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Resumo

Apoptose € uma forma de morte celular programada que remove
seletivamente células alteradas, e assim contribui para a manutengcédo do equilibrio da
dindmica da reproducéao celular. Portanto a verificagdo da ocorréncia da morte celular
por apoptose apds um dado estimulo patologico é de crucial importancia para a analise
da manutencgédo do ciclo celular normal de um dado tecido ou érgéo. Neste experimento
foram utilizadas as linhagens de células mamarias humanas tumorais, MCF7, T47,
MDAMB231, que foram irradiadas com raios-X a uma dose de 5 Gy em um intervalo de
tempo de 15 segundos, e filtragdo de 1 mm de aluminio. As amostras com as células
foram cultivadas num meio de cultura especifico que continha soro fetal bovino e fator
de crescimento, e foram preparadas duas amostras com cada uma das linhagens de
células, uma para ser irradiada, e outra, que nao foi irradiada, que se denotou por
controle negativo da irradiagao. O objetivo fundamental do experimento foi o de verificar
e comparar os indices de apoptose em cada uma das linhagens de células, nas que
foram irradiadas e nas que nao foram irradiadas, utilizando a citometria de fluxo como
método de detecgdo da morte celular por apoptose, em conjunto com os marcadores
especificos anexina V e iodeto de propideo. Os dados das leituras feitas pela citometria
de fluxo foram analisados e interpretados através da utilizagdo do software grafico-
estatistico WinMDI. Através da comparacao dos indices relativos as leituras de positivo
e negativo para os marcadores especificos de apoptose, com base nas diferencas
apresentadas nos dados estatisticos das leituras referentes as células irradiadas e nao
irradiadas, conclui-se que as células em questdo uma vez submetidas a irradiacao com

raios-X podem sofrer apoptose, o que ratifica o resultado esperado, que para células



irradiadas com radiacdes de baixo LET um dos resultados esperados € a morte celular
por apoptose.
Palavras chave: Apoptose; Radiacbes de baixo LET; Anexina V; lodeto de propideo;

Citometria de fluxo; Raios-X; Software WinMDI.

Abstract

Apoptosis is a form of programmed cell death selectively removes abnormal
cells, and thus contributes to maintaining the balance of the dynamics of cell
reproduction. Therefore the verification of the occurrence of apoptotic cell death after a
pathological stimulus is crucial for the analysis of the maintenance of normal cell cycle of
a given tissue or organ. In this experiment were used cells lines human mammary tumor
MDAMB231, T47, MCF7, which were irradiated with X-rays at a dose of 5 Gy in a time
interval of 15 seconds, and filtration of 1mm aluminum. Samples containing the cells
were grown in a specific culture medium, containing fetal bovine serum and growth
factor, and two samples were prepared with each of the cell lines, one to be irradiated,
and another that has not been irradiated, which denoted by negative control of the
irradiation. The primary goal of the experiment was to verify and compare the rates of
apoptosis in each cell lines, in which were irradiated and that were not irradiated, using
flow cytometry as a method for detecting apoptotic cell death in together with specific
markers annexin V and propidium iodide. Data from the readings made by flow
cytometry were analyzed and interpreted using the software WinMDI statistical graph.
By comparing the indices relating to the readings of positive and negative for specific
markers of apoptosis, based on differences in the statistical data presented lectures

regarding the cellular irradiated and not irradiated, collude cells in question once



subjected to irradiation X-ray, may undergo apoptosis, which confirms the expected
result that for cells irradiated with low LET radiation of the expected results in cell death
by apoptosis.

Keywords: Apoptosis; Low LET radiation; Annexin V: Propidium iodide; Flow cytometry;

X-rays; WinMDI software.
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leitura por citometria de fluxo fornecida pelo software WinMDI. As células que se
encontram nesta regido apresentam leituras negativas para ambos os marcadores, o
que significa que sao células que nao entraram em apoptose.
LR = Low Right, ou baixo a direita, indica o quadrante inferior direito nas figuras de
leitura por citometria de fluxo. As células que ai se encontram apresentam indicacéo de
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significa que as células que estdo nesta regiao estdo nos estagios iniciais de apoptose.
UL = Up Left, ou acima a esquerda, indica o quadrante superior esquerdo nas figuras
de leitura por citometria de fluxo. As células que ai estdo apresentam indicacao de

positivo para o marcador iodeto de propideo e negativo para o marcador A5 ligante, o



gue evidencia células em estados mais avangados de apoptose, onde a integridade da
membrana plasmatica ja esta comprometida.

UR = Up Right, ou acima a direita, indica o quadrante superior direito das figuras de
leitura por citometria de fluxo. As células que ai estdo apresentam indicacao de positivo
para ambos 0s marcadores, 0 que significa que as células pertencentes a esse
quadrante podem estar em estagios avangados de apoptose, ou até mesmo necrose.

% Gated = Nas tabelas referentes as figuras de leitura por citometria de fluxo indica a
porcentagem de células inscritas nos poligonos das figuras de leitura, em relagao ao
total de células de toda a figura. Nas tabelas aparece fornecendo a porcentagem de
células que estao inscritas nos poligonos das figuras para cada quadrante.

% do total = Nas tabelas de leitura indicam a porcentagem de células pertencentes a
cada quadrante, em relagdo ao numero total de células de toda a figura.

Eventos = Nas tabelas de leitura indicam com precisdo o numero de células
pertencentes a cada quadrante das figuras de leitura, dai o calculo de % do total e de %
Gated ¢ direto, pois o nimero total de células para toda a figura é de 10*.
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a figura de leitura.



1 — Introducgao

Apoptose é uma modalidade de morte celular que é acompanhada por
alteracdes especificas na membrana plasmatica que promovem o reconhecimento e a
imersao destas células pelos fagocitos. O processo de apoptose pode ser dividido em
duas fases: A primeira é a ativacao celular, na qual ocorre toda a sinalizagao para sua
autodestruicdo, e a segunda fase, denominada execug¢do, a qual ocorre quando a
autodestruigao é total (. A morte celular por apoptose é um processo caracterizado
pelo encolhimento generalizado do volume celular e do seu nucleo, perda da adesao
das células vizinhas, formacdo de bolhas na superficie celular, fragmentacdo da
cromatina em pequenos pedacgos e rapido englobamento das células apoptoticas pelos
fagocitos (V. As células apoptéticas sdo reconhecidas pelos fagdcitos, pois sdo
portadoras de sinalizacdo que indica aos fagdcitos que elas n&o sao células saudaveis
(™. O sinal mais bem estudado é a presenca de moléculas de fosfatidilserina no folheto
externo da membrana plasmatica de células em fases iniciais de apoptose, em células
normais as moléculas de fosfatidilserina sao restritas ao folheto interno da membrana
plasmatica ™. Em individuos adultos a apoptose conduz a morte células que nao sao
mais necessarias, ou células que possuem danos genéticos irreparaveis, e que
possuem potencial para progredir em células cancerosas M 0o processo de morte
celular por apoptose € uma das maiores armas do organismo contra o desenvolvimento
do céncer, e células que perdem a capacidade de entrar em apoptose possuem
maiores probabilidades de se tornar cancerosas (V. A morte celular por apoptose pode
ocorrer em processos fisioldgicos, como o envelhecimento, metamorfose, e em algumas

fases embrionarias, ou também como resposta a estimulos patolégicos brandos, como



por exemplo, hipOxia, agentes oxidantes, metais pesados, drogas indutoras de
apoptose, alcoois, infecgbes viricas, jejum, choque térmico, e também em resposta a
irradiacéo de células com radiagdes com baixo coeficiente de transferéncia linear de
energia (LET), como por exemplo, fétons de raios-X e de raios-y @ Exerce papel
fundamental na cessacao do crescimento celular, e impede a proliferagcdo de células
defeituosas devido a interrupcdo de seu ciclo celular, pois a célula defeituosa morre
antes que possa se dividir, ou seja, a célula defeituosa perde a capacidade reprodutiva.
Com base no conhecimento das alteragdes que ocorrem na membrana plasmatica
durante a morte celular por apoptose, como a redistribuicdo da fosfatidilserina do
interior para o exterior da membrana, esta molécula é um dos marcadores amplamente
usados para o reconhecimento de células apoptéticas em mamiferos ®. A utilizacdo da
fosfatidilserina como gatilho para o reconhecimento de células apoptéticas € um método
amplamente usado para avaliar a sensibilidade e a probabilidade especifica da morte
celular por apoptose, através do uso da fosfatidilserina na forma de fosfatidilserina —
anexina V ligante ®. No experimento foi utilizado anexina V ligante para a detecgdo das
células nas fases iniciais de apoptose e o marcador iodeto de propideo para a detecgao
das células em fases tardias de apoptose. Os ensaios com a anexina V ligante
estabelecem uma maneira muito especifica rapida e fidedigna de detecgado de células
apoptdticas por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia ). Esta técnica
elimina as dificuldades encontradas ao acessso a identificacao de células em apoptose

@) Neste experimento utilizou-se a citometria de

baseadas em critérios morfoldgicos
fluxo, e os dados das leituras foram analisados e interpretados através do Software

WinMDI. O software WinMDI € um programa grafico estatistico muito utilizado em



analises de leituras de contagem de células por citometria de fluxo. No experimento foi
utilizado o WinMDI verséao 2.9 — Windows 3.95/DOS 5.0.
2 — Objetivo

O objetivo fundamental do experimento foi o de comparar e verificar os
indices de apoptose, no grupo celular que foi irradiado, e no que nao foi irradiado,

utilizando a citometria de fluxo como técnica de detecgao de apoptose.

3 — Material e método
3.1 — Delineamento Experimental

O experimento utilizou as seguintes linhagens de células mamarias humanas
tumorais:
1 - MCF7,;
2 - TA4T;
3 — MDAMB231;

Cada grupo de célula tumoral foi cultivado num meio de cultura especifico
contendo soro fetal bovino e fator de crescimento, e para cada tipo celular foram
preparadas duas amostras para o uso no experimento, uma foi irradiada, e outra que
nao foi irradiada.

3.2 — Procedimento de Irradiacao

Cada linhagem de célula teve uma amostra irradiada, e outra que foi o
controle negativo da irradiagdo. O procedimento consistiu na substituicdo do meio de
cultura pelo PBS antes da irradiagdo, tanto nas trés linhagens de células que foram

irradiadas quanto nas trés linhagens de células que foram o controle negativo da



irradiagao. A irradiagao foi feita na maquina de raios-X do LCR IBRAG UERJ, com uma

dose de 5 Gy em 15 segundos, e os dados especificos da irradiagao foram:

Energia 30KV

Corrente | 50mA

no

tubo

Filtro 0.1mm de aluminio
Dose 10Gy
Tempo 30segundos

Tabela 1: Dados da irradiacéo.

Figura 1: Fotografia da maquina de raios-X do LCR IBRAG UERJ, onde as células
foram irradiadas.

O controle negativo da irradiagdo acompanhou todo o processo feito antes
da irradiagao, sé nao foi irradiado. Apos a irradiacédo o PBS foi descartado, e as células,

tanto as que foram irradiadas quanto as que foram os controles negativos da irradiagao,



foram imersas e diluidas em um novo meio de cultura, e encaminhadas para a estufa,

para serem incubadas, com as condigdes de incubagédo que seguem na tabela:

Temperatura 37 graus
Celsius

Porcentagem 5%

de di6xido de

carbono

Tempo 4 horas

Tabela 2: Condi¢bes de incubacao das células.
O intervalo de tempo de 4 horas é o tempo necessario para que ocorra a

apoptose nas células.
3.3 — Preparacao das Células para a Leitura

Apods a incubacao, as células foram imersas na capela de fluxo, ambiente
esterilizado por luz ultravioleta, onde o meio de cultura foi retirado e armazenado em
tubos falcon, e na auséncia de meio de cultura, as células foram tripsinizadas com um
volume de 1 ml de tripsina para soltar as células do fundo da garrafa, por um periodo de
tempo de 15 minutos. Depois que as células soltaram do fundo da garrafa, passou pelo
processo de ressuspensao, nova diluicdo das células, no meio de cultura, para serem

centrifugadas. Os dados da primeira centrifugagao:

Rotacdes por | 1100
Minuto
Tempo 10 minutos

Tabela 3: Dados da primeira centrifugacéo.



O objetivo do processo de centrifugagdo € o de separar as células do meio
em que elas est&o diluidas.

Apés a primeira centrifugagcdo o meio de cultura foi retirado e descartado, e
somente as células foram mantidas para serem ressuspendidas, diluidas, em uma
solugao de 400ul de PBS e ions calcio. Essa nova solucdo, células+PBS+ions calcio

passaram por um novo processo de centrifugacéo. Dados da segunda centrifugacao:

Rotacdes por | 2550
minuto
tempo 5 minutos

Tabela 4: Dados da segunda centrifugacéo.

Depois da segunda centrifugagdo, ocorrera a separagao da solugao célula
+PBS+ions calcio, e o solvente serdo descartados, e as células receberdo uma nova
diluicdo, desta vez com o tampao de ligagéo, para possibilitar a leitura pela citometria
de fluxo. O tampao especifico de ligacdo tem por finalidade auxiliar a ligacdo da

anexinia V_com a fosfatidilserina e do iodeto de propideo com o material do nucleo

celular, portanto o tampéao funciona como catalisador das reagdes entre os marcadores
especificos de apoptose.

A anexina V, também conhecida como A5, faz parte da familia das anexinas,
que sdo proteinas que se ligam com muita afinidade a fosfolipideos carregados
negativamente ©®*). A A5 liga-se com muita afinidade a fosfatidilserina, ou PS, que é um
macro — molécula existente no interior da membrana plasmatica, que € rapidamente
excluida da célula pela membrana plasmatica em resposta ao acréscimo da
concentragao intracelular de ions de calcio bivalentes, e também em resposta a injuria

celular, ou estimulos indutores de apoptose ), e por sua vez a exclusdo da



fosfatidilserina, ou PS, € um evento que ocorre no inicio do processo de apoptose, e
ocorre antes que ocorra qualquer comprometimento a integridade da membrana

plasmatica ©.

A PS serve como um gatilho para o reconhecimento de células
apoptoticas pelos macréfagos e lipossomos que contém este fosfolipideo e inibe o
englobamento das células apoptoticas pelos fagocitos ® entdo a exclusdo da PS é um
evento que evidencia as células em apoptose, contudo impedindo a ruptura da
membrana, e a soltura do contetido citoplasmatico, além do dano celular ®

O uso da A5 ligante neste tipo de experimento providencia uma maneira
rapida e muito eficaz de detectar células no inicio do processo de apoptose, tanto por
citometria de fluxo quanto por microscopia de fluorescéncia ©). No experimento a A5 foi

trabalhada junta com o isotiocianato de fluoresceina, FITC, com a finalidade do

aproveitamento de sua fluorescéncia.

Figura 2: Estrutura tridimensional da molécula de A5 humana @),
Para a deteccédo de células em fases posteriores de apoptose, o marcador

utilizado foi o iodeto de propideo.



4 — Resultados

As células que estdo em fase inicial do processo de apoptose estdo
localizadas no quadrante inferior direito das figuras de leitura, como uma indicagcéao de
Unico positivo para as células marcadas com a anexina V ligante ), desde que neste
estagio a membrana celular ainda esteja intacta e o iodeto de propideo ndo possa
penetrar na célula ®. Para as células em fases posteriores de apoptose, o iodeto de
propideo entra na célula, o que resulta numa populagdo de duplo positivo ®). As células
em necrose também serao duplo positivo, tanto para anexina V quanto para o iodeto de
propideo ©, de maneira sucinta, o quadrante inferior esquerdo, low left, ou LL na sigla
do software WinMDI, e inferior direito, low right, ou LR na sigla do WinMDI, indicam
respectivamente negativo e positivo para o marcador anexina V ligante, enquanto que o
quadrante inferior esquerdo e superior esquerdo, low left, e up left, ou LL e UL na sigla
do WinMDI, indicam respectivamente negativo e positivo para o marcador iodeto de
propideo, e o quadrante superior direito, up right, ou UR na sigla do software WinMDI, é
o que indica duplo positivo. Os dados das leituras foram os seguintes:

4.1 - Grupo celular MDAMB231

A B




Quadra X-Mean 'Y-Mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 15.8 18.1 4 0.04 0.05 1 UL 15.8 18.1 4 0.04 0.05

2 UR 30.1 34.8 19 0.19 0.24 2 UR 30.1 34.8 19 0.19 0.24
3LL 3.7 3.2 7976 79.76 99.66 3LL 3.7 3.2 7976 79.76 99.66
4LR 20.0 16.3 4 0.04 0.05 4LR 20.0 16.3 4 0.04 0.05

Figura de Leitura A: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 nao irradiadas e sem marcagao.

Figura de Leitura B: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 irradiadas e sem marcagao.

Tabela 5: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura A.

Tabela 6: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura B.

7
Quadra X-mean 'Y-mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 15.4 204 2 0.02 0.03 1 UL 14.5 20.4 8 0.08 0.10
2 UR 47.6 29.7 32 0.32 0.41 2UR 132.2 65.6 82 0.82 1.02
3LL 6.0 3.2 7107 71.07 90.50 3LL 5.9 3.2 6497 64.97 80.59
4LR 47.6 3.5 712 7.12 9.07 4LR 66.9 3.6 1475 14.75 18.30
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Figura de Leitura C: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 nao irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Figura de Leitura D: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Tabela 7: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura C.

Tabela 8: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura D.

Quadra | X-mean | Y-mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1 UL 9.1 28.9 112 1.12 1.39 1 UL 10.9 22.2 162 1.62 2.35

2 UR 31.7 45.0 28 0.28 0.35 2UR 42.8 73.7 81 0.81 1.18
3LL 4.4 5.9 7904 79.04 98.24 3LL 4.4 6.6 6644 66.44 96.47
4LR 19.6 17.1 2 0.02 0.02 4LR 0.0 0.0 0 0.00 0.00

Figura de Leitura E: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células MDAMB231 nao irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.
Figura de Leitura F: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de

fluxo de células MDAMB231 irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.
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Tabela 9: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura E.
Tabela 10: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDi, correspondente a figura

de leitura F.

G H

11 12

Quadra X-Mean @'Y-Mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 11.0 76.9 265 2.65 3.09 1UL 9.2 87.3 298 2.98 4.42

2 UR 27.4 86.2 76 0.76 0.89 2UR 61.1 208.2 451 4.51 6.69
3LL 4.9 5.0 8211 82.11 95.77 3LL 6.0 6.8 5595 55.95 82.97
4LR 29.7 5.4 22 0.22 0.26 4LR 35.5 9.8 399 3.99 5.92

Figura de Leitura G: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 nédo irradiadas e com dupla marcacéo, A5 ligante +
iodeto de propideo.

Figura de Leitura H: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MDAMB231 irradiadas e com dupla marcagéo, A5 ligante + iodeto
de propideo.

Tabela 11: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura G.
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Tabela 12: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura H.

4.2 - Grupo Celular T47:

I J

14
Quadra ' X-Mean |Y-Mean Eventos % do %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do  %Gated
nte total nte total
1UL 14.1 19.6 17 0.17 0.25 1 UL 12.1 22.6 21 0.21 0.34
2 UR 38.8 47.9 40 0.40 0.58 2UR 52.7 92.2 18 0.18 0.29
3LL 2.7 2.5 6839 68.39 99.12 3LL 2.3 3.0 6195 61.95 99.37
4LR 20.6 16.5 4 0.04 0.06 4LR 0.0 0.0 0 0.00 0.00

Figura de Leitura I: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células T47 nao irradiadas e sem marcacgao.

Figura de Leitura J: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células T47 irradiadas e sem marcacgao.

Tabela 13: Dados estatisticos gerados pelo software WInMDI, correspondente a figura
de leitura I.

Tabela 14: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura J.
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Quadra ' X-Mean @ Y-Mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 0.0 0.0 0 0.00 0.00 1 UL 0.0 0.0 0 0.00 0.00

2 UR 954.9 25.6 141 1.41 2.56 2 UR 735.9 27.3 117 1.17 1.82
3LL 7.2 2.5 3311 33.11 60.01 3LL 6.8 2.2 2881 28.81 44.81
4LR 84.5 3.6 2065 20.65 37.43 4LR 68.3 3.1 3432 34.32 53.37

Figura de Leitura K: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria

de fluxo de células T47 nao irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Figura de Leitura L: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de

fluxo de células T47 irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Tabela 15: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura K.

Tabela 16: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura L.
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17 18

Quadra X-Mean 'Y-Mean | Eventos @ % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 2.8 183.9 653 6.53 8.43 1 UL 2.0 152.5 3438 34.38 50.85

2 UR 43.6 104.8 33 0.33 0.43 2 UR 43.3 96.1 13 0.13 0.19
3LL 2.4 4.7 7058 70.58 91.14 3LL 2.1 4.5 3310 33.10 48.96
4LR 0.0 0.0 0 0.00 0.00 4LR 0.0 0.0 0 0.00 0.00

Figura de Leitura M: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria

de fluxo de células T47 nao irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.

Figura de Leitura N: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria

de fluxo de células T47 irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.

Tabela 17: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura M.

Tabela 18: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura N.
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19 20

Quadra X-Mean 'Y-Mean | Eventos @ % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 8.6 97.7 400 4.00 4.67 1 UL 9.3 103.4 2318 23.18 24.95

2 UR 103.0 407.4 1489 14.89 17.38 2 UR 77.7 240.7 2997 29.97 32.26
3LL 5.3 5.5 6001 60.01 70.05 3LL 4.5 4.7 3443 34.43 37.556
4LR 26.0 11.5 677 6.77 7.90 4LR 43.9 5.8 446 4.46 4.80

Figura de Leitura O: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria

de fluxo de células T47 nao irradiadas e com dupla marcagao, A5 ligante + iodeto de

propideo.

Figura de Leitura P: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de

fluxo de células T47 irradiadas e marcadas com dupla marcagao, A5 ligante + iodeto de

propideo.

Tabela 19: Dados estatisticos gerados pelo software WInMDI, correspondente a figura

de leitura O.

Tabela 20: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura P.

4.3 - Grupo Celular MCF7:

Q
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21 22

Quadra X-Mean 'Y-Mean | Eventos @ % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1UL 14.1 30.6 7 0.07 0.12 1 UL 11.0 20.7 8 0.08 0.12

2 UR 31.6 28.3 59 0.59 0.98 2UR 34.6 32.7 30 0.30 0.46
3LL 5.0 4.1 5927 59.27 98.21 3LL 5.0 3.3 6459 64.59 98.52
4LR 21.4 14.6 42 0.42 0.70 4LR 20.0 13.6 59 0.59 0.90

Figura de Leitura Q: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MCF7 nao irradiadas e sem marcacao.

Figura de Leitura R: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MCF7 irradiadas e sem marcacgao.

Tabela 21: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura Q.

Tabela 22: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura R.

S T

Quadra | X-Mean |Y-Mean @Eventos % do %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated

nte total nte total

1UR 16.7 17.8 1 0.01 0.02 1 UL 14.8 23.3 3 0.03 0.06
2 UR 72.8 24.8 48 0.48 0.95 2 UR 116.9 36.1 44 0.44 0.89
3LL 6.3 3.4 4303 43.03 85.21 3LL 7.5 3.6 3995 39.95 80.53

4LR 60.0 4.3 698 6.98 13.82 4LR 64.0 3.7 919 9.19 18.52
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Figura de Leitura S: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células MCF7 néo irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Figura de Leitura T: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células MCF7 irradiadas e marcadas com A5 ligante.

Tabela 23: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura S.

Tabela 24: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura T.

Quadra ' X-Mean @'Y-Mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1 UL 4.4 68.8 2221 22.21 27.37 1 UL 4.9 51.5 2989 29.89 35.06

2 UR 26.8 42.2 70 0.70 0.86 2UR 25.1 53.3 120 1.20 1.41
3LL 3.6 5.8 5816 58.16 71.66 3LL 3.7 5.9 5411 54.11 63.47
4LR 20.0 14.9 9 0.09 0.11 4LR 18.8 14.7 5 0.05 0.06

Figura de Leitura U: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria
de fluxo de células MCF7 nao irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.
Figura de Leitura V: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de

fluxo de células MCF7 irradiadas e marcadas com iodeto de propideo.
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Tabela 25: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura U.
Tabela 26: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura V.

X Y

Quadra X-Mean @'Y-Mean | Eventos % do | %Gated | Quadra | X-Mean |Y-Mean | Eventos % do | %Gated
nte total nte total

1 UL 7.9 80.0 1800 18.00 19.59 1UL 6.9 51.5 3368 33.68 38.88

2 UR 65.4 329.8 850 8.50 9.25 2UR 44.2 104.9 717 7.17 8.28
3LL 4.3 5.4 6386 63.86 69.51 3LL 4.5 5.8 4452 44.52 51.39
4LR 31.2 8.3 151 1.51 1.64 4LR 32.9 7.8 126 1.26 1.45

Figura de Leitura X: Gerada pelo software WinMDI, referente a leitura por citometria de
fluxo de células MCF7 néo irradiadas e com dupla marcacéo, A5 + iodeto de propideo.
Figura de Leitura Y: Gerada pelo software WinMDI, referente A leitura por citometria
de fluxo de células MCF7 irradiadas e com dupla marcagao, A5 + iodeto de propideo.
Tabela 27: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura
de leitura X.

Tabela 28: Dados estatisticos gerados pelo software WinMDI, correspondente a figura

de leitura Y.
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5 — Discussao

Um dos resultados esperados da irradiacdo de células com radiagbes de
baixo LET, como os raios-X, € justamente a morte celular por apoptose ), o resultado
geral do experimento ratifica o resultado esperado. Os dados fornecidos pelas leituras
indicam claramente que a irradiagdo das células mamarias humanas com raios-X esta
relacionada com a indugcdo de apoptose. Através da comparagao entre os dados
estatisticos das células que foram irradiadas e que nao foram irradiadas, e entre as que
foram marcadas com anexina V somente, com iodeto de propideo somente, as que
tiveram dupla marcagao (anexina V e iodeto de propideo), e as que nao tiveram
nenhuma marcagéo evidenciam uma diferenca clara nos dados estatisticos referentes
as indicagdes de positivo e negativo para os marcadores especificos de apoptose
(anexina V e iodeto de propideo) usados no experimento. A inducédo de apoptose esta
relacionada com o gene p53 ©. O gene p53, localizado no cromossomo 17p13, é o
gene supressor de tumor, que previne a degeneragao de células sadias e a proliferacao
de células malignas, através da regulagdo do ciclo celular, indugdo de apoptose, e
reparo no DNA ©. Uma anormalidade no gene p53 introduz instabilidade genética, e
surge a probabilidade de carcinogénese e teratogénese ©. A condicdo do gene p53
afeta a radio sensibilidade de células tumorais humanas a irradiagdo com raios-X ©. As
moléculas de p53 sao fosforiladas pelos raios-X, o que a torna ativada, e na sua forma
ativa a p53 atua diretamente na indugao da expressao génica. Quando o gene p53 esta
normal, a inducdo de apoptose mediante irradiacdo de células humanas com raios-X
verifica-se com muita eficiéncia. Mutagdes no gene p53 sédo recentemente encontradas

em diversos tumores humanos, e possuem alto impacto no julgamento clinico desses
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tumores ©

). No artigo publicado no journal of radiation research ®, foi verificado a
inducdo de genes relacionados a apoptose apos irradiagdo com raios-X em ceélulas de
carcinoma epidermdide de lingua humano, em células que continham o gene p53 livre
(wtp53), e em células que continham o gene p53 mutado (mp53). A confirmagao da
dependéncia do estado do gene p53 na indugcdo da morte celular por apoptose
decorrente da irradiacdo com raios-X foi testada neste trabalho citado, através do uso
de duas linhas de células derivadas de células de carcinoma epidermdide humano
(SAS), linhagens com idénticas respostas genéticas, exceto para o gene p53, e as
células utilizadas foram SAS/mp53, células que contém o gene p53 mutado, ou mp53, e
SAS/neo, células que contém o gene p53 livre, ou wtp53.

Verificou-se que a radio sensibilidade, a atividade da caspase-3, e a
freqUéncia de apoptose nas células SAS/neo, foi nitidamente superior em comparagao
com a linhagem de células SAS/mp53 ®_ Na sequiencia foi feito a express&o dos genes
relacionados a apoptose apos a irradiagdo, mediante a analise de dados de cDNA, ou
DNA complementar. A expressdo de genes promotores de apoptose, como por
exemplo, DFF40, Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9, e Caspase-10 aumentaram apos
a irradiagado com raios-X nas células que continham wtp53, porém nao nas células que
continham mp53. Nas células com mp53, dificiimente a irradiagdo com raios-X afetou a
expressao de genes relacionados com a morte celular por apoptose © . O resultado
geral dos experimentos publicados neste artigo de referéncia sugere que a irradiagao
com raios-X induz a ativagdo de genes pré-apoptoticos em células com o gene p53
livre, ou wtp53, porém nao nas células com o gene p53 mutante, mp53 ©  Ainda
segundo os mesmos autores, uma falha no mecanismo regulador de genes indutores

de apoptose em células de SAS com o gene p53 mutado pode ajudar na compreensao
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de sua relativa radio resisténcia, e a investigacédo sobre as condi¢gbes do gene p53 em
células tumorais de pacientes com cancer pode introduzir um fator preditivo indicativo
da efetividade na selegdo da terapia de combate ao cancer ©.

Segundo trabalho publicado por Bob Scott () ha uma evidéncia indireta que
sugere que breves exposicdes a radiagdo ionizante de baixo LET, em baixas doses,
aproximadamente da ordem de 0.001 Gy, pode fazer com que decresga o risco de
alteragcbes neoplasicas abaixo do nivel espontaneo, em muitas ordens de magnitude.
Essa redugao no risco de proliferacdo de células neoplasicas ocorre devido a indugao
do processo de protecao mediado por apoptose, PAM, decorrente ao estimulo causado
pela incidéncia de radiacdo de baixo LET . O PAM é um processo que elimina
seletivamente as células que contém instabilidade gendémica, como por exemplo,
células mutantes, ou células neoplasicas. O processo do PAM parece exigir uma
dependéncia de um limiar estocastico de taxa de dose para sua ativacao (. Esse limiar
pode ser tdo0 baixo como aproximadamente 0.01X10 Gy para radiagdes de baixo LET,
como os raios-X e os raios-y ). Apds a irradiagdo de células com baixas doses de
radiagao de baixo LET, com uma dose acima do limiar estocastico, (Dpam), 0 processo
de protecdo mediado por apoptose, PAM, pode ser ativado (). O PAM é um efeito
padrdo de protecdo, e também uma resposta adaptativa ("), atua na remogao seletiva de
células alteradas, mutantes ou neoplasicas ). Para fontes de fétons de baixo LET,
como raios-X e raios-y, a dose limiar minima para a ativacdo do PAM pode ser baixa
como por volta de 0.01X10 Gy, contudo com a incidéncia de uma dose muito maior
que a dose limiar de inativagdo do PAM, (D), que é da ordem de 150X10° Gy a
250X107 Gy, para radiacdes de baixo LET, desde que aplicada em altas taxas de dose,

o PAM pode ndo ser ativado . Ambos os limiares, de ativacado e de inativacao, séo
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esperados que sejam muito distintos para diferentes grupos de células, tecidos, 6rgaos,
e individuos, e também se espera que difiram entre diferentes culturas de células . A
dose limiar de inativacdo do PAM parece decrescer com o aumento do LET
caracteristico da radiacdo incidente, até tornar-se aproximadamente zero para
particulas alfa ). Para radiagées de baixo LET doses acima do limiar de inativagao,
250X10° Gy, entregues em altas taxas de doses, ndo se espera que seja ativado o
PAM "),

Em artigo publicado por Chen ®, cujo titulo “Efeitos da Exposicdo Cronica a
Radiacdo Como Medida Profilatica Contra o Cancer”, o autor conduziu um estudo de
ocorréncia de casos de cancer entre aproximadamente 10000 pessoas residentes em
180 apartamentos construidos com aco contaminado com cobalto 60. O cobalto 60 é
uma das principais fontes conhecidas de raios-y, que assim como 0s raios-X sao
radiagcdes de baixo LET. Os moradores deste prédio habitaram-no por um tempo de
aproximadamente entre 9 e 20 anos, e durante todo este tempo estes moradores
receberam inconscientemente doses de radiagdo média de aproximadamente 400X10°
Gy no corpo todo. A incidéncia de cancer nesta populagao foi reduzida de acordo com o
referido autor em 95% abaixo do nivel esperado para a populagdo normal que nao foi
exposta a radiagcdo. Entdo o autor sugere que uma exposigao protegida a radiagdo em
baixas taxas de dose parece ter expandido a zona de efeitos de protecdo, mediados

pelo PAM, como uma resposta adaptativa das células do organismo a este fator

(7.8) 8)

ambiental Segundo Chen ® com base neste trabalho, os pesquisadores
concluiram que a experiéncia destas 10000 pessoas sugere que uma exposi¢cao em

longo prazo a radiagbes de baixo LET, em baixas taxas de dose, da ordem de
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aproximadamente 50 mSv por ano, reduz muito a incidéncia e consequentemente a

mortalidade por cancer .

6 — Conclusao

Segundo os dos dados estatisticos referentes as leituras, fica clara a
diferenca quanto a comparagao destes dados entre as células que foram irradiadas e
as que foram o controle negativo da irradiagdo, as que foram irradiadas e marcadas
com anexina V somente, com iodeto de propideo somente, e as que foram duplamente
marcadas para as leituras, entre cada um desses grupos de células nota-se diferengas
evidentes em relacdo as indicagbes de positivo e negativo para os respectivos
marcadores e também para a indicagao de duplo positivo, o que significa que realmente
ha uma relacdo entre a incidéncia de radiagao ionizante de baixo LET e a morte celular
por apoptose dessas células tumorais em questao.

Fica como perspectiva para trabalhos futuros nesta area a comprovacao da
hipétese de que a incidéncia de radiacao ionizante de baixo coeficiente de transferéncia
linear de energia, baixo LET, a baixas doses e em baixas taxas de dose pode
desencadear uma resposta adaptativa das células, mediante o processo de protecao
mediado por apoptose, PAM, e o consequente desenvolvimento de uma futura
prevencao ao cancer e outras degeneragdes neoplasicas com a utilizagao de feixes de
radiacdes ionizantes de baixo LET, ndo como uma terapia, mais como uma medida
profilatica, tanto em individuos saudaveis e nao frequentemente expostos a agentes
mutagénicos ou carcinogénicos, como em individuos mais expostos a agentes toxicos
carcinogénicos, como por exemplo, fumantes, ou portadores de propensdo genética ao

desenvolvimento de neoplasias. Atualmente o ramo da radiobiologia em maior
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evidéncia é o da pesquisa dos efeitos biolégicos de baixas doses de radiagdes de baixo
LET, que se destaca nos dias atuais como a linha de pesquisa mais promissora desta
disciplina, e com possiveis resultados surpreendentes, e também com consequéncias
inovadoras tanto no campo do conhecimento tedrico académico puro, quanto em
ambito de possiveis novas terapias e medidas profilaticas a neoplasias, com o emprego

de radiagbes de baixo LET, num futuro préximo.
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