envolvem técnicas de biologia celular

e molecular (FENTIMAN, 1993; SANTOS; MELLO, 2008).

Dentre os estudos desenvolvidos na oncologia, encontram-se investigacées de
agentes possivelmente relacionados ao desenvolvimento, desencadeamento e/ou
inibicdo do cancer, tais como genes, enzimas, quimioterapicos, radiacdes ionizantes,

horménios, receptores celulares, entre outros.

A radioterapia representa parte integrante do tratamento primario conservador do
carcinoma mamario, com o objetivo de se obter um melhor controle tumoral in situ
(ZUCALL, 1992; LIU, 2009). O estudo dos efeitos das radia¢cdes ionizantes em nivel
celular é importante para a compreensdo da inducdo de alguns fenbmenos, dentre

0S quais se encontra a apoptose (TAMAMOTO et al., 1999; ANDRADE, 2002).
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Apoptose é a morte celular programada que ocorre em resposta a determinados
estimulos, como: fatores de crescimento, toxinas, radicais livres, calcio, agentes
oxidantes, agentes mutagénicos, glicocorticoides, infeccbes virais, supressao
hormonal, etc. Trata-se de um processo de autodestruicdo celular modulado, que
leva grupos de enzimas a atuarem nos meios intra e intercelular. Seu principal
objetivo é a manutencdo da fidelidade genética do organismo, minimizando a
variacdo fenotipica e eliminando as alteracdes genotipicas (VALLE, 1999; LAN,

2008).

Dentro desse contexto, € importante avaliar as células cancerosas irradiadas para se
conhecer a relacdo entre a dose de radiacdo recebida, o percentual de apoptose
induzida e a viabilidade celular. Dessa forma, é possivel verificar os efeitos
deletérios das radiacfes ionizantes, de modo a auxiliar na definicdo do tratamento a
ser seguido. Posteriormente, estudos da expressdo de determinados receptores
tumorais frente a essas exposi¢oes poderdo ser realizados, dando continuidade a

esse estudo.

2 OBJETIVO

Avaliar e comparar, por meio da viabilidade celular, o comportamento in vitro de uma
linhagem de adenocarcinoma mamario (MDA MB-231) e de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) antes e ap0s exposicdo a cinéticas de doses e taxas

de doses de radiagdo gama.
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3 JUSTIFICATIVA

A linhagem MDA MB-231 apresenta comportamento usualmente radiorresistente,
enquanto as PBMC, células envolvidas na resposta do sistema imune as agressoes

de natureza enddgena e exdgena, sdo bastante sensiveis a radiacao.

Esse tipo de estudo, utilizando linhagens celulares cultivadas in vitro, torna-se
valioso na expectativa de fornecer suporte aos pesquisadores na compreensao da
resposta biolégica de linhagens cancerosas a variacdes de doses e taxas de dose,
muitas vezes presentes durante 0s processos de irradiacdo no tratamento

radioterapico.

E observado que sob uma determinada exposicéo terapéutica, a variacdo da taxa de
dose pode interferir na resposta de tratamentos de cancer e mesmo na resposta a

doencas radioinduzidas.

Experimentos preliminares realizados pelo Nucleo de Radiacdes lonizantes (NRI) do
Departamento de Engenharia Nuclear (DEN) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) ja haviam demonstrado alteracdes na viabilidade da linhagem celular
PBMC, altamente radiossensivel, e da linhagem de cancer de mama MDA MB-231,
radiorresistente, numa cinética de dose de radiacdo. Entretanto, ndo foi investigada

a cinética em funcéo da taxa de dose (ANDRADE, 2002).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A radioterapia € uma das opcOes terapéuticas para o tratamento do cancer. A
resposta celular a radiacéo ionizante produz um espectro de efeitos que vao desde a
interrupcdo do crescimento até a morte celular por apoptose, senescéncia, necrose
ou catéstrofe mitética, e autofagia (ILYENKO et al., 2011). A apoptose € a principal
causa de morte celular induzida pela radiacdo; entretanto, tumores sélidos
provenientes de células epiteliais apresentam resisténcia a apoptose induzida por

radiacdo (CHEN et al., 2010).

Sendo a radioterapia estabelecida no tratamento do cancer de mama para aumentar
tanto o controle local como a sobrevida, o desafio para este século é minimizar a
morbidade causada por este tratamento, sem perder sua eficacia (COLES et al.,

2005).

O objetivo da radioterapia moderna é alcancar um indice terapéutico favoravel,
levando as células malignas a perderem a sua clonogenicidade e preservando ao

maximo os tecidos normais.

A radiacdo gama, utilizada nos tratamentos de radioterapia para o cancer de mama,
é classificada como ionizante. As radiagbes ionizantes, ao interagirem com O0S
tecidos vivos, podem causar diversos danos celulares. Estas interacées podem ser
desde completamente reparadas, tornando-se inOcuas, até tdo graves que levem a
morte celular, passando pelos seus possiveis efeitos mutagénicos ou de diminuicao

da funcéo celular (MURAD; KATZ, 1996).
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O planejamento de aplicacdo das radiacbes Iionizantes esta relacionado a
radiossensibilidade e resisténcia celular, que sdo associadas a atividade mitotica das
células em estudo e/ou alvo. Quanto mais indiferenciado e proliferativo o tecido,
mais sensivel a radiacdo e, no outro extremo, quanto mais diferenciado e estavel,

mais resistente.

Uma ampla variedade de sistemas bioquimicos celulares € ativada pela radiacéo
ionizante. E provavel que lesbes a esses alvos desencadeiem uma expresséo
génica alterada. As etapas do ciclo celular podem ser alteradas ou interrompidas,

levando as células a entrarem em apoptose (POLLOCK et al., 2006).

As radiacdes podem ser classificadas de acordo com a quantidade de energia média

depositada na matéria por unidade de comprimento (keV. x m™). A radiacdo gama é

considerada de baixa LET (Linear Energy Transference), ou seja, possui uma baixa

densidade de ionizac&o por unidade de comprimento.

O uso de radiacdo de baixa LET € um importante instrumento na conducdo do
tratamento do cancer. Os mecanismos de reparo do DNA apdés irradiagdo com baixa
LET devem ser investigados para uma melhora continua do resultado da
radioterapia clinica (VANDERSICKEL et al.,, 2010). Conforme se amplia a
compreensao do efeito bioldgico molecular das radiacbes, também se aumenta a
capacidade de conduzir esse processo para obtencéo de vantagem terapéutica, com

a identificagéo de alvos moleculares especificos.

O cancer é causado por mudancas na fungéo ou na expressao de genes importantes
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como consequéncia de mutacdo, translocacdo, amplificacdo, delecdo ou de
processos epigenéticos herdaveis (POLLOCK, 2006). O cancer de mama € uma
doenca que adquiriu uma importancia notavel nos ultimos anos e € motivo de séria
preocupacao por parte das politicas de saude publica, sendo alvo de pesquisas em
todo o mundo devido a sua alta incidéncia e mortalidade, especialmente em paises

como o Brasil (COSTA, 1999; FERREIRA; ROCHA, 2004).

Durante os ultimos 30 anos, grandes avancos foram alcancados na deteccéo
precoce do cancer, no ato operatorio, que se tornou menos radical, na radioterapia,
gue permitiu a cirurgia conservadora para muitas mulheres, e no uso da quimio e da
hormonioterapia adjuvantes, que tém salvado um numero significativo de vidas.
Apesar desses progressos, muito permanece por ser alcancado, e maiores recursos
econdbmicos serdo necessarios para se continuar buscando o controle dessa

neoplasia (VALLE, 1999).

Sindromes de susceptibilidade ao cancer de mama foram relacionadas a mutacdes
em diversos genes. Os genes cancer de mama 1 (BRCA1) e cancer de mama 2
(BRCA2) sao responsaveis atualmente pela maioria dos canceres hereditarios de
mama e ovario. As funcdes precisas desses dois genes permanecem
desconhecidas. No entanto, ambos funcionam como genes supressores de tumor e
tém proteinas parceiras (partner proteins) similares, sugerindo funcdes relacionadas

(MEIJERS-HEIJBOER et al., 2001; FACKENTHAL,; OLOPADE, 2007).

Os detalhes da regulacdo da apoptose por oncogenes e genes supressores ainda

nao estao totalmente compreendidos, embora saiba-se da participagédo do gene p-
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53. Outro importante fator preditivo € a expressdo do gene c-erbB-2, cuja
amplificacdo ocorre em um ter¢co dos carcinomas mamarios e esta associado ao alto
grau histolégico e a reducdo da sobrevida (FARIAS, 2005). Diversos genes ligados

ao cancer foram descobertos nos ultimos 30 anos (MURAD et al., 2002).

Estudos in vitro de células do céancer de mama sdo necessarios para melhor
entendimento da probabilidade dos efeitos biolégicos das radiacGes ionizantes,
especialmente os que ocorrem em escala celular. E de interesse observar as
respostas produzidas pelas células frente as doses administradas, buscando, assim,

dar subsidio aos planejamentos terapéuticos.

As células MDA MB-231 constituem uma linhagem proveniente de adenocarcinoma
de mama imortalizado, disponivel para pesquisas in vitro. E uma cepa aneuploide
oriunda de uma mulher, cujos cromossomos normais N8 e N15 estdo ausentes.
Onze marcadores estaveis reorganizaram 0S Cromossomos que sao observaveis
como ndo-assinalados, além de muitos autossomas trissomicos. Muitos dos
cromossomos de marcador sao idénticos aos mostrados no cariotipo (YANG;

WEINBERG, 2008).

Farias e colaboradores (2005) investigaram a presenca de células apoptoéticas em
carcinoma ductal infiltrante da mama. A apoptose in situ foi detectada, e os
resultados demonstraram que pacientes com alto indice apoptotico estdo associados
a maiores niveis de proliferacdo celular. Estes achados indicam que em carcinomas
ductais da mama o numero de células em apoptose esta diretamente associado a

progressao histolégica e de outros fatores de mau prognostico, influenciando no
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comportamento biolégico desses tumores.

O estudo de Frank e colaboradores (1996) investigou a adequacéo da producao de
translocacdo observada em células irradiadas in vitro para a predicdo da
sensibilidade a radiacdo intrinseca dessas células. Em culturas celulares irradiadas
a 4 Gy, a producdo de translocacdo foi maior em células de adenocarcinoma
mamario radiossensiveis (MCF-7 e MDA MB-436) que em fibroblastos e células de
carcinoma de colo uterino radiorresistentes (CaSki). Os resultados também indicam
gue a radiossensibilidade individual cromossémica ndo € simplesmente uma funcéo

do comprimento dos cromossomos.

O gene do retinoblasmoma, Rb-1, um gene supressor de tumor, tem sido encontrado
alterado em 15 a 20% de pacientes com cancer de mama. Com grande frequéncia
tém sido encontradas muta¢des no gene produtor da p53. O oncogene c-myc esta
amplificado em cerca de um terco dos tumores malignos de mama, e foram
encontrados pontos de mutagdo no proto-oncogene H-ras. A compreensao acerca da
instabilidade genética que acompanha o céancer de mama, bem como da
amplificacdo ou mutacdo de genes especificos, podera fornecer os dados de sua

causa e progressao (VALLE, 1999).

Dentre os varios efeitos que as alteracbes da funcdo do gene p53 podem ter no
processo maligno, estédo as alteracdes na proliferacédo e apoptose, as quais tém sido
relacionadas a mudancas na sensibilidade a radioterapia e quimioterapia

(THOMPSON, 1995; MURAD et al., 2002).
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O uso de quimioterapicos ou radiacdes ionizantes promove uma destruicdo celular
cujo efeito predomina sobre as células neoplasicas em consequéncia de seu
acelerado ritmo proliferativo (PINHO, 2005). Uma forma de se eliminar mais células
tumorais que sadias € o fracionamento, isto €, administrando-se multiplas vezes a
radiacdo, ao invés de uma dose unica. Dessa forma, é permitido que as células
normais se recuperem mais eficientemente que as patologicas. Fatores relacionados
a radiorresisténcia intrinseca ou a hipdxia sugerem que um maior namero de fracdes
na radioterapia possa resultar em uma melhor resposta do tumor ao tratamento.
Assim, na pratica, a radioterapia € feita de forma fracionada, normalmente com cinco
aplicacdes por semana durante aproximadamente 6 semanas (KERR; SEARLE,

1980; FARIA, 1994; METTLER; UPTON, 1995).

O estabelecimento de fatores que levam ao progndstico tem especial importancia
guando estes contribuem para o planejamento terapéutico. Dentre os fatores
mensuraveis, encontram-se o grau de diferenciacdo do tumor, tempo de evolucéo,
estadiamento e alteracfes histoldgicas. O prognéstico dos pacientes depende de
inmeros fatores. Alguns estéo relacionados ao paciente e outros a biologia tumoral

e aos tratamentos instituidos (FARIA, 1994; JOBSEN et al., 2001).
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5 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas, referentes aos dois tipos de linhagens
empregadas. A primeira foi constituida por experimentos utilizando-se a linhagem
celular PBMC in vitro, que conferiu boa eficiéncia para demonstrar a cinética de
viabilidade celular frente a diferentes doses de radiacdo e duas taxas de dose, sendo
uma o quarto da primeira. Em uma segunda etapa, foram realizados os

experimentos utilizando a linhagem de cancer de mama MDA MB-231.

Os procedimentos experimentais foram realizados como seguem:

Linhagens pré-estabelecidas: Células Mononucleares do Sangue Periférico — PBMC
e linhagem de adenocarcinoma de mama — MDA MB-231.

Controle: o controle foi feito com culturas de PBMC e MDA MB-231 néo irradiadas.
Irradiacdo: garrafas T-25 de culturas in vitro foram submetidas a irradiagdo com
Cobalto-60 do aparelno de radioterapia Gammatron 580 do Hospital

Luxemburgo/Belo Horizonte, em cinco doses diferentes, conforme Figura 5.1.

Figura 5.1 Garrafas T-25 em processo de irradiacao
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Cinética de dose: foram empregadas as doses de 2, 4, 6, 8 e 10 Gy.

Cinética de taxa de dose: foram empregadas duas taxas de dose. Uma foi tomada o
quarto da primeira.

Cinética no tempo: aliquotas das culturas in vitro que foram submetidas as doses
supracitadas e aliquotas das culturas ndo irradiadas (controles) foram coletadas em
tempos pré-estabelecidos de 24, 48 e 72 horas.

Viabilidade Celular: o teste de viabilidade celular foi feito pelo teste de MTT (sal
tetrazélio), que tem como principio a verificacdo da viabilidade e quantificacdo da

proliferacéo celular baseada na clivagem desse sal (Figura 5.2).

| 24 horas MDAMB-231

e

Figura 5.2 Incorporagéo e metabolizacdo de MTT em células controle de
MDA MB-231 apéds 24h. Visualizacdo ao microscopio éptico no aumento de 100x

5.1 Material de cultura empregado

Foram utilizados frascos T-25 (25cm?) da Techno Plastic Products para cultura
celular e placas de 6 e de 96 pocos de fundo plano da Biofil; tubos Falcon de 15 mL
da JPROLAB; meios RPMI-1640, gentamicina, estreptomicina, soro fetal bovino
(SBF) e MTT da Sigma Chemical Company. As células mononucleares do sangue
periféerico humano (PBMC) foram obtidas por centrifugacdo em solugéo

HISTOPAQUE® — 1077 da Sigma-Aldrich. Para descarte de material contaminado,
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utilizou-se solucdo diluida a 4% de NaOH da Reagen. As células PBMC foram

coradas para contagem com Liquido de Turck da Newprov.

5.2 Linhagens celulares e manutencéo das culturas

As células de carcinoma mamario humano MDA MB-231 foram doadas pela Dra.
Mirian Paz do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas —
ICB/JUFMG. As células PBMC foram obtidas do sangue periférico humano. As
culturas celulares foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
10% de SBF e antibidticos gentamicina (50 ug.uL™) e estreptomicina (500 mg.mL™),

em frascos de cultura T-25 em atmosfera iUmida contendo 5% de CO, a 37 °C.

5.3 Separacao das celulas PBMC

As células mononucleares do sangue periférico foram separadas segundo
procedimento descrito por Gazzinelli e colaboradores (1983). O sangue heparinizado
foi aplicado em tubos Falcon de 15 mL contendo uma mistura de HISTOPAQUE®, na
propor¢cédo de uma parte deste reagente para duas partes de sangue. A preparacao
foi submetida a centrifugacdo por 30 minutos, a 1400 rotacdes por minuto (rpm) a
temperatura ambiente. Ao final da centrifugacdo obteve-se um anel de células
mononucleares na interface entre o HISTOPAQUE® e o plasma, o qual foi
cuidadosamente removido e transferido para tubos de fundo cénico de 15 mL
estéreis (2070 Graduated conical tube, Falcon). O volume foi completado para 15 mL
com solucdo RPMI-1640 n&o suplementado e procedeu-se a outra centrifugacéo (10
min, 1200 rpm). As células foram lavadas por mais duas vezes (10 min, 1200 rpm).

Ao final, uma aliguota da suspensao de células foi coletada e diluida (1:20) em tubo
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eppendorf contendo 90 uL de liquido de Tirck, e o niumero de células determinado
através de contagem em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscopio
6tico. A concentracdo de células foi ajustada para uma suspenséo contendo 10 x 10°
células/mL de RPMI-1640 suplementado. Toda manipulacédo das células foi realizada

em condicOes estéreis, em capela de fluxo laminar VECO.

5.4 Irradiacao das células com Cobalto-60

As garrafas T-25 contendo as células foram vedadas com Parafilm e transportadas
dentro de um frasco plastico rigido tampado, previamente descontaminado com
alcool 70% p/p. As células foram irradiadas com a fonte de Cobalto-60 do aparelho
de radioterapia Gammatron 580 do Hospital Luxemburgo em Belo Horizonte/MG

(Figura 5.3).

O Cobalto-60 é um radiois6topo que emite raios gama com energia média de 1,25
MeV. E utilizado em tratamentos de radioterapia desde a década de 1950 e possui

meia-vida de 5,261 anos.
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Figura 5.3 Aparelho de radioterapia Gammatron 580 — Hospital Luxemburgo/Belo

Horizonte

As amostras foram posicionadas a uma distancia de 51,5 cm da fonte para a maior
taxa de dose (X). J& para a menor taxa de dose (X/4), a distancia foi de 103 cm,

conforme Figura 5.4.

Fonte — i} -
Taxa de Dose = X
Taxa de Dose = X/4
i A4

Figura 5.4 Esquema de irradiagao considerando as duas taxas de dose utilizadas
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A dose de radiacéo equivale a energia depositada em uma quantidade de massa. E
dada em Gray (Gy), onde 1 Gy equivale a 1 Joule (J) por kilograma (kg); 1 Gy = 1
J.kg™. Assim, quando se fala em uma dose de 2 Gy, por exemplo, significa ceder a
matéria uma quantidade de 2 J de energia para cada kilograma. Ja a taxa de dose

reflete a cinética de como a dose € absorvida ao longo do tempo.

Para se aplicar uma mesma dose em duas amostras posicionadas a distancias
diferentes da fonte (como mostrado na Figura 04), a amostra com maior taxa de
dose (mais préxima a fonte) fica exposta a radiacdo durante menos tempo que a
amostra mais distante. De acordo com os calculos realizados no Departamento de
Fisica Médica do Hospital Luxemburgo no dia de irradiacdo das amostras, as taxas
de dose utilizadas foram X = 339,56 cGy.min™ e X/4 = 84,89 cGy.min™. Dessa forma,

o tempo de exposicdo das amostras para a taxa de dose X foram:

2 Gy — 0,54 minutos
4 Gy — 1,08 minutos
6 Gy — 1,62 minutos
8 Gy — 2,16 minutos

10 Gy — 2,7 minutos

Para a taxa de dose X/4, os tempos de exposi¢ao foram:

2 Gy — 2,14 minutos

4 Gy — 4,28 minutos

6 Gy — 6,42 minutos
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8 Gy — 8,56 minutos

10 Gy — 10,7 minutos

O campo utilizado foi de 35 x 35 cm?. As células foram expostas as doses de 2, 4, 6,
8 e 10 Gy a temperatura ambiente. Apds a exposicdo, as células retornaram a

incubadora de CO,.

5.5 Coleta das amostras

Aliqguotas de 500 pL foram coletadas das garrafas T-25 e transferidas para
eppendorfs de 1,5 mL utilizando-se pipeta automatica Eppendorf® Series 2100 ap6s
0s tempos de 24, 48 e 72 horas pés-irradiacao. Os eppendorfs foram identificados e

as amostras congeladas para realizacéo do teste de MTT.

5.6 Teste de MTT

O teste de MTT é baseado na capacidade das células de reduzirem o brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (um sal amarelo metabolizado no interior
das mitocondrias) em cristais de Formazan. Estes cristais se apresentam nha cor
purpura e podem ser facilmente visualizados em células viaveis através de

microscopia Optica invertida.

Em placas de 96 wells foram adicionados 20 yL de MTT e 100 yL de amostra em
cada well. As amostras ficaram na estufa metabolizando o MTT por 4 horas. Apds a
metabolizagao, 80 pL foram descartados de cada well e foram adicionados 80uL de

isopropanol (0,04 M). As placas foram incubadas por mais 18 horas. A viabilidade
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celular foi mensurada pela medida da Densidade Optica (DO) utilizando o leitor de
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) marca Stat Fax 303/Plus no
comprimento de onda de 595 nm. Dessa forma, foi possivel correlacionar a

absorbancia com o numero de células viaveis.

Os dados foram obtidos através da viabilidade obtida no instante zero e apods 24, 48
e 72 horas ap0s irradiacdo com 2, 4, 6, 8 e 10 Gy para as populacdes presentes nas
culturas. A normoxia se configurou entdo no momento zero (anterior a adicdo da
exposicao a radiacdo) e hiperoxia (apds a radiacdo com o0s raios gama). A medida

de DO obtida permite demonstrar alteracdo na metabolizacdo do MTT.

Procedimento para medida da viabilidade:

1. Separar placas de 96 pocos;

2. Na primeira fileira correspondente ao branco da leitora de ELISA, adicionar
20 yL de MTT, 100 yL de meio RPMI e SFB a 10% e 70 uL de SDS a
10%/HCI p/V em todos os poc¢os da fileira que adquiram a cor amarela;

3. Em seguida, remover a suspensédo celular de cada poco e inseri-la em
pocos separados em nova placa;

4. Fazer a leitura da placa com o comprimento de onda de 595 nm para

determinacdo da DO no aparelho de ELISA.

5.7 Andlise estatistica

Realizou-se uma comparacao intragrupos, de acordo com cinco doses (2, 4, 6, 8 e
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10 Gy) e duas taxas de dose diferentes para cada uma dessas doses. A média da
densidade Optica e o desvio padrdo foram obtidos através do teste T-student;
adotando-se um nivel de significancia de 5%. O software utilizado para as analises

foi o SPSS (Statistical Package for Social Sciences) para Windows 7.

6 RESULTADOS E ANALISES

Inicialmente serdo apresentados os resultados da viabilidade de PBMC, incluindo a
linhagem linfocitaria, cuja sensibilidade a radiacdo pdde ser detectada através de um
estudo de cinética de doses de radiacdo em tempos pré-estabelecidos, na presenca
de exposicdo a radiacdo de baixa LET, buscando uma possivel correlacdo entre a
dose administrada e a viabilidade celular em diferentes tempos, com duas taxas de
dose diferentes. Posteriormente serdo apresentados os resultados da linhagem MDA

MB-231.

6.1 Viabilidade de células PBMC ap0s irradiacdo com 2, 4, 6, 8 e 10 Gy

Os resultados serdo apresentados de acordo com as doses de radiacao utilizadas.
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6.1.1 Viabilidade a 2 Gy

A Figura 6.1 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensdo homogeneizada de células PBMC de garrafas T-25 que foram irradiadas
a 2 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.2 mostra a viabilidade celular

determinada para as células PBMC irradiadas a 2 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.1 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 2 Gy, taxa de dose X. A
barra branca representa o controle (células ndo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensao de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente
significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.2 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 2 Gy, taxa de dose X/4.
A barra branca representa o controle (células nao irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura poés-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)

Os dados mostram uma diminuicdo estatisticamente significativa (p < 0,05) da DO
na dose de 2 Gy em relacdo ao tempo de 48h com a taxa de dose X, sugerindo que,
numa linhagem radiossensivel, os efeitos da radiacdo ja podem ser percebidos pela
alteracéo da viabilidade celular. Foi observado o aumento da proliferacao celular no
controle (ndo irradiado), provavelmente devido ao processo fisioldgico de replicacao

celular (mitose).

No caso das células irradiadas, pode-se sugerir que a alteragdo observada na
diminuicdo da proliferacdo apds a dose de 2 Gy seria devida ao papel que a
radiacdo ionizante exerce provocando alteracbes biomoleculares, induzindo a
cascata de apoptose numa linhagem que apresenta radiossensibilidade exacerbada,
e que esse efeito jA pdde ser observado numa dose considerada baixa, se for

comparado com as doses da cinética que varia ente 2 e 10 Gy.
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Em contrapartida, pode-se mencionar uma observacdo importante em relacdo ao
efeito da taxa de dose associado a propria cinética de dose, relembrando que a taxa
de dose reflete a maneira como a dose € absorvida ao longo do tempo. Na dose de
2 Gy, o efeito da aplicacao diluida no tempo parece ter um efeito reconhecivel ao se

comparar o percentual médio de DO da Figura 6.2 com a Figura 6.1.

A diminuicdo da viabilidade foi menos perceptivel com a taxa X/4 nos tempos de 24,
48 e 72h, muito embora se tenha observado uma diferenca em relacdo ao controle

nao irradiado.

6.1.2 Viabilidade a 4 Gy

A Figura 6.3 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensao homogeneizada de células PBMC que foram irradiadas a 4 Gy na taxa de
dose X. Por sua vez, a Figura 6.4 mostra a viabilidade celular determinada para as

células PBMC irradiadas a 4 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.3 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 4 Gy, taxa de dose X. A
barra branca representa o controle (células nado irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a meédia de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagcéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.4 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 4 Gy, taxa de dose X/4.
A barra branca representa o controle (células ndo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensédo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padréo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagé@o as barras sem *. (p < 0,05)

Dando seguimento a avaliacdo da cinética de doses de radiacdo, considerando a
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diluicdo dessa dose no tempo no qual foi administrada, as duas taxas de dose
avaliadas e sua investigacdo nos tempos pré-determinados de 24, 48 e 72h,
enfatiza-se a importancia do impacto desse tempo na recuperacdo das ceélulas,
especialmente na inducédo do processo fisiologico de replicacdo e/ou ha mutagénese

celular.

A Figura 6.3 demonstra uma diminuicdo (embora ndo significativa) da viabilidade
celular nas primeiras 24h apoés a cultura de células ser irradiada a 4 Gy. Essa queda
foi significativa no tempo de 48h (p < 0,05), sugerindo que as funcdes vitais das
PBMC ja parecem ter sido afetadas apds a exposi¢cdo com essa dose, considerando
que varios fatores podem influenciar os efeitos radiobiolégicos, tais como a
qualidade da energia ionizante, a intensidade da radiacdo (efeito reversivel e
irreversivel), a maneira da exposicao — isto €, se de corpo inteiro ou de parte dele, se
externa ou interna, se simples, continuada ou fracionada — o tempo de exposicao e a
distribuicdo de doses entre os diversos tecidos. E interessante notar que a
recuperacdo nado significativa observada com o tempo de 72h pode ter ocorrido
devido ao processo fisioldgico de blastogénese, e ndo porque os danos celulares

possam ter diminuido.

Quando se compara o efeito da dose na taxa X/4, observa-se na Figura 6.4 que o
processo fisioloégico de replicacdo foi reconhecivel, uma vez que houve uma
recuperacdo significativa do percentual de DO, que reflete a viabilidade dessas
células em detrimento do tempo, sugerindo que a taxa de dose parece exercer um
papel importante na forma como esses danos sdo potencializados na célula e,

possivelmente, que a prépria inducdo da cinética de morte celular possa ser
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desencadeada por vias de sinalizacdo alternativas em funcédo da dose administrada.
Essa explicacdo € aceitavel quando se observa que no tempo de 72h houve,

novamente, a diminuicdo da viabilidade das células apds a exposicao a 4 Gy.

6.1.3 Viabilidade a 6 Gy

A Figura 6.5 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensdao homogeneizada de células PBMC de garrafas T-25 que foram irradiadas
a 6 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.6 mostra a viabilidade celular

determinada para as células PBMC irradiadas a 6 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.5 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 6 Gy, taxa de dose X. A
barra branca representa o controle (células nado irradiadas) e a barra cinza
representa suspensédo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padréo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.6 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 6 Gy, taxa de dose X/4.
A barra branca representa o controle (células néo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagcéo as barras sem *. (p < 0,05)

O efeito crescente de doses de radiacdo foi impactante na dose intermediaria de
exposi¢cdo a radiagdo, como observado nas culturas de PBMC in vitro expostas a 6
Gy. A Figura 6.5 demonstra uma diminuicdo bastante significativa (p < 0,05) do
percentual de viabilidade celular ja nas primeiras 24h apds a exposi¢cao coma taxa X,
tendo esse percentual se mantido significativamente baixo nas 48 e 72h, se

comparado com a dose de 4 Gy (Figura 6.3).

Em contrapartida, quando essa mesma dose foi administrada a cultura num intervalo
de tempo maior (X/4), observa-se que o efeito sobre a viabilidade foi bastante
intenso nas 48 horas, causando diferenca significativa em relagdo ao controle, o que
nao ocorreu com as doses de 2 e 4 Gy nesse mesmo intervalo de tempo pos-
irradiacdo. Nota-se que com 72h ocorre uma diminuicdo bastante significativa da

viabilidade celular. O efeito de doses fracionadas de radiacdo ja havia sido
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demonstrado anteriormente por Soto & colaboradores (1996), utilizando uma
linhagem de cancer mamario com resisténcia intermediaria na qual foi avaliada a
proliferacdo de fibroblastos submetidos a doses muito mais baixas do que as

utilizadas nesse estudo.

6.1.4 Viabilidade a 8 Gy

A Figura 6.7 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensao homogeneizada de células PBMC de garrafas T-25 que foram irradiadas
a 8 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.8 mostra a viabilidade celular

determinada para as células PBMC irradiadas a 8 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.7 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 8 Gy, taxa de dose X. A
barra branca representa o controle (células nado irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padréo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.8 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 8 Gy, taxa de dose X/4.
A barra branca representa o controle (células ndo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padréo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)

Anteriormente foi mencionada uma observacao importante em relagcdo ao efeito da
taxa de dose associado a propria cinética de dose. A diminui¢cdo da viabilidade na
exposicao a 8 Gy foi extremamente significativa nos tempos de 24, 48 e 72h, nao
somente em relacdo ao controle ndo irradiado, mas em relacdo também a dose de 6
Gy, conforme é observado na Figura 6.5. Isso sugere que o efeito da dose de 8 Gy
pode ter potencializado a morte celular em cultura, com uma tendéncia de
irreversibilidade na viabilidade da mesma, quando a dose foi aplicada na taxa de
dose X. O efeito da taxa de dose ainda pdde ser reconhecido com 8 Gy conforme
observa-se na Figura 6.8, principalmente nas 72h seguintes a exposicao a radiacao,
muito embora tenha ficado claro que o efeito da dose em si foi considerado
impactante para inducdo de morte celular, levando, provavelmente, ao desbalanco

entre proliferacdo e apoptose.
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6.1.5 Viabilidade a 10 Gy

A Figura 6.9 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensao homogeneizada de células PBMC de garrafas T-25 que foram irradiadas
a 10 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.10 mostra a viabilidade celular

determinada para as células PBMC irradiadas a 10 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.9 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 10 Gy, taxa de dose X. A
barra branca representa o controle (células ndo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padrédo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.10 Viabilidade de células PBMC in vitro irradiadas a 10 Gy, taxa de dose
X/4. A barra branca representa o controle (células ndo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagcéo as barras sem *. (p < 0,05)

Os dados mostram uma diminuigdo estatisticamente significativa da DO em relacao
ao controle ndo irradiado, conforme comportamento bioldégico esperado para uma
linhagem altamente radiossensivel. No entanto, a observacdo mais relevante diz
respeito a diminuicdo significativa da viabilidade das células em cultura, jA nas
primeiras 24h, com uma queda drastica observada em 48 e 72h. Considerando-se
gue essas culturas foram irradiadas na taxa de dose X, sugere-se que os efeitos
nocivos decorrentes da radiacdo em alta dose foram suficientes para interferir na
blastogénese celular. E interessante notar os efeitos deletérios da radiagio bastante

acentuados nas 72h que se seguiram apos a irradiacdo conforme a Figura 6.11.
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Figura 6.11 Células PBMC irradiadas com Cobalto-60 apds 72 horas.
Aumento de 200x e 400x

Em contrapartida, é interessante notar que a viabilidade celular apresentou um
comportamento semelhante ao observado para as doses anteriores, quando as
células foram irradiadas na taxa de dose X/4, muito embora o aumento da DO
observado em 48h, significativo em relacdo aos tempos de 24 e 72h, possa ser

apenas o reflexo de processos de mitose interrompidos.

6.2 Viabilidade da linhagem MDA MB-231 apos irradiacdo com 2 e 10 Gy

6.2.1 Viabilidade a 2 Gy

A Figura 6.12 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensdao homogeneizada de células MDA MB-231 de garrafas T-25 que foram
irradiadas a 2 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.13 mostra a viabilidade

celular determinada para essas células irradiadas a 2 Gy na taxa de dose X/4.
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Figura 6.12 Viabilidade de células MDA MB-231 in vitro irradiadas a 2 Gy, taxa de
dose X. A barra branca representa o controle (células nao irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a meédia de
triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagcéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.13 Viabilidade de células MDA MB-231 in vitro irradiadas a 2 Gy, taxa de
dose X/4. A barra branca representa o controle (células néo irradiadas) e a barra
cinza representa suspensao de cultura pés-irradiada. As barras expressam a média
de triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Os dados apresentados na Figura 6.12 mostram a viabilidade celular da linhagem
MDA MB-231 antes e ap0s a exposicdo das garrafas de cultura in vitro dessas

células a dose de 2 Gy.

O experimento controle mostrou a capacidade das células MDA MB-231
preencherem o frasco T-25 e manterem-se clonogénicas além de 48h pés
confluéncia sem troca de meio, conforme se observa na viabilidade do controle
(Figuras 6.12 e 6.13). O experimento controle mostrou também que apos 72h a
concentracdo de células é alta e a densidade celular leva ao elevado consumo de
nutrientes do meio suplementado, tornando-o &cido devido aos subprodutos

excretados no periodo de tempo de 70-120h, nas condi¢cfes de nédo troca de meio.

Considerando uma baixa dose de radiacdo, os resultados observados nesse ensaio
foram opostos as observacdes feitas para as PBMC em cultura nas mesmas
condicdes de exposicdo e dose. Os dados, além de ndo apontarem diminuicdo da
viabilidade celular apés a adicao do sobrenadante da cultura irradiada com 2 Gy as
culturas néo irradiadas (comparado ao controle ndo irradiado), mostraram um
aumento dessa Vviabilidade, sugerindo uma expansdo clonal nessa dose,
principalmente apds 48h em cultura e que possivelmente os co-fatores ou enzimas
produzidas pelas células irradiadas ndo foram capazes de induzir a viabilidade de
células “naive”, ndo irradiadas. As mesmas observacdes foram feitas para a dose de
2 Gy na taxa de X/4, sugerindo também uma radiorresisténcia quando a dose foi

administrada num intervalo de tempo maior (Figura 6.13).
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6.2.2 Viabilidade a 10 Gy

A Figura 6.14 mostra a viabilidade celular determinada pelo teste de MTT para a
suspensao homogeneizada de células MDA MB-231 de garrafas T-25 que foram
irradiadas a 10 Gy na taxa de dose X. Por sua vez, a Figura 6.15 mostra a

viabilidade celular determinada para essas células irradiadas a 10 Gy na taxa de

dose X/4.
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Figura 6.14 Viabilidade de células MDA MB-231 in vitro irradiadas a 10 Gy, taxa de
dose X. A barra branca representa o controle (células néo irradiadas) e a barra cinza
representa suspensdo de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média de
triplicatas e apresentam o desvio-padréo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relacéo as barras sem *. (p < 0,05)
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Figura 6.15 Viabilidade de células MDA MB-231 in vitro irradiadas a 10 Gy, taxa de
dose X/4. A barra branca representa o controle (células néo irradiadas) e a barra
cinza representa suspensao de cultura pos-irradiada. As barras expressam a média
de triplicatas e apresentam o desvio-padrdo. * representa diferenca estatisticamente

significativa em relagcéo as barras sem *. (p < 0,05)

Os dados apresentados na Figura 6.14 confirmam os achados de Cockerham
(2002), que mostram que os efeitos toxicos da radiagdo sobre linhagens celulares
radiorresistentes dependem da dose total absorvida. No presente estudo, observa-
se que a viabilidade de linhagens de células tumorais humanas pode ser
influenciada pela dose e pelo tempo de exposi¢cdo. A Figura 6.14 evidencia uma
diminuicéo significativa da viabilidade celular da linhagem MDA MB-231 nas 72h que
se seguiram apos a irradiacdo com 10 Gy na taxa X em comparagado aos tempos de
24 e 48h, sugerindo que, mesmo com a aparente proliferacdo (confluéncia) da
linhagem, tais efeitos toxicos sobre as células foram reconhecidos a partir da queda

na curva de viabilidade.

Alguns aspectos morfolégicos de células em cultura da linhagem de

adenocarcinoma mamario MDA MB-231 ja haviam sido abordados anteriormente em
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estudo sugerindo efeitos deletérios nas doses mais elevadas (10 Gy). Estudos de
Campos e colaboradores (2010) mostram a andlise de imagens providas de frascos
com células da linhagem MDA MB-231 durante a irradiacdo, sugerindo a existéncia
de processos apoptoticos. As células apoptéticas apresentam uma morfologia
diferenciada em relacdo ao tamanho e granulosidade, sendo muito mais granulosas
gue aguelas que nao sofreram os danos decorrentes da radiacdo. Ha indicios de
presenca de vacuolos e corpos apoptoticos existentes. Ha também a presenca de

células disformes com possivel indicacdo de necrose.

7 DISCUSSAO

O envolvimento do sistema imune na destruicdo dos tumores tem constituido tema
central em pesquisas imunolégicas. Este conceito se fundamenta em casos bem
documentados de regressdo espontanea de tumores, na descoberta de grande
variedade de antigenos tumor-especificos e no desenvolvimento de modelos
experimentais, em que a imunizacdo com esses antigenos modifica o

comportamento da neoplasia (MARSILLAC, 1980).

A escolha de células do sangue periférico para comparacdo com uma linhagem
resistente se justifica, considerando que o quadro sanguineo ja se altera a partir de
0,25 Gy. Todas as células do sangue sao alteradas, obedecendo, no entanto, a certo
grau de radiossensibilidade. Em geral, os primeiros elementos a desaparecerem sao
os linfocitos (em poucas horas), logo apds os granulécitos (alguns dias), em seguida
as plaquetas e, finalmente, os eritrécitos (algumas semanas). Antes da linfocitopenia,
h& hiperleucocitose passageira (somente neutréfilos) com reducdo dos eosindfilos e,

logo a seguir, dos linfécitos (BRABO, 2010).
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A leucopenia reinstala-se dois a trés dias depois e envolve todas as células brancas,
levando o individuo a um grau variado de imunossupressao, que certamente ira se
refletir no sucesso do tratamento da doenca. Em geral, em seguida ao oitavo dia
ap0s a exposicdo aos raios ionizantes, inicia-se a fase de regeneracdo da série
linfatica, mesmo antes que a neutrofilopenia tenha chegado ao nivel mais baixo.
Usualmente a regeneracao total da série branca se da 4 a 6 semanas apo0s as
irradiacfes. As alteracbes morfologicas das células sanguineas sédo de carater
degenerativo. Aparecem, todavia, no sangue circulante, células jovens com certo
grau de atipia. Os linfécitos, geralmente apos irradiacdo do corpo todo, tornam-se
picnoticos. Os granulocitos neutrofilos sofrem degeneragéo vacuolar do nucleo e do
plasma, sendo este achado frequente em portadores de leucemia tratados por raios-
X. Nos granulécitos aparecem também granulacfes basofilas atipicas e néo rara a

formacéo de granulécitos gigantes multilobulados (REZENDE, 1995).

As células expostas a acao direta das radiacBes podem sofrer danos biolégicos que
levam a mutagOes génicas. Essas mutacdes correspondem a alteragdes introduzidas
na molécula de DNA, resultando na perda ou transformacdo de informacdes
codificadas na forma de genes, e em quebras, que resultam na perda da integridade
fisica do material genético (quebra da molécula), podendo desencadear

diferenciagdes celulares descontroladas.

Os tipos de alteracbes ou aberracbes cromossdmicas que as células expostas a
radiacdo podem sofrer séo, a principio, quatro: delecéo (deficiéncia), constituida pela
a falta de um pedaco do cromossomo (podendo ser terminal ou intercalar);

duplicacdo, onde ha duplicidade de um pedaco do cromossomo (a mesma
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sequéncia de genes se repete); translocacdo, onde dois cromossomos sofrem
fratura e os pedacos sdo trocados; inversdo, onde é preciso que 0 Cromossomo
sofra duas fraturas e que o pedaco solto se ligue, apés um giro de 180°, aos locais

fraturados do cromossomo (READ; DONNAI, 2008).

Os efeitos bioldgicos das radiacdes ionizantes podem ser avaliados através de
ensaios de viabilidade celular (monitoramento da proliferacdo celular), ensaios
bioquimicos (deteccdo de receptores associados a apoptose ou a diferenciacéo
celular descontrolada; receptores tumorais) e biologia molecular (deteccdo de
citocinas e fatores de crescimento, além dos grupos de enzimas associadas a
transcricdo de genes tumorais, envolvendo resisténcia e sensibilidade in vitro). A
avaliacdo dos perfis de citocinas/fatores de crescimento e/ou enzimas torna-se
importante na busca de uma correlacdo entre dose de radiacdo administrada e a

inducéo da capacidade de proliferacédo e diferenciacéo dessas células.

Exposicbes de linhagens de células tumorais fornecem um importante modelo para
verificar os efeitos deletérios da irradiacdo ionizante sobre células. Linhagens de
células MDA MB-231 e MCF-7 sdo usadas para investigacdo do cancer de mama

humano.

Estudos anteriores demonstraram a eficiéncia de se avaliar cineticamente os efeitos
de doses de radiacdo sobre células em culturas in vitro. Michelin e colaboradores
(2009) avaliaram o efeito da cinética de doses de radiagéo ionizante na modulagao

da expresséo de moléculas de superficie celular através da citometria de fluxo.
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Soto e colaboradores (1996) demonstraram o efeito de baixas doses de radiacéo
utilizando linhagem tumoral de mama MCF-7, avaliando a proliferacdo de

fibroblastos submetidos a doses de 10-15 i Gy e observaram um efeito na

diminuicéo da proliferacdo dessas células.

Radiossensibilidade de MCF-7 foi demonstrada enquanto radiorresisténcia da
linhagem MDA MB-231 foi demonstrada na dose 10 Gy (HUNAKOVA et al., 2000).
Estudos propuseram um modelo resistente a radiacdo através de clones de MDA
MB-231 para irradiacdo a baixa LET fracionada com 40 ou 60 Gy, 2 ou 4 Gy por
fracdo. Outro estudo j& havia demonstrado o comportamento de radiorresisténcia da

linhagem MDA MB-231 (PEARCE, 2001).

Estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisas do NRI compararam a linhagem
MDA MB-231 com células PBMC irradiadas com raios gama nas doses de 10, 25 e
50 Gy. Os resultados demonstraram a radiorresisténcia da linhagem de céncer de
mama humano, mostrando que MDA MB-231 é capaz de sobreviver a radiagao,
apesar de ter recebido altas doses de raios Gama oriundos de Cobalto-60, enquanto
as células do sangue periférico apresentaram radiossensibilidade em todas as doses

testadas (ANDRADE, 2002).

O estudo supracitado forneceu embasamento para se comparar a cinética de doses
das duas linhagens, sendo possivel atribuir um papel crucial das radiacoes,
sugerindo efeitos deletérios sobre células normais em cultura in vitro.

No presente estudo foi demonstrado que as linhagens de células humanas podem

ter sido influenciadas pelo tempo de exposicdo. Os efeitos imediatos observados
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apontam sinais clinicos resultantes da morte celular e, tardiamente, o efeito
estocastico, devido a lesdo do material nuclear podendo levar ao surgimento de
cancer ou mutacao génica. Estudos de Chockerham (2002) mostram que os efeitos
toxicolégicos da radiacdo sobre linhagens celulares dependem da dose total

absorvida.

Ao se comparar a viabilidade da linhagem MDA MB-231 irradiada com as doses de 2
e 10 Gy, utilizando-se duas taxas de dose distintas e considerando-se ndo somente
a capacidade de manutencdo de viabilidade dessas células, mas também as
aberracdes cromossomiais, pode-se inferir que o fator tempo €, decerto, crucial para

induzir a um nimero maior de aberracdes e alterac6es morfoldgicas.

Outros estudos mostraram a acdo da radiacdo sobre o sistema nervoso, que era
considerado relativamente resistente. O longo periodo de laténcia para o
aparecimento de lesBes dificulta as avaliacbes, como a desmielinizacdo, que é
iniciada cerca de duas semanas apOs a irradiacdo. Em animais de laboratério
expostos a uma Unica dose de 15 Gy, ja foi relatada necrose do tecido branco, assim
como alteracdes morfolégicas também ja foram detectadas com dose a partir de 10
Gy (CHOCKERHAM, 2002). Segundo esse autor, animais irradiados mesmo com
doses baixas de 0,005 a 0,5 Gy também parecem apresentar alteragdes vasculares,

com quebra da barreira hematoencefalica.

Dentro do contexto de que uma cinética de dose de radiacdo poderia induzir efeitos
deletérios do sistema nervoso — visto que doses baixas em torno de 0,02 Gy sao

capazes de induzir ndo somente um aumento da sintese de acetilcolina, mas
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também refletir sobre o préprio sistema imunolégico do animal, ja que altera toda a
mobilizacdo ibnica intracelular — pode-se supor que essas alteracdes estariam
associadas a prépria resposta e capacidade de modular os efeitos das injarias, pelas

células do sistema nervoso, alterando inclusive a maturacdo das mesmas.

Torna-se de fundamental importancia avaliar futuramente possiveis alteracoes
biomoleculares das linhagens MDA MB-231 e PBMC, considerando-se que o
observado € a probabilidade carcinogénica a partir de células irradiadas ser superior

a probabilidade de ocorréncia deste processo a partir de células nao irradiadas.

8 CONCLUSOES

As exposicdes in vitro de linhagens de células MDA MB-231 e PBMC fornecem um
importante modelo para se investigar os efeitos deletérios da irradiagdo ionizante em

células radiorresistentes e radiossensiveis, respectivamente.

Foi possivel observar a correlagcdo entre a dose de radiacdo administrada e a
viabilidade celular. A radiacdo ionizante ativa diversos sistemas bioquimicos ao
interagir no nicleo das células. A medida que as células receberam maior dose, o
indice de apoptose também aumentou. Mesmo na linhagem radiorresistente, uma

dose elevada fez com que a populacéo celular diminuisse.

Mantendo-se constante a dose e assumindo-se duas taxas de dose, foi observado
que, para a taxa de dose representativa de um quarto da padrdo, as células
irradiadas tiveram uma melhor recuperacéo entre 48 e 72h, indicando que o tempo

de exposicdo a radiacao influencia nas respostas celulares.
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Os resultados da diminuicdo de viabilidade celular apds irradiacdo poderiam ser
explicados pela presenca de co-fatores sollveis e/ou enzimaticos potencialmente
nocivos a sobrevivéncia das células, levando ao desencadeamento da cascata de
apoptose celular. Ao considerar-se que o efeito de uma dose mais baixa (2 Gy) seja
capaz de desencadear a apoptose, poderia-se inferir que esse efeito observado com
uma dose mais elevada (10 Gy) teria um impacto sobre as vias enzimaticas que
levariam as células a entrar em apoptose de uma forma mais rapida, o que reflete a
baixa DO observada nos trés tempos de coleta (24, 48 e 72h), se comparado com as

observacdes feitas com as doses menores e intermediarias.

Observa-se que, para todas as doses, a linhagem radiossensivel demonstra uma
cinética no tempo caracteristica, ao se comparar as duas taxas de dose.
Considerando-se a taxa de dose X, nas primeiras 48h sempre ocorre uma queda de
viabilidade, seguida de uma leve recuperacdo. Ja na taxa de dose X/4, ocorre

primeiramente recuperacao, seguida de uma queda de viabilidade.

Ainda a respeito da cinética das células PBMC, poderia-se inferir, ao observar os
tempos de 24 e 48h nas taxas de dose X, que no tempo de 72h a viabilidade
diminuiria, seguindo uma tendéncia de apenas morte celular ocorrendo. Mas o
observado, em todas as doses, € uma recuperacao celular nesse tempo, mostrando
a importancia de se avaliar detalhadamente uma cinética para se compreender o
comportamento das células in vitro. Ja na taxa de dose X/4, ap0s as 48h, o inferido
poderia ser o aumento da viabilidade em 72h, mas isso ndo é observado. Apés
receberem uma dose de radiacdo diluida no tempo, ha um maior intervalo para o

processamento das reacOes celulares, que acaba resultando em queda de
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viabilidade. Esse modelo de estudo torna-se importante para mostrar os diferentes
comportamentos dessa linhagem quando exposta a uma dose de maneiras

diferentes em relagcédo ao tempo.

A linhagem de adenocarcinoma mamario apresentou um comportamento mais linear
ao receber uma dose elevada de radiacdo na taxa de dose X. As células nao
conseguiram reverter 0s processos apoptoticos induzidos pelos raios gama, tendo a
viabilidade diminuido ao longo do tempo. Para a taxa de dose X/4, as células
conseguiram recuperacdo da viabilidade em 48h, mas houve nova queda em 72h,
demonstrando que, mesmo apds essa recuperacdo aparente, a cultura pode estar
contaminada com subprodutos apoptoticos liberados, que levam as células sadias a

perderem a capacidade de proliferacdo devido a toxicidade do meio.

E importante comparar esse modelo de estudo (linhagem radiossensivel e
radiorresistente) com o préprio organismo dos pacientes, pois ali sdo aplicados
feixes de radiacdo e todo o ambiente atingido passa por transformacdes
bioguimicas, havendo subprodutos toxicos, variacdo no nivel de oxigenacao, células

sadias e tumorais sendo afetadas ao mesmo tempo, entre outros.

Considerando os efeitos da radiacdo sobre o processo de imunossupressao no
tratamento radioterapico, pode-se supor que tais efeitos impactariam sobre a
repercussao do tratamento de tumores em pacientes que, ao receberem doses
maiores de radiacdo, apresentariam quadros graves de imunossupressdo. Essa
imunossupressdo, num momento posterior, poderia contribuir, inclusive, para

inducdo de novos focos tumorais em outros microambientes do organismo, que nao
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o foco primario, podendo levar também a recidivas tumorais.

As fontes de Cobalto-60 dos equipamentos de radioterapia nem sempre s&o
substituidas de acordo com a meia-vida deste is6topo. Assim, os planejamentos dos
tratamentos muitas vezes sao feitos variando-se o0 tempo de exposicdo ou a
distancia do paciente em relacdo a fonte. De acordo com o presente estudo, esse
tipo de planejamento poderia causar diferentes resultados nos tratamentos, uma vez
gque o comportamento das células se da de maneira distinta quando estas séo
expostas a taxas de doses maiores ou menores. Assim, as variacdes na taxa de
dose podem interferir no protocolo de radioterapia, e este estudo abre possibilidades
para novas pesquisas referentes a linhagens celulares, doses, tempos de exposicao,
viabilidade, fontes de radiacdo, distribuicdo de dose, fracionamento de doses,
comportamentos celulares, entre outros, no intuito de fornecer melhor suporte a

futuros planejamentos terapéuticos.

E interessante reportar sobre a possibilidade de posterior avaliagdo das linhagens
celulares utilizadas neste estudo utilizando a citometria de fluxo como uma técnica
importante para o0 monitoramento do efeito da radiagdo com doses crescentes,
inclusive na determinacdo de co-fatores solluveis, a exemplo do TNF-beta nos
sobrenadantes das culturas irradiadas para, dessa forma, compreender de forma
mais clara os efeitos desencadeadores de proliferacdo tumoral que ocorrem nessa

doenca.

Torna-se de fundamental importancia avaliar futuramente, sequencialmente,

possiveis alteragcbes biomoleculares dessas linhagens, considerando que o
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observado € que a probabilidade carcinogénica a partir de células irradiadas é
superior a probabilidade de ocorréncia deste processo a partir de células nao

irradiadas.
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