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PROTEINA p53 COMO BIOINDICADOR DA
RADIOSSENSIBILIDADE INDIVIDUAL

Autora: Mariana Brayner Cavalcanti
Orientador: Prof. Dr. Ademir de Jesus Amaral — DEN/UFPE

Co-orientadora: Dra. Ana Paula Galvéo da Silva—Tocagen Inc. / EUA

RESUMO

A radiossensibilidade celular esta diretamente relacionada as falhas no mecanismo de
reparo dos danos causados ao DNA. Nesse mecanismo, a molécula considerada como
chave é a proteina p53. Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a correlacdo
entre os niveis de expressdo da proteina p53 com a radiossensibilidade individual. Para
tanto, amostras de sangue periférico de 23 individuos sadios foram divididas em aliquotas
e, separadamente, irradiadas com doses de 0,5; 1; 2 e 4 Gy. Em seguida, células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas e cultivadas durante 72 horas,
tanto na presenca quanto na auséncia de mitdgenos (Fitohemaglutinina — PHA e Pokeweed
— PKW). Em paralelo, a viabilidade celular foi determinada utilizando o corante azul de
trypan (0,4%). Os resultados obtidos demonstraram que a expressao da proteina p53 em
PBMCs aumenta com a dose absorvida sendo inversamente proporcional a viabilidade
celular. O maior indice da expressdo de p53 foi observado em culturas estimuladas com
PHA durante 72 horas. O aumento na expressdo da p53, em resposta a radiagdo, foi
significativamente diferente entre os individuos estudados, o que pode ser relacionado a
variabilidade na radiossensibilidade individual. Os resultados desse trabalho sugerem
estudos adicionais no sentido de correlacionar os niveis de expressdo de p53 com efeitos

adversos graves em pacientes submetidos a radioterapia.

Palavras chaves: Proteina p53, radiossensibilidade, citometria de fluxo, viabilidade

celular
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P53 PROTEIN AS BIOINCADOR OF
INDIVIDUAL RADIOSENSITIVITY

Author: Mariana Brayner Cavalcanti
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Co-Adviser: Dra. Ana Paula Galvéo da Silva—Tocagen Inc. / USA

SUMMARY

Cellular radiosensitivity is directly correlated with the mechanism of DNA repair, in which
p53 protein plays a major role. In this context, this research was designed to investigate the
relationship between p53 protein expression levels with the individual radiosensitivity. For
this, peripheral blood samples were collected from 23 healthy subjects. Each sample was
divided in aliquots and, separately, irradiated with doses of 0,5; 1; 2 and 4 Gy. After this,
peripheral blood of mononuclear cells (PBMCs) were isolated and cultivated during 72
hours, in the presence of phytohemaglutinin — PHA, pokeweed — PKW, and without
mitogenes. In parallel, cell viability was evaluated using trypan blue dye (0.4%). For all
irradiated samples, the results showed an increase of p53 levels in PBMCs with the
absorbed dose. This increase was inversely proportional to the number of viable cells. The
highest expression level of this protein was observed for PHA-stimulated 72h-cultures. The
comparison between subjects pointed out differences statistically significant in p53
expression levels, which may be associated to the variability in individual radiosensitivity.
The results of this research suggest further studies in order to compare p53 expression
levels with harmful effects of radiotherapy.

Key words: p53 protein, radiosensitivity, flow cytometry, cell viability



1 Introducéo

Diversos estudos propdem que o espectro de reagOes adversas que ocorrem no
tecido normal, apds a exposicdo as radiacBes ionizantes (RIs), é funcdo da
radiossensibilidade individual. Turesson e colaboradores (1989; 1990) realizaram
avaliacdes clinicas em 400 pacientes submetidos a radioterapia (RT) e demonstraram que
aproximadamente 80 % dos diferentes tipos de rea¢bes dos tecidos normais foram oriundos
das diferencas na radiossensibilidade individual, evidenciando a importancia deste

parametro na eficacia do tratamento com radiacées (BURNET et al., 1992; 1996).

Diante da variabilidade interindividual na radiossensibilidade, é¢ de grande
importancia o desenvolvimento de métodos que possam ser usados na identificacdo de
caracteristicas individuais de sensibilidade a radiacdo, objetivando otimizar o planejamento

dosimétrico e, consequentemente, melhorar a eficacia terapéutica.

No que diz respeito a resposta celular ap6s a irradiacdo, a radiossensibilidade esta
diretamente relacionada com falhas no sistema de reparo do &cido desoxirribonucléico
(DNA), molécula vital das células. Assim, o emprego de técnicas que permitam avaliar o
processo de reparo do material genético ou a morte celular pode ser de grande importancia
na determinagdo dos niveis da radiossensibilidade individual (BENOTMANE, 2004).

A molécula considerada como chave nos processos de reparo do DNA, que
ocorrem nos pontos de checagem do ciclo celular, é a proteina p53. Pesquisas envolvendo
a padronizacdo da metodologia da citometria de fluxo para a investigacdo dos niveis de
expressdo da p53 constataram variagOes significativas desta proteina em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) irradiadas in vitro, sugerindo o
emprego da quantificacdo da p53 como bioindicador de exposicdo a radiacdo ionizante
(CAVALCANTI et al., 2008).



Neste contexto, esta pesquisa teve como objetivo geral avaliar os niveis de

expressdo da proteina p53 de linfocitos do sangue periférico humano com a

radiossensibilidade individual.

E como objetivos especificos:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Definir a concentracdo das lectinas provenientes da Phaseolus vulgarise
(fitohemaglutinina - PHA) e Phytolacca americana (pokeweed - PKW) a ser
utilizada nas culturas in vitro de células mononucleares do sangue periférico

humano (PBMCs), néo irradiado.

Determinar o intervalo de tempo de cultivo celular para lectinas PHA e PKW.

Analisar a viabilidade das PBMCs irradiadas e ndo irradiadas.

Definir por citometria de fluxo nos niveis de expressdo da proteina p53 em

PBMCs irradiadas e ndo irradiadas.

Correlacionar a viabilidade celular com os niveis de expressdo da proteina p53

em linfocitos do sangue periférico humano.

Correlacionar os niveis de expressdo da proteina p53 com a radiossensibilidade

individual.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Radiossensibilidade

O conceito de radiossensibilidade pode ser descrito como uma caracteristica
intrinseca ao a qual é associada com o surgimento dos efeitos adversos da radiacao
ionizante sobre o corpo humano (TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

Os trabalhos de Bergonié e Tribondeau sobre os efeitos bioldgicos das radiacoes
ionizantes em tecidos representam um marco nos estudos da radiossensibilidade. Esses
autores afirmaram que a sensibilidade é uma funcdo do estado metabdlico do tecido, além
da diferenciacdo e proliferacdo céulas que estdo sendo irradiadas (ARENA, 1971 apud
STELL, 1996). Este conceito tornou-se conhecido como a “Lei de Bergonié e
Tribondeau”, e estabelece que a radiossensibilidade dos tecidos vivos pode variar da

seguinte maneira:

++ Quanto mais diferenciada for a célula, maior € sua resisténcia a radiacao;

++ Quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, mais radiossensivel ele serg;

+¢ Quanto maior a atividade metabdlica, maior a radiossensibilidade;

% Quando a taxa de proliferacdo celular e a taxa de crescimento tecidual

aumentam, a radiossensibilidade também aumenta.

Uma excecdo desta Lei sdo os linfécitos, que sdo células diferenciadas, no entanto

sdo sensiveis a radiagdo ionizante (IAEA, 2001).



Até a década de 80, poucos radiobiologistas achavam que a radiossensibilidade de
células tumorais humanas tinha importancia pratica para a radioterapia’ (STELL, 1996).
Em 1975 Withers listou as quatro letras R da radioterapia: Redistribui¢do do ciclo celular;
Reoxigenacdo das células hipdxias; Reparo do dano sub-letal; Repopulacdo (STELL,

1996). E possivel observar que a radiossensibilidade n&o foi levada em considerac&o.

Todavia, neste mesmo ano, foi relatado o primeiro caso de radiossensibilidade
individual excessiva, onde o paciente, portador da sindrome genética Ataxia
Telangiectasia, apresentou graves reagdes apos ser submetido a radioterapia. Em analise de
cultura celular, os fibroblastos desse paciente apresentaram-se trés vezes mais sensiveis a
radiacdo quando comparados com fibroblastos de individuos sadios (TAYLOR et al., 1975
aupd BARNETT et al., 2009; STELL, 1996).

Nos anos seguintes, demonstrou-se que pacientes portadores de outras sindromes
(e.g., Xeroderma pigmentoso, sindrome de Werner, sindrome de Cockayne, sindrome
Breakage Nijmegen, sindrome Blomm e anemia de Fanconi), caracterizadas pela alta
susceptibilidade do DNA a agentes toxicos, também exibem uma hipersensibilidade as Rls
(FERNET et al., 2004; POPANDA et al., 2008).

No entanto, outros individuos, mesmo ndo apresentando desordens genéticas
aparentes, desencadeiam reacdes graves ap0s a irradiacdo que podem aparecer dentro de
poucos dias, semanas ou anos apos a exposicao. Esses efeitos se apresentam de forma nédo
homogénea entre pacientes e a gravidade das reacOes varia de acordo com uma escala
estabelecida pela Sociedade Americana de Radiobiologia Terapéutica e Oncologia (Astro),
que vai de zero, quando ndo ha efeito adverso, a 5, quando o efeito da radiacdo leva o
individuo ao obito (COX et al., 1995; FERNET et al., 2004).

Dentre os efeitos adversos apresentados na radioterapia, a tolerancia a irradiacéo
das células dos tecidos saudaveis circunvizinhos ao tumor é um dos principais fatores
limitantes da dose prescrita para o tumor. Cerca de 10 % dos pacientes submetidos ao

tratamento radioterapico apresentam efeitos adversos graves manifestados principalmente

“ A radioterapia é um tipo de tratamento que tem como finalidade erradicar tumores malignos por meio da
distribuicdo de uma dose uniforme de radiagdo ionizante a massa tumoral, induzindo a morte das células
malignas com danos minimos ao tecido normal adjacente.



nos tecidos sadios 0 que pode levar a uma diminuicdo na qualidade de vida e limitar o
controle do tumor por causa da dose de radiagdo administrada (BARNETT et al., 2009;
POPANDA et al., 2008; STEWART, 2003). Isso poderia ser minimizado se a
radiossensibilidade individual fosse previamente identificada, com o auxilio de métodos
que permitissem, por exemplo, determinar fatores de correcdo em protocolos pré-
estabelecidos. Assim os fatores de correcdo seriam responsaveis pela transformagdo de um
protocolo dosimétrico geral em um protocolo especifico para cada paciente
(TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

A Figura 1 compara, qualitativamente, a probabilidade de ocorréncia de dano
biolégico, com o aumento da dose de radiacdo, no controle do tumor e no tecido normal
adjacente. E possivel identificar que, com o aumento da dose de radiacdo eleva-se a
probabilidade de cura do tumor, mas também o aparecimento de efeitos indesejaveis nos

tecidos normais irradiados.

100%

= Dano em Tecido Normal
50%
— C'ontrole do Tumor

Probabilidade de Dano

026 -

Dose de Radiaciao (Gy)

Figura 1 — Curva dose versus dano bioldgico em tratamentos radioterapicos
(Adaptada de: BARNETT et al., 2009)



Além dos parametros fisicos, como a transferéncia linear de energia (LET), a taxa
de dose (dose absorvida por unidade de tempo), volume irradiado, dose absorvida total e o
fracionamento da dose; a variabilidade dos efeitos bioldgicos, entre 0s pacientes,
resultantes da radioterapia dependem também de informacdes adicionais tais como: idade,
habito de fumar, estado imunoldgico, uso concomitante de quimioterapia, nivel de
oxigenacdo no tumor e tecidos circunvizinhos, taxa de proliferacdo celular, concentracéo
de anti-oxidantes no meio irradiado (e.g. vitamina C), teor hidrico, dentre outros (HALL;
GIACCIA, 2006; TUCKER et al., 1996, TURESSON et al., 1996).

Embora todos esses fatores possam influenciar na gravidade das rea¢fes a RT com
relacdo a sensibilidade, estima-se que 80 % das variacGes das reacfes dos tecidos normais
ndo podem ser explicadas pelos fatores citados (TURESSON et al., 1996). Portanto,
provavelmente, essas variagbes sdo devido a fatores genéticos intrinsecos que determinam
a resposta celular ao dano produzido pelas RIs (HALL et al., 2005; FERNET et al., 2004).

Os estudos iniciais sobre o comportamento dos tecidos normais apds a exposicao as
RIs foram realizados utilizando bidpsias de pele e cultura de fibroblastos. Atualmente,
outros tipos celulares também tém sido empregados na investigacdo, como os linfécitos.
Estas pesquisas consistem na tentativa de desenvolver testes in vitro baseados em
processos celulares para predizer a radiossensibilidade individual (BURNET et al., 1992;
TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

A base genética da radiossensibilidade envolve muitos fatores e, consequentemente,
inviabiliza atualmente sua determinacdo direta. As diferentes funcdes celulares, como a
sobrevivéncia da celula, capacidade de reparo, formacao de aberracfes de cromossémicas
e a apoptose, influenciam a radiossensibilidade individual (TWARDELLA; CHANG-
CLAUDE, 2002; BORGMANN et al., 2008).

Dessa forma, a avaliagdo in vitro da capacidade de sobrevivéncia, replicacdo ou
reparo celular apds a exposicdo as Rls, a andlise citogenética de células irradiadas e a

avaliacdo dos niveis de citocinas pro-fibroticas e inflamatdrias como o fator transformador



de crescimento-beta (TGFB) no plasma sanguineo sdo alguns dos testes propostos para
predizer a radiossensibilidade individual (BENTZEN, 2006; BORGMANN et al., 2008).

Oppitz e colaboradores (2002) propuseram o teste do cometa para prever a
radiossensibilidade. Neste estudo, eles compararam, in vitro, a radiossensibilidade de
linfocitos crio-preservados de pacientes com cancer de mama com a ocorréncia de reacoes
clinicas agudas tendo encontrado uma boa correlagdo entre os achados clinicos e
laboratoriais.

Entretanto, Popanda e colaboradores (2003) utilizando o teste do cometa com
linfdcitos, ndo encontraram uma boa correlacdo entre a reducdo da capacidade de reparo do
DNA e os efeitos agudos da radiacdo. No entanto, alguns dos individuos analisados
apresentaram sensibilidade clinica elevada a radiacdo, o que limita o poder de detec¢do do

teste do cometa para prever a radiossensibilidade clinica.

Borgmann e colaboradores (2008) propuseram a quantificacdo das aberracdes
cromossémicas instaveis (ABIs), até entdo amplamente utilizadas em avaliagdes da dose de
radiacdo (dosimetria citogenética), como teste de radiossensibilidade individual. Para tanto,
foram utilizadas culturas de linfécitos de pacientes com diferentes tipos de cancer,
irradiados com doses de 3 e 6 Gy. Nesse estudo, a quantificacdo das aberracbes
cromossdmicas mostrou-se adequada para prever o risco de efeitos indesejaveis que podem
ocorrer apés a radioterapia. Entretanto, estes parametros sé foram suficientes para prever a
radiossensibilidade individual para dose de 6 Gy. Esses autores sugerem a realizacdo de
pesquisas complementares utilizando as ABIs a partir de doses absorvidas, suficientemente
altas, para se ter um grau de confianga significativo na distincdo entre pacientes

“sensiveis”, “normais” e “resistentes”.

Recentemente, Greve e colaboradores (2009) propuseram a avaliacdo da apoptose
(morte celular programada) e necrose como um teste para prever a radiossensibilidade
individual. Eles avaliaram os niveis de fosfatidilserina localizadas na parte externa da
membrana plasmatica de linfocitos utilizando anexina V, e correlacionaram os valores com

a morte celular radioinduzida. No entanto, ndo foi observada uma correlacao entre a morte



celular radioinduzida, in vitro, com o aumento da radiossensibilidade clinica. Diante disso,
0s autores sugeriram a comparacdo de diferentes metodologias para avaliar apoptose (e.g.
Anexina-V, Tunel, conteido do DNA, caspases 3, etc.) no mesmo tipo de célula, ja que

cada teste ird avaliar diferentes estagios e vias do processo apoptotico.

Atualmente, nenhum dos testes clinicos existentes é empregado para prognosticar
consequéncias clinicas a radioterapia de sorte a possibilitar um protocolo de radioterapia
paciente-especifico que considere a radiossensibilidade dos tecidos normais. Certamente, o
desenvolvimento de testes que possam caracterizar a radiossensibilidade individual antes
do inicio do tratamento radioterdpico contribuird de forma excepcional para uma maior
eficacia da radioterapia, com uma significativa diminuicdo dos efeitos adversos da
radiacgéo.

No Brasil, por exemplo, a quantificacdo da hemoglobina no sangue periférico é o
unico exame solicitado pelo médico radioterapéuta antes do inicio do tratamento de
pacientes com cancer, sendo, portanto, utilizada como parametro prévio para avaliar uma
possivel diminuicdo da eficacia do tratamento. Individuos que apresentam um taxa de
hemoglobina baixa, ou seja, pouca oxigenacdo tecidual, tendem a ser mais resistentes ao
tratamento. Entretanto, outros aspectos que podem influenciar na gravidade do dano das
células normais e cancerigenas ap6s a exposicdo as Rls, ainda ndo sdo bem avaliados, a

exemplo da determinacdo da eficécia do sistema de reparo celular.

Um bom exemplo desta relagdo é a Deinococcus radiodurans. Esta bactéria exibe
uma grande resisténcia letal e mutagénica aos efeitos da radiacdo ionizante e ultravioleta e
de diversos outros agentes toxicos ao DNA. Apos a exposicdo a doses elevadas (15 kGy)
de RI, a D. radiodurans pode reparar 100 % das quebras da dupla fita de DNA (DSB —
Double Strand Breaks) provocadas pela RI por cromossomo, sem que haja a morte celular
ou mutacdo, demonstrando a relacdo entre a radioresisténcia e o reparo eficiente da
molécula de DNA (BENOTMANE, 2004).

Logo, o estudo da correlacdo entre a radiossensibilidade individual e a capacidade

de reparo do DNA é de fundamental importancia no controle dos efeitos adversos das Rls .



O estudo dos mecanismos de reparo do ciclo celular funciona como base para

entendimento dessa correlagéo.

2.2 Ciclo celular

O ciclo celular divide-se em interfase e mitose. A interfase € divida em quatro sub-
fases: GO, G1, S, G2; ja a mitose é sub-divida em: prdfase, metafase, anéfase, tel6fase e
citocinese (GARREETT, 2001; ALBERTS et al., 2002).

As células em G1 podem deter sua progressdo no ciclo celular e entrar em um
estado de repouso especial chamado GO, no qual podem permanecer durante dias, semanas
ou anos (DIAZ et al., 2003).

A fase GO difere de todos os estados que existem no ciclo celular devido a auséncia
de fatores de crescimento apropriados, o que leva as células a um estado de laténcia no
ciclo celular, no qual o sistema de controle ndo avanca para G1. Por exemplo, a maioria
dos linfocitos se encontra nesta fase do ciclo celular e s6 entra na fase G1 quando ativados

pelo reconhecimento do antigeno e presenca de sinais coestimuladores (DIAZ et al., 2003).

Em G1, a célula possui uma atividade bioguimica intensa. Portanto, a célula
aumenta seu material enzimatico, suas organelas se replicam, e outras moléculas e
estruturas citoplasmaticas também aumentam em numero. Consequentemente, o tamanho
celular aumenta (SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

Os eventos que comumente ocorrem na fase G1 séo a inducdo das ciclinas D e E,
gue formam complexos ativos essenciais para que as células prosseguiam para fase S
(SHACKELFORD et al., 1999). As ciclinas sdo proteinas fase especificas do ciclo celular
e recebem esse nome porque controlam a ativacdo e desativacdo dos complexos formados
entre estas proteinas e quinases que dependem delas (cyclin-dependent kinase — CdK) de
maneira ciclica nos diferentes estagios do ciclo (SHACKELFORD et al., 1999).
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As ciclinas do tipo D e E normalmente se associam com CdK4, CdK6 e CdK2. Os
complexos ciclina D/CdK4-CdK®6 e ciclina E/CdK2 tém a funcgéo de fosforilar a proteina
retinoblastoma (Rb). Esta proteina é encontrada na célula em sua forma hipofosforilada e
neste estado, a Rb tende a se ligar ao fator de transcricdo de células eucaridticas E2F,
tornando-o inativo (SHACKELFORD et al., 1999). O E2F tem sitios de ligagdes em
diferentes promotores de varios genes celulares cujos produtos estdo envolvidos nos
processos de proliferacdo celular, especialmente na sintese de DNA (SHACKELFORD et
al., 1999).

Os complexos ciclina D/CdK4-CdKG6 e ciclina E/CdK2 irdo fosforilar a Rb e com
isso ativar o fator de transcricdo E2F. Uma vez ativado, o E2F ir& produzir proteinas que
atuam na ativacdo de genes essenciais para que a célula prossiga de G1 para S
(SHACKELFORD et al., 1999).

Na fase S (sintese) a célula adquire fatores como tamanho adequado, proteinas
importantes para a replicacdo do DNA nuclear e energia proveniente de moléculas de ATP
(adenosina trifosfato) necessarios para o inicio do processo de divisdo celular que ocorrera
na fase seguinte (DIAZ et al., 2003). Ainda nesta fase, ocorre um aumento dos niveis de
ciclina-A que tem como funcdo auxiliar na progresséo da transi¢do do ciclo celular. Esta
ciclina se associa a CdK2 e CdKI (ou Cdc2) formando complexos serina-treonina quinases
que fosforilam uma série de proteinas importantes na replicacdo de DNA. A atividade do
complexo ciclina A/CdK2 é requerida para a progressdo da fase de S para G2
(SHACKELFORD, et al., 1999).

Na fase G2 ocorre a preparagdo para a mitose; todas as organelas e as maquinarias
essenciais para a divisdo da célula progenitora em duas células filhas idénticas, embora de
tamanho menor. Apos esta fase, a célula inicia o processo de mitose (M). A progressao da
fase G2 para a fase M é controlada pelo complexo ciclina B/Cdkl1, também conhecido
como fator promotor da mitose. Os niveis de ciclina B oscilam através do ciclo celular: seu
aparecimento ocorre na fase de S, aumenta em G2 e decai na anafase (fase da mitose)
(DIAZ et al., 2003).
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A Figura 2 apresenta de forma esquematizada as fases do ciclo celular GO, G1, S,
G2 e suas respectivas ciclinas e Cdks envolvidas. Na fase G1 a célula necessita da
formacédo dos complexos entre as ciclinas D e E e as Cdk2, Cdk4, Cdk6 para prosseguir
para fase S. Nesta fase, a célula ird duplicar seu material genético e prosseguir para fase
G2, para isto a célula necessita da formacdo de um complexo entre a ciclinas A e as Cdk2
ou Cdk1. Uma vez na fase G2, a célula se prepara para entrar em mitose, num processo que
requer o complexo entre a ciclina B e Cdkl. Apds a mitose, a célula pode iniciar outro

processo mitotico ou entrar em estado de laténcia (fase GO).

e GO0

Conteudodo Conteudodo
DNA 2n - 4n DNA 2n

Figura 2 — Fases do ciclo celular: G1, Se G2
(Adaptado de: SCHAFER, 1998)

Na primeira fase da mitose, ou seja, na préfase, ocorre a ruptura da membrana
nuclear e cada cromossomo é formado por duas cromatides distintas conectadas por um
centrdbmero. J& na metafase, os pares das cromatides se movem dentro do fuso e se

localizam no plano equatorial da célula. E nesta fase que os cromossomos adquirem o
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maior nivel de condensagdo. Na anafase, as crométides irméas se separam e sdo conduzidas
para os pélos opostos da célula. Ao iniciar a tel6fase, os cromossomos alcangam os pélos
opostos, o fuso comeca a desaparecer e a membrana nuclear volta a se formar ao redor do
conjunto de cromossomos (CASTRILLO, 1995; ALBERTS et al., 2002).

A citocinese consiste na divisdo do citoplasma mediante um processo denominado
segmentacdo, o qual é normalmente dirigido por um fuso mitético formado pela
reorganizacdo dos microtubulos do citoesqueleto (CASTRILLO, 1995; ALBERTS et al.,
2002). A Figura 3 apresenta, de forma esquematica, as fases do ciclo celular: interfase e

mitose.

Interfase (GO, G1, S, G2)

Profase

Metafase

Anafase

Tel6fase

Citocinese

Figura 3 — Fases do ciclo celular

(Adaptada de: http://www.natuurinformatie.nl/sites/nnm.dossiers/contents/i004640/mitose+tekst%20voor%20aanpassing2.jpg)
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Em 1960, estudos com células mitdticas demonstraram grandes varia¢fes na
radiossensibilidade durante todo o ciclo celular apds a exposicdo as radiacBes ionizantes.
Assim, a fase S foi confirmada como a fase do ciclo celular mais resistente e, a mitose e a
fase G2, como as mais radiossensiveis (PAWLIK; KHANDAN 2004; WILSON, 2004;
TAMULEVICIUS et al., 2007).

A irradiacdo de uma ceélula durante a fase G1 do ciclo celular atrasa a progressao
até a fase S e, de modo semelhante, células irradiadas durante a fase S atrasam a
continuacdo da sintese do DNA, e células irradiadas durante G2 atrasam a entrada em
mitose (PAWLIK; KHANDAN 2004; WILSON, 2004; TAMULEVICIUS et al., 2007).

De modo a executar as diferentes etapas do ciclo celular numa ordem correta, as
células possuem pontos de checagem (checkpoints) que monitoram o estado dos
acontecimentos ao longo do ciclo celular. Estes checkpoints séo controlados por genes que
regulam e controlam o ciclo celular, determinando o momento certo para a célula se dividir
ou interromper a divisdo (PAWLIK; KHANDAN 2004).

Os checkpoints mais bem elucidados sdo aqueles que ocorrem durante as fases G1 e
G2, onde o atraso em G1 impede a replicagdo de DNA danificado e uma parada na fase G2

evita que a célula segregue cromossomos defeituosos (PAWLIK; KHANDAN 2004).

2.3 Gene supressor de tumor TP53

Dentre 0s genes supressores tumorais, 0 gene TP53 esta diretamente implicado em
deter o desenvolvimento de células neoplasicas, possuindo um papel fundamental nas
respostas celulares aos agentes agressores. Este gene é o mais frequentemente alterado em
casos de cancer em humanos: mais de 50 % dos tumores humanos primarios possuem
mutagdes no gene TP53 (ROTTER; PROKOCIMER, 1991; CAVALCANTI JUNIOR et
al., 2002).
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O gene TP53 foi descoberto em 1979, identificado inicialmente como oncogene em
1985 por Jenkins, e posteriormente classificado como gene supressor de tumor em 1989,
por Baker e colaboradores. (BAST, 1983; CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002).

Utilizando um clone de cDNA para anélise de células hibridas murinas e humanas o
gene TP53 humano foi mapeado no cromossomo 17, sendo o seu loco identificado na
porcdo telomérica do braco curto do cromossomo 17 (regido 17p13.1) (LAMB et al.,
1986).

A Figura 4 apresenta um cariétipo” humano normal, com 22 pares de cromossomos
autossémicos, de um individuo do sexo masculino (XY). A seta vermelha indica a posi¢do
do gene TP53 no cromossomo 17 (McBRIDE et al., 1986; LAMB et al., 1986).

LOCALIZACAO DO GENE TP53
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Figura 4 — Localizacdo do gene Tp53 no cromossomo 17
(modificado de: http://p53.free.fr/p53_info/image_info/p53_gene2.jpg)

A estrutura do TP53 foi caracterizada por meio do sequenciamento de clones de

cosmidios e fagos lambda, sendo composto por 20 quilobases (kb)” do DNA genomico e

“ Cari6tipo: é o conjunto cromossémico ou a constante cromossomica dipléide (2n) de uma espécie.
Representa o nimero total de cromossomos de uma célula somatica (do corpo).


http://p53.free.fr/p53_info/image_info/p53_gene2.jpg
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contem 11 exons, que variam de 22 a 1.268 pares de bases. Este gene codifica uma
fosfoproteina nuclear denominada p53 (LAMB et al., 1986).

2.4 Descobrimento e estrutura da proteina p53

Em 1979, o resultado de duas pesquisas resultou na descoberta de uma proteina
com um peso molecular de 53 kDa', sendo portanto denominada de proteina p53
(LAZARO et al., 2004). A proteina p53 é um mondmero constituido de 393 aminoécidos
dispostos em 4 dominios e trés regides: amino-terminal (N-Ter), a central e a carboxi-
terminal (C-Ter) (MILLAU et al., 2009). A Figura 5 ilustra, de forma esquematica, a
estrutura da proteina p53 onde é possivel verificar seus 393 aminoacidos dispostos em seus
4 dominios, sendo um bésico e os outros para: de transativacdo, ligagdo ao DNA e

oligomerizacdo.

AD1 AD2 PXXP
e—A— ——

N-Ter ( C-Ter

42 43 63 64 97 102 292 323 356 363 393
- — — | — — el .~ > N— e
Dominio de Dominio de Dominio de Dominio
transativacio ligacdo ao DNA oligomerizag&o Bésico

Figura 5 — Localizacdo dos quatros dominios da proteina p53
(Modificada de: MILLAU J.F et al., 2009)

“ Regido amino-terminal: nesta regido esta localizado o dominio transativacdo, sendo
dividido em 3 sec¢des: AD1 (residuos 1-42), AD-2 (residuos 43-63) e dominio rico em
prolina (residuos de 64-73). AD1 e AD2 sédo responsaveis pela regulacdo da p53, visto

gue regulam proteina como a Mouse Double Minute 2 (Mdm2 ou Hdm2 em humanos).

N Quilobase: unidade usual de comprimento de fragmentos de DNA; equivale a 1000 nucleotideos.
" Dalton: E a unidade de massa atdmica, usada na biologia molecular, equivalente a 1/12 da massa do
carbono-12. 1 kDa= 1000 Da
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O dominio rico em prolina contém 5 cdpias de PXXP, possuindo uma elevada
similaridade as proteinas que se ligam a SH3, as quais sdo necessarias para a apoptose e

a interacdo com outras proteinas celulares (MILLAU et al., 2009).

“ Regido central: é onde ocorre a unido da proteina p53 com o DNA, sendo, portanto,
resistente & acdo de enzimas proteoliticas e outras interacGes. Neste dominio se
localizam quatro regiBes, altamente conservadas entre diferentes espécies, e que servem
de reconhecimento e ligacdo ao DNA. Os aminoacidos 248 e 276 sdo 0s que se unem
diretamente ao DNA e identificados como os que sofrem maior nimero de mutacéo em
amostras tumorais (MILLAU et al., 2009).

+ Regido carboxi-terminal: possui trés diferentes funcgdes: nela localiza-se 0 dominio

responsavel em dar o sinal de localizacdo nuclear da proteina, é nesta regido onde

ocorre a tetramerizacdo, onde 4 proteinas p53 se ligam para a oligomerizacdo da
molécula, tornando-se ativas, de forma que a regido funciona como fonte de fosforilacao
para as Cdks. Este dominio intervém ainda na promocao da apoptose e na regulacdo da

transcricdo, embora de forma ndo tdo importante como o dominio amino-terminal. A

regido carboxi-terminal também atua no reconhecimento do dano da dupla cadeia de

DNA (MILLAU et al., 2009).

Aproximadamente 90 % das mutacfes na proteina p53 se localizam na regido onde
ocorre sua unido com o DNA: sdo os “pontos quentes” de mutagdes, que podem causar
tanto a perda da funcdo supressora de tumor como o ganho da funcdo oncogénica (LANE,

1992). A Figura 6 apresenta, esquematicamente, a ligacao entre a proteina p53 e 0 DNA.
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Figura 6 — Proteina p53 ligada a uma molécula de DNA

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:P53.png#file)

2.4.1 Regulacéo da proteina p53

A proteina p53 inativa (selvagem ou wild type) se localiza no citoplasma em baixas
concentragfes e tem uma vida média relativamente curta na célula, cerca de 20 a 30
minutos. Ao receber sinais, a proteina devera sofrer modifica¢fes para que seja convertida
na sua forma ativa e passe a atuar no nucleo da célula. A duragéo e a cinética do aumento
dos niveis de proteina diferem segundo o fator que provocou sua ativagao e 0s genes que

tenham sido regulados pela proteina a nivel de transcricdo (AGARWAL et al., 1998).

Os fatores que conduzem a ativacdo de p53 estdo principalmente associados a
situacOes de estresse celular (e.g. danos radioinduzidos no DNA). Estes estimulos
provocam um rdpido aumento dos niveis da proteina na célula, tanto por um aumento da
sua estabilidade como por sua ativagdo bioquimica através de fosforilagdes e acetilagdes,

permitindo que a proteina atue como fator de transcricdo, una-se em determinadas regifes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:P53.png#file
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do DNA por sequéncias de bases especificas localizadas em regides promotoras e regule a
expressao de genes (HUTCHINSON, 1985).

A estabilidade da p53 é regulada pela ligagdo com a proteina Mdm2, de forma que
qualquer evento que venha a interferir nesta ligacdo pode aumentar a estabilidade da
proteina p53 (FEI; EL-DEIRY, 2003). A p53 pode ativar a expressao da Mdm2 que, por
sua vez, conduz a repressao da p53 por trés mecanismos diferentes: No primeiro, a Mdm2
se liga a regido amino-terminal da p53, interferindo na atividade de transcricdo da mesma,
inativando-a; o segundo esta relacionado a ida da p53 para dentro do nucleo; no terceiro, a
Mdm2 age como uma E3 ubiquitina ligase, induzindo a degradacéo da p53 (VASSILEV et
al., 2004).

Entretanto, um dano radioinduzido em uma das cadeias da molécula do DNA é
suficiente para que ocorra 0 aumento da inducdo da proteina p53. No entanto, 0 mecanismo
pelo qual a radiacdo estimula a expressdo de p53 ainda ndo esta bem esclarecido. O
aumento dos niveis de expressdo da p53 apds a exposicdo as Rls parece ser resultado de
uma combinacdo entre 0 aumento da sua vida média e 0 aumento da transcri¢do de seu
RNA mensageiro (LEVINE, 1997).

Estudos relatam que células expostas as RIs induzem a fosforilacdo da serina 15 e
esta modificacdo que ocorre apos a traducdo do RNA mensageiro € diminuida depois da
interacdo da RIs com as células deficientes em ATM (Ataxia Telagiectasia-Mutated). O
gene ATM é capaz de fosforilar a p53 na serina 15 in vitro, e sua atividade é aumentada
depois da interagdo com as RIs. Esses resultados sugerem que o gene ATM fosforila

diretamente a proteina p53 em seu sitio de resposta as RIs (CANMAN et al., 1998).

O gene ATM também tem sido implicado em um novo evento desfosforilativo
induzido pela RI. As radiagOes ionizantes causam a perda de um dos grupos de fosfato da
serina na posicao 376 na extremidade carboxila de p53 de uma forma dependente do gene
ATM. Esta desfosforilacdo gera um sitio de unido para proteinas e aumenta a sequiéncia de
unido especifica do DNA (CASTANEDA et al., 2007).
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Szkanderova e colaboradores (2003) avaliaram a fosforilagdo da proteina p53 em
células MOLT-4 ap0s exposi¢do a radiacdo gama. Eles observaram que os danos no DNA
ocasionados pela dose de 7,5 Gy induziam altos niveis de expressao da proteina p53 e este
foram ocasionados pela fosforilacdo da proteina p53 a nivel da serina-392 e da serina-15
(SZKANDEROVA et al., 2003).

Na sua forma ativa, a proteina p53 esta implicada no controle do ciclo celular, na
proliferacdo celular, na reparacdo e sintese de DNA e na morte celular programada
(apoptose) (HARRIS, 2006).

2.5 Sistemas de checagem do ciclo celular

Os sistemas de checagem do ciclo celular servem para detectar defeitos durante o
processo de divisdo celular. Como consequéncia, a célula interrompe temporariamente a

progressao do ciclo celular, notadamente nas fases G1, S e G2.

2.5.1 Ponto de checagem na fase G1

Quando expostas a agentes genotoxicos, as células podem atrasar a proliferacdo
celular ainda na fase G1, no seu ponto de checagem. A parada do ciclo celular em resposta
aos danos do DNA esta associada ao aumento da expressdo da proteina p53 (BRISTOW et
al., 1996).

Uma vez ativada, a p53 pode funcionar como um fator regulatério de transcricéo,
ligando as sequiéncias regulatorias de varios genes, incluindo GADD45, Mdm2 e p21 (FEI
et al., 2002). Sabe-se que p21, uma proteina inibidora da quinase dependente de ciclina 1A
(Cdk1A), se liga diretamente aos complexos de ciclina/Cdk e age como um inibidor de
Cdk. Desta forma, a p21 pode inibir a atividade quinase dos complexos ciclina E/Cdk2,
ciclina D1/Cdk4, cilcina A/Cdk2, ciclina B/Cdc2 e com isso interrompe o ciclo celular na
fase G1 (SHACKELFORD et al., 1999).
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Outro regulador importante para transicdo de G1 para S € a familia das proteinas
INK4, especialmente a pl6. Esta proteina inibe o complexo ciclina D Cdk4/Cdk6 e,
consequentemente, a fosforilacdo da Rb. A proteina Rb hipofosforilada ird permanecer
ligada ao fator de transcricdo E2F, tornando-o inativo. Com isso, 0 E2F néo ird produzir
enzimas necessarias para sintese do DNA na fase S e a célula péara a sua divisdo em G1
(SERRANO et al., 1993; LUKAS et al., 1995).

A Figura 7 apresenta de forma esquematica a progressdo (quadro em azul) e parada
do ciclo celular (quadro amarelo). E possivel verificar que o ciclo celular progride da fase
G1 para S mediante a ativacdo do complexo cdk2/ciclina E e do fator de transcri¢cdo E2F,
que irdo ativar a transcri¢do de genes que codificam para a producdo de enzimas essenciais
para sintese do DNA. Por outro lado, a parada do ciclo celular ocorre quando ha danos na
molécula de DNA e, consequentemente, a ativacdo da proteina p53. Uma vez ativada, esta
proteina ir ativar a proteina p21, que se agrega ao complexo Cdk2/ciclina E inativando-o.
Desta forma, ndo ha a progressdo do ciclo celular e a célula para para que o dano seja

reparado.

Progressao Parada
Dano no
sem dano l
Ciclo celular
Ativa p53
Complexo Ativo ¥
SN f p21
3 X
B2 »  CDk2
Y - N p21
Ciclina E Ciclina E
pRb pRb Complexo Inativo
pRb
SN
] N N
Enzimas N N E2F .. Y» Parada do
Fase G1/S <= Para g E2F S——> .
’ N N Ciclo Celular
Sintese NSSSSESSSY Fator de
de DNA Fator de Transcrigio
Transcrigdo Inativo

Ativo

Figura 7 — Progresséo e parada do ciclo celular
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2.5.2 Ponto de Checagem na fase S

Os mecanismos envolvidos na progressao da divisdo celular ao longo da fase S e
desta para fase G2 ainda ndo séo bem esclarecidos. Sabe-se que ap6s a exposicao a agentes
mutagénicos, tais como as RIs, as células de mamiferos exibem uma reducéo dose-
dependente na sintese de DNA dentro de alguns minutos (SHACKELFORD et al., 1999).

Este processo provavelmente envolve o complexo ciclinaA/Cdk2, que mostra
importante funcdo imediatamente antes da sintese de DNA atraves fosforilagdo de
proteinas especificas envolvidas na replicacio do DNA (mais precisamente na sua
deselicoidizacdo) (SHACKELFORD et al., 1999).

2.5.3 Ponto de Checagem na fase G2

A exposicdo de células em G2 as Rls e a outros agentes genotoxicos provoca o0
acumulo de moléculas que resulta na inibi¢do da atividade quinase de proteina e inativacao
do complexo ciclina B/Cdc2, necessario para que a célula prossiga para a mitose
(SHACKELFORD et al., 1999).

Mediante uma exposi¢do a RI, a ciclina B fica retida no citoplasma da célula.
Assim, sua localizacdo pode esclarecer alguns aspectos da funcdo do ponto de verificacdo
G2, uma vez que, para que a célula possa prosseguir para a mitose, é preciso que o
complexo ciclina B/Cdc2 esteja localizado no ntcleo (SHACKELFORD et al., 1999).

No entanto, quando ha falhas no mecanismo de reparo, a célula ira prosseguir a
divisdo celular com DNA danificado, o que poderd ocasionar uma neoplasia ou morte
celular; neste segundo caso, a célula tende a ser eliminada por apoptose (SHACKELFORD
etal., 1999).
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2.6 Apoptose

A morte celular pode ocorrer por dois mecanismos distintos: necrose e apoptose. A
necrose, também chamada de morte celular patolégica ou acidental, ocorre quando as
células sdo expostas a uma variacdo extrema de suas condic¢Bes fisiologicas (como
hipertermia e hipoxia), danificando a membrana plasmatica e conseqiientemente levando a
morte celular (SIEGEL et al., 1999).

Por outro lado, a apoptose celular pode ser induzida por estimulos como inani¢éo,
fatores de crescimento, DNA danificado, infeccdo viral, molécula liberadas por linfdcitos
citotoxicos (CLT), drogas anti-cancer, irradiacdo, fatores letais, privacdo de fatores de
sobrevivéncia e ligacbes de indutores quimicos a determinados receptores de morte
presentes na superficie celular (OLIVE; DURAND, 1997).

Os primeiros estudos sobre a apoptose foram realizados por Kerr (1971) que, ao
induzir a atrofia no figado de ratos pela ligacdo de vasos portais, observou a morte dos
hepatdcitos. Tal falecimento era caracterizado por alteracfes morfoldgicas peculiares como
a diminuicdo do volume celular, ondulacdo das membranas plasmaticas, condensacao da
cromatina e, eventualmente, uma fragmentacdo em vesiculas contendo organelas intactas.
Esse fendmeno foi inicialmente chamado de necrose por encolhimento, e um ano mais
tarde esse nome foi alterado para apoptose (KERR, 1972 apud OLIVE; DURAND, 1997),
palavra grega para ‘perda das folhas das arvores’ (VAN CRUCHTEN; VAN DEN
BROECK, 2002).

Esse processo de morte celular possui um papel essencial na manutencdo da
homeostase tecidual e é importante em certas condi¢des patologicas, incluindo o cancer.
Como o processo apoptotico possui um importante significado bioldgico, disfungdes nos
mecanismos de controle do sistema (apoptose deficiente ou excessiva) resultam numa
variedade de condi¢cbes patologicas, tais como imunodeficiéncia, doenga auto-imune,
doenca degenerativa (doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson), cancer e (OLIVE;
DURAND, 1997).
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Seguindo as alteracdes morfoldgicas ja citadas acima, a célula é fragmentada em
compactas estruturas membranosas que sdo posteriormente fagocitadas por macrofagos e
entdo removidas do tecido sem gerar uma resposta inflamatoria (OLIVE; DURAND,
1997).

Na Tabela 1 séo listadas as principais diferencas entre os processos de necrose e

apoptose no que diz respeito as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e significancias

fisioldgicas.

Tabela 1. Diferentes caracteristicas entre a morte celular por apoptose e necrose

APOPTOSE NECROSE

MORFOLOGICAS

Estrangulamento da membrana sem perda da Perda da integridade da membrana

integridade
Agregacdo da cromatina a membrana celular Floculacdo da cromatina
Condensacao celular (encolhimento celular) Inchaco da célula seguido de lise

Formac&o de vesiculas com membrana (corpos

" Lise completa sem formacao de vesiculas
apoptoticos)

Sem desintegragéo das organelas Desintegracdo das organelas
BIOQUIMICAS
Processo envolve_ndg _ativagéo € passos Perda da regulacdo idnica homeostatica
enzimaticos
Processo ativo Processo passivo
Fragmentacdo de DNA definida (ndo randémica) Digestdo randémica de DNA
Pré-fragmentacdo de DNA Pos-fragmentagdo de DNA
FISIOLOGICAS
Morte de células individuais induzida por Morte de grupos celulares evocado por
estimulos fisiologicos disturbios néo fisiologicos
Fagocitose por células adjacentes ou macrofagos Fagocitose por macrofago
Resposta nédo inflamatdria Significante resposta inflamatoria

A Figura 8 apresenta de forma esquematica as etapas do mecanismo de apoptose e

necrose celular. E possivel observar que, no processo apoptético, a célula permanece com a
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membrana plasmaética integra, mas ha presenca de mudangas nucleares e uma
fragmentacédo da célula com possibilidade de ocorrer necroses secundérias. Ja no processo
de necrose, ndo ha a desfragmentacdo do nucleo, mas a célula perde a integridade da
membrana devido a turgescéncia (OLIVE; DURAND 1997).

APOPTOSE
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Figura 8 — Mecanismo de apoptose e necrose celular
(http://www.bioagency.com.br/catalogos/09_apoptose_2004.pdf)

Com relacdo a exposicdo a RIs, existem células que entram em apoptose
imediatamente apds uma irradiacdo, a exemplo dos timocitos, esplendcitos, progenitores
hematopoiéticos, células do foliculo capilar e células da parede do intestino delgado. Este
mecanismo de apoptose, assim como para resposta a outros agentes, € controlado por

expressdes geneéticas que podem ocorrer em diferentes compartimentos celulares, como o
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nacleo, elementos citoplasméaticos e membrana plasmatica (GUDKOV; KOMAROVA,
2003).

Diversos estudos tém apresentado o envolvimento da proteina p53 no mecanismo
de apoptose radioinduzida. Diferentes mecanismos de resposta ao estresse genotoxico
podem ser ativados por diferentes vias, e a p53 atua como molécula-chave, que participa de
grande parte dessas vias. Em estudos realizados com células do timo, por exemplo, foi
verificado que as que ndo expressavam p53 ndo morreram por apoptose, ja as que
expressavam a p53 em sua forma selvagem eram extremamente radiossensiveis, sendo

eliminadas por apoptose apds serem irradiadas com doses inferiores a 1 Gy.

A participacdo da p53 se inicia quando os danos no DNA induzidos pela radiacéo
ionizante ativam uma série de proteinas quinases, que, por sua vez, fosforilam, ativam e
acumulam a p53. Atualmente, trés modelos s&o aceitos como hipdteses para explicar a
funcdo da p53 (GUDKOV; KOMAROVA, 2003):

¢+ O primeiro indica que a decisdo entre a célula entrar em apoptose ou interromper o
ciclo celular para reparar os danos no DNA depende da quantidade de p53 ativada e
do tempo de duracgéo dessa ativacdo. Quanto mais forte e mais longa for a ativagédo
da p53, maiores as chances de ocorrer apoptose e ndo a interrupcao do ciclo celular
(GUDKOV; KOMAROVA, 2003).

¢+ O segundo diz que as células ja possuem uma pré-disposicdo para apoptose ou para
parada do ciclo celular. A decisdo é feita de acordo com o conteddo da cromatina
ativa em cada tipo celular, ou seja, devido aos genes passiveis de serem ativados
pela p53. Por exemplo, quando expostas a RI, células hematopoiéticas e
embrionarias quase sempre respondem com apoptose. Por outro lado, 0s
fibroblastos, mesmo quando as doses de radiagdo sdo muito altas, quase sempre
respondem com a interrupcao do ciclo celular (GUDKOV; KOMAROVA, 2003).

¢+ O terceiro diz que a decisdo depende da disponibilidade de co-fatores necessarios
para a ligacdo da p53 a genes especificos (GUDKOV; KOMAROVA, 2003).
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Nas ultimas décadas, o papel da apoptose mediada pela p53 foi muito discutido e
estudado por pesquisadores no mundo todo. Como a apoptose mediada pela p53 é um
importante fator na determinacdo da sensibilidade dos tecidos a RI, e como os tumores
geralmente sdo sensiveis a radioterapia, acreditava-se na relacdo entre expressdo de p53 e
sensibilidade do tumor a radiacdo (OLIVE; DURAND, 1997).

Estudos mostraram que células induzidas a serem cancerosas que expressavam p53
ativa responderam aos danos do DNA com apoptose mediada pela p53, enquanto que
tumores que apresentavam p53 inativa geralmente tornavam-se mais resistentes ao
tratamento. Dados clinicos confirmam essa idéia e apontam que a presenca da p53
(selvagem) no tumor geralmente estd associada ao bom progndstico do paciente. No
entanto, novos estudos apontavam para outra direcdo. Pesquisadores identificaram que
células tumorais tratadas com quimioterapia e radioterapia entravam em apoptose mediada
pela p53 apenas quando as células dos tecidos de origem normalmente ja eram susceptiveis
a esse tipo de apoptose, como € o caso de tecidos hematopoiéticos e tecidos reprodutivos
(GUDKOV; KOMAROVA, 2003).

A p53 passou a ser importante na determinacdo da susceptibilidade do tumor ao
tratamento somente para os tumores que mantinham a forma nativa da p53 no tecido
cancerigeno. Contudo, a p53 é inativada por mutacdes em mais da metade dos tumores
malignos humanos, e ndo é funcional em muitos outros devido a alteracbes em outros
componentes da sua via metabdlica (OLIVE; DURAND, 1997; GUDKOV; KOMAROVA,
2003).

O papel da p53 na resposta celular a radiacéo é de grande importancia. No entanto,
na maioria das células tumorais, a via da p53 é geralmente inativada, e seu papel na morte
celular fica limitado a um pequeno grupo de células cancerosas. Todavia, 0 papel da p53
em células dos tecidos normais podera ser um fator importante para determinar a
radiossensibilidade individual quando co-relacionados com a eficiéncia do mecanismo de
reparo e com a viabilidade celular, j& que nestas células a p53 podera ser ativada
(GUDKOV: KOMAROVA, 2003).
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Com base nestes dados, pode-se inferir que, em células normais, ha um aumento da
expressdo da proteina p53 em resposta a um agente genotoxico, especialmente em células
de tecidos que apresentam alta sensibilidade a radiacdo, como é o caso das células

hematopoiéticas, principalmente os linfécitos.

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi a avaliar a correlagdo entre os niveis
de expressdo da proteina p53 em linfécitos do sangue periférico humano e a

radiosensiblidade individual.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Perfil do estudo

O estudo foi do tipo experimental ou ensaio clinico ndo-randomizado. Este ensaio
consiste na comparacdo entre um grupo de amostras, de sangue periférico humano,
expostas a radiacdo ionizante e outro formado por amostras ndo expostas, denominado
controle. Ambos foram escolhidos a partir de critérios de disponibilidade ou conveniéncia
(ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

3.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagio de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (Hemope) sob o processo de nimero 046/06. Todos 0s
individuos envolvidos nesta pesquisa foram orientados sobre a proposta do estudo de
forma clara e, em caso de concordancia com os procedimentos a serem realizados,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice I), autorizando sua
incluséo no estudo e facultando o uso dos dados cadastrais e do material bioldgico coletado

como informag&o para publicacéo e divulgacéo cientifica.

3.3 Critérios de inclusao e exclusdo

Para aplicar os critérios de inclusdo e exclusdo, um questionario foi elaborado

(Apéndice 1) e entregue ao individuo antes da coleta do material bioldgico.



29

3.3.1 Critério de Incluséo:

++ Os individuos incluidos nesta pesquisa foram de ambos 0s sexos e saudaveis.

3.3.2 Critério de Exclusao

++ Caso de recusa do individuo quanto a participacdo nesta pesquisa.

% Individuos que tenham sido submetidos a tratamento radioterdpico e/ou

quimioterapico nos ultimos dois anos.

% Circunstancias materiais ou logisticas que tornem impossivel o desenrolar

normal da investigacao.

3.4 Coleta e registro do material bioldgico

A assepsia do local da puncdo venosa foi realizada com alcool a 70 % e com as
devidas precauc@es de biosseguranca que envolvem tal procedimento, foram coletados 50
mL de sangue periférico humano utilizando sistema a vacuo em tubos contendo heparina

sodica (Labor Vacuum).

Para preservar a identidade dos individuos, todas as amostras foram codificadas

com as iniciais dos nomes e anotadas em livro de registro com o dia da coleta.

3.5 Estudo preliminar para definicdo de parametros de analise

Inicialmente foram coletadas amostras de sangue periférico de 2 individuos (um do
sexo masculino e o outro do sexo feminino) para avaliar a concentragdo mais adequada dos
mitogénos e o melhor tempo de cultura para estimular a proliferacdo de linfocitos do

sangue periféerico humano néo irradiados.
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A melhor concentracdo de mitdgeno para a inducdo da resposta proliferativa de
linfocitos foi utilizada para estimular células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

ndo-irradiadas e irradiadas com doses de 0,5; 1; 2 e 4 Gy.

3.5.1 Obtencéo das células mononucleares

As amsotras de sangue periférico foram colocadas sobre um gradiente de
densidade, Ficoll Paque-Plus, (GE Healthcare, Bio-Sciences AB) na propor¢do 1:2. Os
tubos foram centrifugados a 400 x g durante 35 minutos para obten¢do das PBMC.

As PBMCs foram transferidas para um tubo de fundo cénico de 15 mL para 0s
procedimentos de lavagens. A estas células, foi adicionado PBS (solucdo salina tamponada
com fosfato pH 7,2-7,4) na proporcdo 1:2. Os tubos foram centrifugados a

100 x g durante 10 minutos. Este procedimento foi realizado por 2 vezes.

Apos a centrifugacdo foram retirados os sobrenadantes e, aos pellets de células, foi
adicionado 1 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium) contendo 1 0% de soro fetal bovino, 300 mg/mL de L-glutamina, 50 mg/L de

sulfato de gentamicina e 2 mg/L de anfotericina B (Cultilab, Brasil).

A Figura 9 apresenta, esquematicamente, todas as etapas para obtencdo da camada
de celulas mononucleares (PBMC), desde a adi¢do do sangue periférico sobre o gradiente
de densidade (Ficoll-Paque Plus), centrifugacdo, obtencéo do anel do PBMC e do pellet

celular.
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Figura 9 — Procedimento para obtencdo da PBMCs

3.5.2 Ajuste da concentracéo celular

A realizacdo do ajuste da concentragéo celular foi realizada utilizando-se a camera
de neubauer e microscopia dptica convencional, sendo a concentracéo ajustada para 2 x 10°
células/mL de meio RMPI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino.

3.5.3 Ajuste das concentracfes dos mitdgenos

Para esta pesquisa, foram avaliados dois tipos de mitdgenos:

+¢+ Fitohemaglutininia — Lectina retidada do Phaseolus vulgaris — PHA (Cultilab,

Brasil) em uma concentracdo estoque de 5570 pg/mL. Este mitdgeno estimula a

proliferacdo da sub-populacéo linfocitaria T;
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% Pokeweed — Lectina retirada do Phytolacca americana — PKW (Sigma-Aldrich,
USA) em uma concentracdo estoque de 1000 pg/mL. Este estimula a

proliferacdo das sub-populacdes linfocitarias T e B.

As concentragdes dos mitdgenos foram ajustadas em dobro de modo que, em
100 pL de cada mitdgeno/pogo, as concentracdes finais chegassem a 2,5 pg/mL, 5 pg/mL
e 10 pg/mL na cultura celular. Para cada concentracgéo e tipo de mitdgeno, foram realizadas

culturas celulares em triplicata em placa de 96 pocos.

3.5.4 Cultura Celular

Foram utilizadas placas de cultura de 96 pocos de fundo chato (TPP, Suica). Em
cada poco foram adicionados 2 x 10° células, ou seja, 100 pL da suspensdo celular obtida
no item 3.5.2 e 100 pL de cada concentracdo de mitdgeno ajustadas no item 3.5.3. As

células foram incubadas a 37 °C em 5 % de CO, durante 6, 24, 48 e 72 horas.

Foram adicionados 20 pL (equivalente a 1 uCi) de timidina triciada ([methyl-3H]
thymidine — Amersham Biosciences, Reino Unido) ao meio da cultura celular 6 horas antes
do término de cada periodo de incubacdo. A proliferacdo celular foi avaliada por meio da

quantificacdo da incorporacdo de timidina triciada ao DNA de PBMC:s.

3.5.5 Quantificacédo da timidina triciada em PBMC

Ap0s cada periodo de cultura, as ceélulas foram coletadas automaticamente por um
coletor maltiplo (Skatron Isntruments Cell Harvester, UK) em papéis de filtro (cat. n°.
11731, Skatron, UK). Nos discos de papel de filtro contendo a radioatividade incorporada
ao DNA celular foram adicionados 1,8 mL de liquido de cintilagdo EcoLumeTM (ICN) e a
radiacdo incorporada foi determinada em contador de cintilacdo liquida (Liquid
Scintillation Couter, 1209 Rackbeta, Pharmacia) do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes. O indice de proliferacéo celular foi dado em contagem por minuto (CPM).
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Ap0s o estabelecimento dos melhores tempos de cultura e da melhor concentragdo
dos mitogenos, procedeu-se com a metodologia da citometria de fluxo para avaliar os
niveis de expressdo da proteina p53 em linfocitos de amostras de sangue periférico nao

irradiadas e irradiadas in vitro.

3.6 Especificacbes das condicdes de irradiacdo

As amostras foram irradiadas no Centro de Radioterapia de Pernambuco
(CERAPE) numa fonte de cobalto-60 (Theratron 780 — Atomic Energy of Canada Limited)
onde a taxa de dose para irradiacdo das amostras no inicio da pesquisa era de
196,67 cGy/min.

Seringas contendo aliquotas de 10 mL de sangue periférico foram colocadas dentro
de um bloco de Mix D (p = 0,99 g/cm®), com campo de irradiacdo das amostras de 15 cm x

15 cm e 2,5 cm de profundidade.

A fonte irradiadora foi posicionada no centro do campo, de forma que o eixo
passasse pelo centro da seringa, e a uma distancia de 80 cm do bloco, para garantir, em
conjunto com as dimensdes do bloco, a homogeneidade da irradiacdo da amostra. As
amostras foram submetidas a doses de 0,5; 1; 2 e 4 Gy. A Figura 10 apresenta o set-up do

processo de irradiacdo das amostras.

As doses utilizadas nesta pesquisa foram baseadas nos valores tipicos de dose
empregados no planejamento dosimétrico, seja para o fracionamento de doses, seja para
corpo inteiro (2 Gy) (HALL; GIACCIA, 2006).
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Figura 10 — Set-up da irradiacao

Apbs a irradiacdo, as PBMCs foram obtidas e cultivadas de acordo com o
procedimento descrito dos itens 3.5.1 a 3.5.4. As células irradiadas e ndo irradiadas foram

incubadas em placas de culturas e para cada amostra foram feitas culturas em triplicatas.

3.7 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada no inicio das culturas e ap6s 72 horas de cultivo.
Para tal, foi utilizado o corante azul de trypan 0,4 % (Sigma-Aldrich, USA) na diluicdo de
1:10 (1 parte de células: 9 partes do corante). O numero de células viaveis e ndo viaveis foi
determinado pelo microscopio Optico utilizando-se uma cémera de neubauer. Foram

consideradas viaveis as células ndo coradas, ou seja, as que excluiram o corante.
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A viabilidade foi calculada utilizando-se o seguinte célculo: (%) Viabilidade celular
= nlimero total de células viaveis (ndo coradas) X 100 / células totais (células viaveis e ndo

viaveis). As analises foram realizadas em triplicata.

3.8 Citometria de Fluxo

A escolha da técnica para avaliacdo dos niveis de expressdo da proteina p53 € de
grande importancia no que diz respeito a sua sensibilidade, reprodutibilidade, tempo de
execucao e analise de dados. Esta pesquisa baseou-se no trabalho de Cavalcanti Janior e
colaboradores (2003), onde os niveis de expressao da proteina p53 foram avaliados a partir
de células leucemias utilizando trés metodologias e, dentre elas, a citometria de fluxo se
mostrou a mais adequada apesar do western blot ser classicamente referido como padréao
ouro na pesquisa da p53. De acordo com estes autores, o westen blot e a imunocitoquimica
sdo métodos qualitativos, de baixa sensibilidade e suas aplicabilidades na rotina
laboratorial devem ser discutidas em funcdo do longo tempo para obtencdo dos resultados

quando comparadas a citometria de fluxo.

Foram avaliadas 690 amostras de sangue periférico de 23 individuos sadios sendo,
11 do sexo feminino, com idade entre 19 e 42 anos, e 12 do sexo masculino, com idade

entre 22 e 36 anos.

As amostras que foram irradiadas seguiram 0 mesmo protocolo descrito nos itens
3.6 e 3.6.1 e as PBMCs foram obtidas, cultivadas e incubadas de acordo com o

procedimento descrito dos itens 3.5.1 a 3.5.4.

Para cada amostra foram cultivados pogos em triplicatas. Os niveis de expressédo da
proteina p53 foram avaliados nas culturas celulares na presenca e auséncia de mitdgeno

apos 6 e 72 horas de cultivo.

A cada 3 pocos da placa de cultura (96 pogos) foi realizado um pool de células, que
foram colocadas em tubos especificos do citdmetro de fluxo. Os tubos foram centrifugados
a 300 x g durante 5 minutos, descartando-se o sobrenadante e procedendo-se com a
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lavagem das células para retirar os residuos da cultura celular. Para tal, foram adicionados
2 mL de meio RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).

Ap0s o periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas duas vezes em PBS 0,5 %
de Tween-20 a 400 x g durante 5 min. Ap6s o descarte do sobrenadante, as células foram

fixadas com 500 uL de paraformaldeido a 1 % em PBS.

As leituras e analises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACScalibur, do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, com laser de 488 nm. O software utilizado para o
tratamento dos dados foi o Cell Quest pro (Becton Dickinson immunocytometry systems,
USA). Apds o ajuste dos detectores do citdbmetro, a intensidade fluorescente de 50.000

eventos de cada amostra foi adquirida.

3.9 Analise estatistica

Nesta pesquisa foi realizada a estatistica descritiva utilizando a média, erro padrao,

e analise da variancia (ANOVA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Definicdo da concentracdo de mitdgenos e dos tempos de cultivo celular

A principio, foram avaliadas amostras de sangue de 2 individuos ndo fumantes,
sendo 1 do sexo masculino (23 anos) e outro do sexo feminino (25 anos), identificados
como individuo A e B, respectivamente, no intuito de estabelecer a concentracéo ideal de
cada mitdgeno (fitohemaglutinina e pokeweed), bem como o tempo de cultivo celular a

serem utilizados.

Na Figura 11, os graficos I e Il ilustram as médias das respostas proliferativas em
cpm (contagem por minuto) das PBMCs dos individuos A e B, respectivamente, ndo
irradiadas e cultivadas na presenga da fitohemaglutinina (PHA), nas concentracdes de 2,5;

5 e 10 pg/mL, durante 6, 24, 48 ¢ 72 horas de cultivo celular.
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Figura 11 — Proliferacédo celular de PBMCs ndo irradiadas e cultivadas em diferentes

concentragdes de fitohemaglutinina em distintos intervalos de cultivo celular
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A aplicacdo da analise da varidncia (ANOVA) nas concentragbes de
fitohemaglutinina constatou diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) para os
diferentes intervalos de tempo de cultivo celular. Para todas as concentracdes avaliadas de
fitohemaglutinina, verificou-se que as culturas celulares de 72 horas proporcionaram
maiores indices de proliferacdo celular. Ja o indice de incorporagdo da [®H] timidina pelo
DNA obteve seu valor minimo para o tempo de cultivo de 6 horas para as amostras dos
individuos A e B (Apéndices IlI, IV, VI e VII).

Apesar do mecanismo de acao da fitohemaglutinina ainda nédo ser bem estabelecido,
esses resultados estdo de acordo com so dados da literatura que afirma que a PHA é um
mitdgeno que possui a capacidade de estimular os linfocitos T a entrarem em mitose entre
48 e 72 horas de cultivo celular (PEAKMAN; VERGANI, 1999; RICHMAN D. P., 1980).

Neste sentido, Vilasova e colaboradores (2008) avaliaram a proliferacdo celular de
PBMCs irradiadas quando na presenca e na auséncia da fitohemaglutinina, tendo
observado que 0,7 % das PBMCs, quando ndo estimuladas, encontravam-se na fase do
ciclo celular S. Portanto, estas células ndo expressavam o antigeno de ativacdo, o0 CD25.
No entanto, ao serem estimuladas com 10 pg/mL da PHA, ap6s 72 horas de cultivo celular,
os linfécitos-T foram ativados ocorrendo uma inducdo de CD25 na maioria das células. O
conteddo de DNA analisado revelou um aumento na percentagem de células na fase S,
com no maximo 48 horas ap06s o inicio da estimulacéo, onde 12,2 % das células estavam na
fase S (VILASOVA et. al., 2008).

Em se tratando da concentracdo da PHA mais adequada, os indices de proliferacdo
celulares mais elevados foram alcangados na concentragdo de 10 pg/mL, em todos os
tempos de cultivo, exceto em 6 horas. Por outro lado, devido ao comportamento
ascendente da curva de proliferacao celular, para concentracdo de 10 pg/mL da PHA,
surgiu a necessidade de avaliar se esta tendéncia continuaria para concentragdes superiores
deste mitdgeno. Neste sentido, analisou-se a proliferagdo celular em culturas com duas

concentragdes de PHA: 20 e 40 pg/mL.

Na Figura 12, curvas reproduzem a evolucdo das medias obtidas da proliferacdo
celular a partir de amostras do individuo B, utilizando-se a PHA nas concentracfes de 2,5;
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5; 10, mais os resultados com culturas contendo 20 e 40 pg/mL, apds os tempos de cultura
6; 24; 48 e 72 horas.
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Figura 12 — Proliferagdo de PBMCs do individuo B, ndo irradiadas, estimuladas com

diferentes concentracdes de fitohemalgutinina e distintos intervalos de cultivo celular

Analisando as curvas obtidas do grafico acima, observa-se que ndo houve um
aumento estatisticamente significativo da proliferacdo celular com concentrages de PHA
superior a 10 ug/mL (p < 0,05). Em alguns casos, como nas culturas estimuladas com
40 ug/mL, houve uma diminuicdo da proliferacdo celular. 1sso provavelmente ocorreu
devido a uma saturacdo da ativacdo celular (Apéndice IV e V). Esses resultados
consolidaram a opg¢ao pela utilizagdo da concentragdo de 10 pg/mL de PHA, no sentido de
se obter um elevado indice de proliferacdo celular (Apéndices VI e VII). A Figura 13
apresenta os graficos | e Il onde é possivel verificar os valores médios da proliferacdo
celular dos individuos A e B, respectivamente, ndo irradiadas e cultivadas na presenca do
mitdgeno pokeweed (PKW) em diferentes concentracdes (2,5; 5 ¢ 10 ug/mL) durante 6,
24, 48 e 72 horas.
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Figura 13 — Proliferacdo de PBMCs, ndo irradiadas e estimuladas com diferentes

concentragdes de pokeweed durante distintos intervalos de cultivo celular
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A partir dos graficos da Figura 13, é possivel inferir que o tempo de cultura onde se
obteve o maior indice de proliferacdo celular foi o de 72 horas para todas as concentragdes
de PKW avaliadas. Por outro lado, o tempo de cultivo onde se obteve o menor indice de

proliferacdo celular foi de 6 horas (Apéndices IlI, V, VI e VIII).

Em se tratando da concentracdo do PKW mais adequada, ou seja, a que
proporcionou um maior indice de proliferacdo celular, é possivel verificar um aumento da
incorporacdo da [*H] timidina a0 DNA utilizando-se a concentragdo de 5 pg/mL, para o
individuo A nos tempo de cultura de 24 e 48 horas. J& nos tempos de 6 e 72 horas a
proliferacdo celular teve uma pequena queda quando comparada com a concentragdo de
2,5 ng/mL. Para o individuo B, a concentra¢ao de 5 pg/mL proporcionou um aumento da
proliferacdo celular no tempo de 72 horas. Nos tempos de 6, 24 e 48 horas ocorreu uma
diminuicdo, porém ndo estatisticamente significativa (p < 0,05). Com a concentracdo de
10 pg/mL, para ambos os individuos, ocorreu uma saturagdo. Logo, a concentracdo do

PKW escolhida foi a de 5 pg/mL.

Diante dos resultados acima, optou-se em se trabalhar com o tempo de cultura que
forneceu o maior indice de proliferacdo celular, ou seja, o tempo de cultivo celular de
72 horas. J& as concentracbes dos mitdgenos escolhidas foram baseadas nas que
proporcionaram um resultado adequado de forma a garantir uma boa proliferacdo celular
sem causar toxicidade para as células. Sendo assim, as concentragcdes escolhidas foram a
de 10 pg/mL para PHA e a de 5 pg/mL para PKW.

Uma vez estabelecidos esses parametros, procedeu-se com a avaliagdo dos mesmos
em células irradiadas, no intuito de se averiguar o comportamento da proliferacdo celular

em células dos mesmos individuos (A e B) quando irradiadas.

4.2 Comportamento da proliferacdo de células irradiadas

Na Figura 14, os graficos | e Il, apresentam os resultados das médias da
proliferacdo celular dos individuos A e B, respectivamente. Para tal, foram utilizadas
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celulas irradiadas e ndo irradiadas cultivadas na auséncia e na presenca de 10 pg/mL da

fitohemaglutinina (PHAL0) durante o intervalo de tempo de 72 horas.
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Figura 14 — Proliferacdo de células ndo irradiadas e irradiadas com 0,5; 1; 2 e 4 Gy, ndo

estimuladas e estimuladas com 10 pg/mL de PHA apo6s 72 horas de cultivo

Nos graficos na Figura 14 é possivel verificar uma correlagdo entre proliferacdo
celular, dose de radiacdo e presenca da fitohemaglutinina. Neste caso, observa-se um
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aumento da proliferacdo celular nas células estimuladas com a PHA, quando se compara
com as células ndo estimuladas. No entanto, nas amostras estimuladas, de ambos o0s
individuos, nota-se uma diminuicdo da proliferacdo celular a partir da dose de 1 Gy nas
culturas de 72 horas de cultivo (Apéndices 1X, X, XI e XII).

Segundo Waselenko e colaboradores (2004) a sindrome hematopoiética podera ser
observada em individuos que tiveram exposicdes com dose acima de 1 Gy. No entanto,
para esta dose, os individuos raramente irdo apresentar manifestac@es clinicas relevantes.
A atividade mitdtica dos progenitores hematopoiéticos torna-se limitada ap6s uma dose de
radiacdo de corpo inteiro, maior que 2 a 3 Gy (WESELENKO et. al., 2004). A linfopenia
comumente ocorre antes do inicio de outras citopenias. Um declinio de 50 % da contagem
absoluta dos linfocitos ocorre dentro das primeiras 24 horas ap0s a exposicao, seguido por
um declinio mais acentuado dentro de 48 horas, caracterizada por uma exposicéo letal, ou
seja, dose acima de 7 Gy (WASELENKQO, et al., 2004).

Figura 15, os graficos | e Il apresentam os resultados das médias das proliferacbes
das PBMCs (em CPM) obtidas de amostras de sangue periférico dos individuos A e B,
respectivamente. As amostras ndo irradiadas (0 Gy) e irradiadas (0,5; 1; 2 e 4 Qy),
cultivadas na auséncia e presenca de pokeweed (PKW - 5 ug/mL) durante 72 horas.
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Figura 15 — Proliferagdo de células ndo e irradiadas com 0,5; 1; 2 e 4 Gy, ndo estimuladas e

estimuladas com 5 pg/mL de PKW ap0s 72 horas de cultivo.

Nos gréficos da Figura acima, observa-se um aumento estatisticamente significativo
(p < 0,05) entre as médias da proliferacdo celular na presenca de PKW e das sem
estimulos. Percebe-se que as células de ambos os individuos, A e B, quando irradiadas com
a dose de 2 Gy e incubadas por 72 horas sem estimulos obtiveram um aumento da
proliferacéo celular estatisticamente significativo (p < 0,05) quanto comparado as amostras
ndo irradiadas (Apéndices IX, X, Xl e XII).

Estudos demonstraram a inducdo deste fendmeno em células do sistema
imunologico humano (PREKEGES, 2003). Hashimoto e colaboradores (1999) observaram
um aumento de linfocitos em células tumorais, de ratos, apos a irradiacdo com dose de
2 Gy. Portanto, a dose de 2 Gy, mesmo ndo sendo considerada dose baixa, pode ter
induzido a proliferacdo das PBMCs como uma resposta adaptativa ( HASHIMOTO et al.,
1999).

No entanto, se faz necessério a realizacdo de um estudo, com um nimero maior de
amostras, no intuito se averiguar a influéncia da radiacdo na resposta da proliferacdo de

PBMCs cultivadas sem presenca de estimulo mitdtico.
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ApOs a obtencdo desses resultados procedeu-se com a avaliagdo dos niveis de
expressdo da proteina p53 apds a exposicao, in vitro, a diferentes doses de radiacdo e em

diferentes protocolos de estimulacéo celular.

4.3 Niveis de expressdo da proteina p53

Os resultados individuais, bem como aos valores médios e o erros padrdes, dos
niveis de expressdo da proteina p53 das PBMCs cultivadas durante 6 horas estdo dipostos
no Apéndice XIII. Por outro lado, os niveis de p53 das PBMCs cultivadas durante 72 horas

serdo apresentados a seguir.
A Tabela 2 apresenta os dados de 23 individuos, de diferentes sexos, raca e idades,

obtidas a partir do questionario empregado antes da realizacdo da coleta do sangue

periférico para a quantificacdo dos niveis de expressao da proteina p53.

Tabela 2. Perfil dos doadores que participaram da pesquisa

Consumo de Apresenta Tratamento
Individuos | Sexo lIdade Raga bebida Fumante algum tipo de ou

alcodlica doenca Medicagéo
I M 22 B N N N

I M 29 B S N

Il M 26 P N N N N
v M 23 B N N N N
\% M 28 B S S N N
VI M 36 B S S N N
VII M 24 B N N N N
VI M 33 P S N N N
IX M 36 B N N N N
X M 27 B N N N N
Xl M 25 B N N N S
Xl F 27 P N N N N
Xl F 29 B N N N N
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X1V F 19 B N N N S
XV F 25 B N N N N
XVI F 26 P N N N N
XVII F 33 B N N N N
XVIII F 34 B N N N N
XIX F 23 B N N N S
XX F 42 P N N N S
XXI F 25 B N N N N
XXII M 29 B S S N N
XX F 21 B N N N N

F = Feminino

M = Masculino

B = Branco

P = Pardo

S=Sim

N = Nao

Conforme apresentado na tabela 2, foram avaliadas amostras de 11 individuos do
sexo feminino (idades entre 19 — 42 anos) e 12 do sexo masculino (idades entre 22 — 36
anos), sendo 18 considerados branco e 5 pardos, estando 0os mesmos, aparentemente,
saudaveis. Apenas um individuo (individuo XX) estava fazendo tratamento (Auto
imunoterapia) no momento da coleta. Enquanto que, dois (individuos XI, XV1) ja tiveram
contato com algum tipo de agrotdxico, dois (individuos XIV e XIX) estavam fazendo uso
diario de anticoncepcional e um estava utilizando finastenida (individuo XI), cinco
(individuos 11, V, VI, VIII e XXII) consumiram bebida alcodlica até 4 dias antes da coleta

e trés (individuos V, VI e XXII) eram fumantes.

Alguns trabalhos relatam que os niveis de expressdo da proteina p53 podem ser
modificados quando a célula é exposta a algum tipo de agente genotoxico (KOMAROVA
et al., 2000;. CASTANEDA et al., 2007). Todavia, Franceschi e colaboradores (2006)
concluiram em seu trabalho que ndo h& uma associacdo entre alteragdes dos niveis de
expressao da proteina p53 e o tabagismo ou o consumo de alcool. Além disto, Schneider e
colaboradores (1999) ja haviam verificado a ndo existéncia de correlagdo entre niveis de

p53 com o habito de fumar ou com a idade.
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Seguido ao relato dos dados correspondentes a cada individuo estudado, serdo
apresentados os resultados dos niveis médios de expressdo da proteina p53 nas amostras
dos 21 individuos (I a XXI). Posteriormente, sdo apresentados os resultados dos individuos
XXIl e XXIII, uma vez que estes apresentaram niveis de expressdo da proteina p53

considerados como outlier”.

A Figura 16 apresenta graficos os resultados das médias relativas aos niveis de
expressao da proteina p53 obtidas de amostras de sangue periférico de 21 individuos,
cultivadas durante 72 horas ap0ds a irradiagcdo com doses de 0,5, 1, 2 e 4 Gy. No grafico |
sdo apresentadas as médias dos niveis de expressdo da p53 a partir de células cultivadas
sem mitogeno, enquanto os graficos Il e 111 agrupam os resultados das células cultivadas
com fitohemaglutinina e pokeweed, respectivamente. Para todos os casos, o valor 0 (zero)

corresponde ao grupo controle, ou seja, células ndo irradiadas.
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“ Outliers podem ser definidos como valores andémalos, quando comparado com os valores
experimentalmente esperados em termos de normalidade.
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Figura 16 — Niveis de expressdo da proteina p53 em células cultivadas por 72 horas
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Esses resultados estdo de acordo com o trabalho de Levine (1997), o qual afirma
que diferentes tipos de danos na molécula do DNA podem ativar a proteina p53, incluindo
a quebra da dupla fita do DNA ocasionada pela exposicdo da célula as Rls, conduzindo a
um aumento dos niveis de expressdo da proteina p53. Esta variacdo & proporcional a

extensdo do dano do DNA, que esté diretamente associado a dose absorvida pelo meio.

A aplicacdo da analise da variancia (ANOVA) na comparacdo dos niveis de
expressao da proteina p53, para as doses empregadas nesta pesquisa, constatou diferencas
estatisticas significativas (p < 0,05), em células cultivadas durante 72 horas tanto na
presenca quanto na auséncia de mitégenos (Apéndice 1X).

Trabalhos de Rdssner e colaboradores (2004) estudaram alteracBes nos niveis
expressao da proteina p53 em amostras de plasma e linfécitos sanguineos de trabalhadores
de usinas nucleares, comparando-as com amostras de individuos ndo expostos (grupo
controle), constatando aumento de niveis de expressdo da p53 apenas em linfécitos do

grupo de trabalhadores ocupacionalmente expostos as radiagdes.

Investigando o comportamento da p53 em casos de exposicao individual as RIs,
Cavalcanti e colaboradores (2008) e Vilasova e colaboradores (2008) avaliaram 0s niveis
de expressdo desta proteina em células mononucleares humanas irradiadas in vitro, para
diferentes doses, e observaram um aumento dos niveis de expressdo protéica com a dose

absorvida, sugerindo a quantificacdo da p53 como bioindicador de exposi¢do a irradiagéo.

Por outro lado, os graficos apresentados nas figuras 16 evidenciam que os niveis de
respostas da expressdo da proteina p53 variam de acordo com a presenca e tipo de
mitogeno empregado. Os resultados sintetizados nestes graficos permitem notar um
aumento dos niveis de expressdao da p53 nas células irradiadas, independentemente da
presenca ou auséncia de mitdgenos. Todavia, as médias dos niveis de expressdo da
proteina p53 foram maiores para as células cultivadas com a fitohemaglutinina. A
influéncia da PHA nos niveis de expressdo da p53 foi avaliada recentemente por Vilasova
e colaboradores (2008), utilizando a técnica de western blot, verificando um aumento
desses niveis em cultura de PBMCs, contendo concentracdes de 10 pg/mL de PHA,

guando comparado cultura sem estimulo.
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O aumento dos niveis de expressdo da p53 apos 72 horas de cultivo celular pode
resultar no mecanismo de morte celular através da via apoptotica. Esta hipdtese é
corroborada pelo trabalho de Herteveldt e colaboradores (1997), que relata que a morte de
linfécitos expostos, in vitro, a radiacdo gama ocorre preferencialmente por esta via, uma
vez que esta proteina pode ativar genes importantes para ativacdo da apoptose (HALL;
GIACCIA, 2006; BASSU:HALDAR, 1998).

No intuito de correlacionar os niveis de expressao da p53 nas amostras cultivadas
por 72 h com a morte celular, optou-se por avaliar a viabilidade celular dessas amostras,
tendo como controle a viabilidade das células sem cultivo.

4.4 Viabilidade celular

A Figura 17 apresenta os resultados das médias da viabilidade de células irradiadas
com doses de 0,5; 1; 2 e 4 Gy sem cultivo celular (0 hora), e cultivadas durante 72 horas a
37 °C e 5 % de CO; na auséncia de mitogenos. Para todos os casos, o valor de dose igual a

zero representa amostras ndo irradiadas.
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Figura 17 — Viabilidae celular

A aplicacdo da anélise da variancia (ANOVA) na comparacdo da viabilidade de
células com o aumento da dose absorvida, para as doses empregadas nesta pesquisa, nao
constatou diferencas estatisticas significativas (p > 0,05), em amostras sem cultivo (0 hora)
0 que sugere que a morte celular ndo ocorre imediatamente ap6s a exposi¢do a radiacdo
gama. Por outro lado, na comparacdo da viabilidade de células com o aumento da dose
absorvida, constatou-se diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05), em células

cultivadas por 72 horas (Apéndice XV).

Estes resultados estdo de acordo com Favaudon (2007) onde é afirmado que
apoptose radioinduzida ocorre entre 6 e 72 horas ap6s a exposi¢do as RIs. Boreham e
colaboradores (1996) reforcam esta hipotese e citam que a radiagdo ionizante induz
apoptose nos linfocitos, e esta aumenta com o tempo até 72 horas ap0s a exposicao.
Portanto, o declinio da média da viabilidade celular apos a irradiacdo observada no gréfico
Il da Figura 18 ocorreu devido a morte celular, provavelmente, pela via apoptética, ja que
esta é a modalidade de morte dominante dos linfocitos humanos irradiados (SEKI et al.,
1995; SCHNARR e al., 2007).
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O método utilizado para avaliar a viabilidade celular nesta pesquisa (azul de
trypan), marca apenas as células que ja estdo mortas (necrose/apoptose). Com isso, além de
ndo diferenciar células apoptoticas de necrdticas, este método ndo € capaz de identificar as
células que ainda estdo em processos precoces induzida pela ativacdo (apopotse)
(FISCHER et al., 2000).

Para confirmar se ha células no processo de apoptose tardia € necessaria a
realizacdo de outros métodos mais especificos como, por exemplo, a utilizagcdo do corante
7-amino-actinomicina (7-AAD) que se intercala entre a fita dupla dos acidos nucléicos. O
7-AAD é excluido pelas células viaveis, porém, ele penetra a membrana das células mortas
ou em apoptose, as quais podem ser diferenciadas por meio da citometria de fluxo de
acordo com o tamanho celular. Outro marcador importante de apoptose € a anexina-V, uma
proteina celular que se liga a moléculas de fosfatidilserina expressa na membrana de
células na fase precoce de morte celular (SCHMID, et al., 1992; BERTHO et al., 2000).
Embora esses marcadores ndo tenham sido objeto de estudo nesta pesquisa, sua
importancia motivou trabalhos, ora em andamento, no LAMBDA-UFPE no sentido de se

avaliar a contribuicdo percentual desses dois tipos de morte celular em células irradiadas.

Estudos correlacionaram a resposta apoptotica da célula com a quantidade de p53
que a mesma pode acumular como conseqiéncia do dano radioinduzido, altos niveis de
p53 MRNA podem ser detectados em células apoptéticas (ALSBEIH et al., 2004,
GUDKOV et al., 2007; MURRAY- SMIJEWJKI et al., 2003). Portanto, serdo expostos 0s
resultados da viabilidade celular e dos niveis de expressdo da proteina p53 obtidos de

amostras irradiadas e cultivadas nas mesmas condicdes.

A Figura 18 apresenta os resultados das médias das viabilidades celulares e das
médias dos niveis de expressao da proteina p53 das amostras irradiadas com doses de 0,5;
1; 2 e 4 Gy obtidas a partir de cultivos celulares de 72 horas sem a presen¢a de mitdégeno.

Novamente, dose nula corresponde a amostras de células ndo irradiadas.
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Figura 18 — Viabilidade de células irradiadas versus niveis de expressdo da proteina p53

No gréfico da Figura 18 é possivel verificar uma relacdo inversamente proporcional

entre as médias da viabilidade celular com as médias dos niveis de expressdo da proteina



55

p53. Percebe-se que a média da viabilidade celular diminui a partir da dose de 0,5 Gy,
enquanto que, para mesma dose de radiagdo, as médias dos niveis de expressdo da proteina

p53 aumentam.

Segundo Guerquin e colaboradores (2009), células irradiadas ativam uma rede de
sinalizagOes complexa que conduz a parada do ciclo celular permitindo que as lesfes sejam
reparadas. No entanto, quando o dano é extenso, com baixa probabilidade de reparo, a
apoptose é induzida pela célula, lembrando que a escolha entre a ativacdo da apoptose e 0
mecanismo de reparo do DNA ¢é dada pela proteina p53. No entanto, a auséncia da p53 tipo
selvagem (wild-type) na célula pode retardar ou prevenir apoptose, sendo possivel o
aumento da sobrevivéncia celular. Entretanto, se isto ocorrer, aumenta o risco de mutacao e
instabilidade genética na célula (OLIVE; DURAND, 1997).

Estudos correlacionam o mecanismo da apoptose com a radiossensibilidade e a
proteina p53 (OLIVE; DURAND, 1997; ROSS, 1999; PRISE et al., 2005) . De acordo com
os estudos de Dainiak (2002), a proteina p53 é encontrada em altos niveis em tecidos
radiossensiveis, como por exemplo, o tecido hematopoiético. Este fato também foi
observado por MacCallum e colaboradores (1996), onde, ao estudarem a distribuicdo da
proteina p53 em tecidos de rato, observaram que os tecidos radiossensiveis (baco, timo,
medula Gssea e intestino) expressavam altos niveis da proteina p53, enquanto que 0s
tecidos radioresistentes (musculo esquelético e cérebro) apresentaram baixos niveis de
expressdo. Nesta pesquisa, as amostras dos individuos analisados apresentaram diferentes
niveis de expressdo da proteina p53, portanto, apresentaram diferentes comportamentos de
respostas as radiacdo ionizante, provavelmente, devido aos diferentes graus de

radiossensibilidade.

4.5 Niveis individuais de expressao da proteina p53

A Figura 19 apresenta os graficos de A e B onde é possivel verificar os resultados,
representativos, dos niveis de expressao da proteina p53 em amostras de 21 individuos, ndo
irradiadas e irradiadas com dose de 2 Gy, cultivadas por 72 horas na presenga ou auséncia

de mitdgenos.
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A partir dos gréficos da Figura 19 observa-se que, para a maioria dos individuos, 0s
niveis de expressao da proteina p53 aumentam nas células irradiadas, apresentando grande
variabilidade entre as amostras dos individuos avaliados. Este comportamento foi também
observado nas células irradiadas com as doses de 0,5, 1 e 4 Gy (Apéndice XVI). A escolha
da dose de 2 Gy para exemplificar a dispersdo do resultados foi feita por ser esta dose de
radiacdo um valor tipico empregado em radioterapia com fracionamento dosimétrico
(HALL; GIACCIA, 2006).

A variabilidade interindividual dos niveis de expressdo da proteina p53 esta
relacionada aos fatores intrinsecos individuais, associados a radiossensibilidade. A
influéncia da radiossensibilidade celular tem sido particularmente estudada para células
tumorais, com objetivo de aperfeicoar os tratamentos com radiacao ionizante. Nestes casos,
tem-se demonstrado que o aumento dos niveis de expressdo da p53 estd associado ao
aumento da sensibilidade do tecido tumoral a irradiacdo (LOWE et. al., 1993;
MCCURRACH e al., 1997; ALSNER et al., 2001; MOHIUDDIN et al., 2002).

Em estudos com animais, evidéncias da relacdo entre os niveis de expressdo da p53
e a radiossensibilidade foram relatadas em trabalhos realizados por Lindsay e
colaboradores (2007), onde foram observadas diferencas na expressdo desta proteina em
células intestinais de ratos irradiados, sendo constatado um prolongamento da atividade da
proteina p53 e, consequentemente, um aumento dos niveis de expressdao da p53 nos
animais mais susceptiveis quando comparado com o0s mais resistentes a radiacdo
(LINDSAY et al., 2007).

Nas pesquisas com diferentes linhagens de células tumorais humanas, Siles e
colaboradores (1996) utilizaram a técnica de western blot para avaliar a presenca da
proteina p53 antes e ap0s a exposicdo a radiagdo ionizante, constatando uma diferenca
entre 0s niveis desta proteina nas células irradiadas, além de sugerir a avaliagdo da p53

como teste de radiossensibilidade para alguns tipos de células tumorais.

De um modo geral, os trabalhos envolvendo avaliacdo da expressao da proteina p53
estdo focalizadas na investigacdo de células cancerigenas. Entretanto, a caracteristica

invasiva dessas células e os tratamentos radioterapéuticos empregados evidenciam a
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importancia de se investigar a radiossensibilidade individual no sentido de se caracterizar a
sensibilidade dos tecidos normais (sadios) para uma melhor definicdo dos planejamentos

dosimétrico, objetivando, inclusive, a personalizacao da radioterapia.

Nesta pesquisa, a quantificacdo dos niveis de expressdo da p53 foram avaliados em
linfécitos de 23 individuos sadios, destes 2 individuos (XXII e XXIII) obtiveram niveis de
expressao da proteina p53 muito elevados apos irradiacdo, sendo portanto analisados

separadamente.

A Tabela 3 apresenta os resultados dos niveis de expressdo da proteina p53 dos
individuos XXII e XXII quantificados a partir de células irradiadas com doses (0,5; 1; 2 e 4

Gy) cultivadas durante 72 horas na presenca e na auséncia de mitégeno.



Tabela 3. Niveis de expressdo da proteina p53 das amostras dos individuos XXI1 e XIII cultivadas por 72 horas

Niveis de expressao da p53 (%)

Dose de radiacéo (Gy)

0 0,5 1 2 4

SE PHA PKW | SE PHA PKW| SE PHA PKW | SE PHA PKW | SE PHA PKW

XXl 0,00 1,00 0,10 14,18 4857 048 7,67 37,72 0,26 3,09 4095 017 10,23 52,18 0,70
XX 0,00 041 040 152 45 7,20 650 4849 1425 7,85 22,73 9,04 23,40 60,87 15,66

Média dos niveis da p53

(%) — 21 individuos 022 098 040 133 137 064 264 191 132 474 469 242 728 10,17 3,55

Erro Padréo 0,07 016 008 036 033 030 0,74 047 068 110 100 093 125 125 0,9

SE = Cultivo celular em estimulo
PHA = Cultivo celular com fitohemaglutinina

PKW = Cultivo celular com pokeweed

65
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Diante dos resultados apresentados na tabela 3, é possivel observar que as amostras
irradiadas dos individuos XXII e XXIII apresentaram altos niveis de expressdo da proteina
p53, estando bem acima das meédias dos niveis de expressdo encontrados nas amostras dos

21 individuos inicialmente apresentado.

Por exemplo, as amostras irradiadas com 4 Gy, dos individuos XXII e XXIII,
cultivadas por 72 horas na presenca da fitohemagluitinina obtiverem valores dos niveis de
p53 cerca de 5 vezes maiores do que a média dos niveis dos individuos anteriormente
analisados. Estes resultados ressaltam ainda mais a existéncia de diferencas
interindividuais nas respostas as RIs e, portanto, a importancia de sua determinacdo antes

do inicio do tratamento radioterapico.

As Figuras 20 e 21 apresentam os gréaficos padrBes de citometria de fluxo (dot-
plots) obtidos a partir das analises dos niveis de expressdo da proteina p53 das amostras
irradiadas e ndo irradiadas, cultivadas durante 72 horas na presenca da fitohemaglutinina
dos individuos XXII e XXIII, respectivamente. Os dot-plots sdo divididos em 4
quadrantes, no superior a esquerda estdo localizadas as células positivamente marcadas
para proteina p53 enquanto que o quadrante inferior do lado esquerdo estdo localizadas as
células negativas. As abscissas (X e Y) dos dot-plots correspondem a intensidade de
fluorescéncia captada pelos detectores do equipamento. Para esta pesquisa sO sera levado
em consideracdo o eixo Y, onde sdo apresentados os indices da fluorescéncia do
fluorocromo utilizado. No caso das referidas figuras, esses dot-plots estdo dispostos
segundo as doses de radiacdo empregadas (0; 0,5; 1; 2 e 5 Gy).
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Os niveis de expressdo da p53 apresentados pelos individuos XXII e XXIII podem
refletir a sensibilidade destes individuos as Rls, podendo estes apresentarem possiveis
efeitos adversos em caso de uma irradiacdo. Ou seja, espera-se que a alteracdo dos niveis
de expressdo da proteina p53, relativa a radiossensibilidade dos linfocitos destes

individuos, reflita a radiossensibilidade das demais células do individuo.

A escolha do tecido a ser empregado como representativo da radiossensibilidade
individual é fundamental. Estudos sugerem que a radiossensibilidade de um tipo de célula
é similar ao de outra célula proveniente do mesmo individuo, significando assim a
existéncia de uma radiossensibilidade comum (GUIRADO et al., 2003; RAMSAY et al.,
1995; OZSAHIN et al., 1997; NUNEZ et al., 1998 WEST et al., 1998). Com base nesta
suposicao, e nos resultados desta pesquisa, as variacdes entre 0s niveis de expressdo da p53
nos linfécitos irradiados, estdo associadas as diferentes sensibilidades de cada individuo as
Ris.

Para verificacdo e consequente aplicacdo clinica desses resultados em protocolos
futuros de radioterapia, estudos adicionais sdo necessarios no sentido de correlacionar os
niveis de expressdo da proteina p53 e os efeitos adversos identificados em pacientes
submetidos a tratamentos com radiacBes ionizantes, sem avaliacdo prévia da

radiossensibilidade individual.
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. CONCLUSOES

A cultura de células, de sangue periférico, estimuladas com fitohemaglutinina, na
concentragdo de 10 pg/ml durante 72 horas é a metodologia adequada para
avaliacdo dos niveis de expressdo da proteina p53 pela técnica de citometria de

fluxo.

X/

+«+ Com base na correlacdo entre a viabilidade celular e os niveis de expressao desta

proteina, a quantificacdo da p53 € um indicador da radiossensibilidade celular.

X/

¢+ As diferencas interindividuais encontradas para 0s hiveis de expressao da proteina
p53, a partir das células irradiadas in vitro, sugerem o emprego desta metodologia
na caracterizacao da radiossensibilidade individual.
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SIM NAO
Observagoes:

» Fumante

SIM NAO
Observacoes:

> Medicamentos concomitantes:

SIM NAO

Quais:




» Exposicdes a agentes biologicos (virus, bactérias, fungos):

SIM NAO

Diagnostico:
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Caracteristicas da Irradiacao:

Data da Irradiacéo:

Hora:

Taxa de Dose:

Descricao do Equipamento:

OBS:

Responsavel pelo questionario:




APENDICE I11

Tabela 4. Estudo da proliferacdo celular em amostras do individuo A

Individuo A
Tempo (horas) Mitogenos (pg/mL)
Basal PHA 2,5 PHA 5 PHA 10 PKW 2,5 PKW 5 PKW 10
587 598 530 525 561 706 587
562 634 561 485 616 554 538
6 586 631 545 647 816 546 553
pn=578,33 p =621 p =545,33 p =552,33 p =664,33 p =602 u =559,33
c =14,15 c =19,97 o =15,50 o =84,38 6 =109,56 6 =90,15 6 =25,10
259 653 676 538 576 836 723
475 658 826 983 643 722 684
24 310 666 764 843 667 788 726
p =348 p =659 n =755,33 p =788 n =628,66 p =782 n=711
c=112,90 o =6,55 o =75,374 c =227,54 o =38,50 o =57,23 6 =23,43
431 18696 48778 75361 12807 17378 9954
434 18871 47451 84275 14445 13866 11837
48 477 20087 50612 78115 12044 13766 13643
n=447,33 n=19218 n =48947 u=79250,33 n =13098,66 p =15003,33 n=11811,33
6 =25,73 c =757,64 c =1587,26 o =4564,16 c =1001,66 6 =2057,12 c =1844,63
597 69425 102367 165582 46962 45420 34725
725 57531 99637 164842 47515 44220 36943
72 537 55835 95705 160645 45281 43344 37622
n =619,66 p =60930,33 p =99236,33 p =163689,66 p =46586 p =44328 u =36430
o =96,02 o =7405,31 o =3349,02 o =2662,59 o =949,98 o =1042,20 o =1515,10

6.



APENDICE IV

Anélise da variancia (ANOVA) do indice de proliferagdo celular utilizado a fitohemaglutinina (PHA) — Individuo A

Sem estimulo

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 578,33333 200,33333 3
24 348 12747 3
48 447,33333 662,33333 3
72 619,66667 9221,33333 3
F =8,11579

p = 0,00824

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

2,5 ng/mL de PHA

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 621 399 3
24 659 43 3
48 19218 574027 3
72 69930,33333 5,27195E8 3
F =24,37492

p =2,2335E-4

Ao nivel de 0,05, as médias sao significativamente diferentes.

5 ng/mL de PHA

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 545,33333 240,33333 3
24 755,33333 5681,33333 3
48 48947 2,5194E6 3
72 99236,33333 1,1216E7 3

F = 1938,14785
p = 8,76599E-12

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

10 ng/mL de PHA

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 552,33333 7121,33333 3
24 788 51775 3
48 79250,33333 2,08316E7 3
72 163689,66667 7,0894E6 3

F = 2595,81232
p = 2,72848E-12

Ao nivel de 0,05, as médias sao significativamente diferente
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APENDICE V

Analise da variancia (ANOVA) do indice de proliferacéo celular utilizado a pokeweed (PKW) — Individuo A

Sem estimulo
5 ng/mL de PKW

Tempo (Hora) Média Variancia N
Data Mean Variance N
6 578,33333 200,33333 3
24 348 12747 3 5 602 8128 3
48 447,33333 662,33333 3 o4 289 3976 3
2 61966667 9221,33333 3 48 15003,33333 4,23178E6 3
72 44328 1,08619E6 3
F =8,1579
p=0,00824 F = 952,79994

P e e ape . . p = 1,49152E-10
Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

Ao nivel de 0,05, as médias sao significativamente diferentes.

2.5 ng/mL de PKW

10 ng/mL de PKW

Tempo (Hora) Média Variancia N
Tempo (Hora) Média Variancia N
6 664,33333 18008,33333 3
48 13098,66667 1,505E6 3 24 1 549 3
72 46586 1,35372E6 3 48 11811,33333 3,40267E6 3
72 36430 2,29553E6 3

F = 1963,34792
p = 8,32512E-12 F = 599,798
p = 9,42929E-10

Ao nivel de 0,05, as médias sao significativamente diferentes.

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
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APENDICE VI

Tabela 5. Estudo da proliferacdo celular em amostras do individuo B

Individuo B
Tempo (horas) Mitégenos (ng/mL)
Basal PHA 2,5 PHA 5 PHA 10 PHA 20 PHA 40 PKW 2,5 PKW 5 PKW 10
371 272 411 379 403 323 376 331 429
320 384 459 363 440 303 372 385 368
6 313 415 413 376 429 435 415 357 343
p =334,66 p =357 p =427,66 pn=372,66 p =424 p=353,66 n=387,66 p =357,66 u =380
6 =31,65 6 =75,22 c=27,15 o =8,50 c =19 c=71,14 c=19,39 o =27,00 o =44,23
719 1254 2147 3655 5521 5504 1094 1278 1145
689 1053 2076 3242 5978 2321 1194 1267 1178
24 696 896 2034 3763 6513 5137 1468 1143 1267
n=701,33 n=1067,67 n=2085,67 pn=3553,33 p =6004 pn=4320,67 n=1252 pn=1229,33 n=1196,67
o =15,69 o =179,45 o=57,11 o =274,97 0=49651 o=1741,46 o =158,09 o =74,96 o =63,10
506 29769 93571 105278 110593 133003 24990 28570 23003
622 23036 95762 115509 134329 134889 30254 25141 23653
48 437 25692 99195 109846 130519 124940 29614 26382 20472
n=521,66 n=2616570 n=96176 u=110211 u=125147 n=130944 n=28286 un=26697,70 pn=22376
o =93,48 6=3391,40 ©=2834,76 o©=512526 o©=12747,30 ©=5284,44 ©=234522 o=1736,16 o=1680,64
973 48176 155239 201605 209064 203656 40596 72365 53747
920 48354 143214 195676 202066 209726 40670 63461 47267
72 1382 43032 170009 192651 217528 194317 38455 64793 60818
n=1091,67 n=46520,7 pn=156154 n=196644 n=209553 n=202566 p=39907 p =66873 u =53944
o =252,82 0=302258 ©=134209 o©=455481 o©=774257 o©=7762,08 o©=1027,16 o©=4802,61 o©=6777,65
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APENDICE VII

Andlise da variancia (ANOVA) do indice de proliferacdo celular utilizado a fitohemaglutinina (PHA) — Individuo B

Sem estimulo 5 ug/mL de PHA
Tempo (Hora) Média Variancia N Tempo (Hora) Média Variéncia N
6 334,66667 1002,33333 3 6 427,66667 737,33333 3
24 792,33333 23633,33333 3 24 2085,66667 3262,33333 3
48 521,66667 8740,33333 3 48 96176 8,03589E6 3
72 1091,66667 63922,33333 3 72 156154 1,80121E8 3
F=13,4148 F =369,94199
p =0,00173 p = 6,43749E-9

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes. Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
2,5 ng/mL de PHA 10 ng/mL de PHA
Tempo (Hora) Média Variancia N Tempo (Hora) Média Variancia N
6 357 5659 3 6 372,66667 72,33333 3
24 1067,66667 32202,33333 3 24 3553,33333 75612,33333 3
48 26165,66667 1,15016E7 3 48 110211 2,62683E7 3
72 46520,66667 9,13602E6 3 72 196644 2,07463E7 3
F =285,74378 F = 2266,4471
p =1,79192E-8 p =4,69191E-12

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes. Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
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20 pg/mlL de PHA

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 424 361 3
24 6004 246523 3
48 125147 1,62493E8 3
72 209552,66667 5,99475E7 3
F =548,18148

p = 1,34898E-9

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

40 pg/mlL. de PHA

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 353,66667 5061,33333 3
24 4320,66667 3,03267E6 3
48 130944 2,79253E7 3
72 202566,33333 6,02499E7 3

F = 1298,32708
p = 4,34028E-11

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

¥8



APENDICE VIII

Anédlise da variancia (ANOVA) do indice de proliferacao celular utilizado a pokeweed (PKW) — Individuo B

Sem estimulo

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 334,66667 1002,33333 3
24 792,33333 23633,33333 3
48 521,66667 8740,33333 3
72 1091,66667 63922,33333 3
F =13,4148

p =0,00173

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

2.5 ng/mL de PKW

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 387,66667 564,33333 3
24 1252 37492 3
48 28286 8,25011E6 3
72 39907 1,5826E6 3
F =476,24834

p =2,36033E-9

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

S pg/mL de PKW

Tempo (Hora) Média Variéncia N
6 357,66667 729,33333 3
24 1229,33333 5620,33333 3
48 26697,66667 3,01424E6 3
72 66873 2,30651E7 3
F = 448,16241

p = 3,00537E-9

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

10 pg/mL de PKW

Tempo (Hora) Média Variancia N
6 380 1957 3
24 1196,66667 3982,33333 3
48 22376 2,82454E6 3
72 53944 4,59365E7 3
F = 155,45306

p =1,97734E-7

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
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APENDICE IX

Tabela 6. Estudo da proliferacdo celular em amostras irradiadas do individuo A ap6s 72 horas de cultivo celular

Individuo A — 72 horas de cultivo celular

Dose de Radiacéo (Gy)

Motogeno (pg/mL) 0 05 1 5 )
1827 718 6381 82224 ok
1161 719 7331 26031 889
Sem estimulo 1012 763 *k % 639
1L =1333.33 1L =733,33 1L =6856 W =541275 =764
o =433,97 o =25,607 G =671,75 o =39734,5 5 =176,77
148634 102764 78263 74689 61052
. N 138902 o 107138 98410 66450
Fitohemaglutinina 142049 121513 94182 106769 70898
10 pg/mL 1 =143195 1 =112139 1L =03194,3 1L =93289,3 1L =66133,3
o =4966,18 6 =13257.5 o =14462.8 o =16641,7 o =4930,63
35699 37881 40031 31281 9672
35518 36143 39160 33204 8083
Pokweed 34805 38393 39873 24656 7278
S pg/mL 1 =35340,67 1 =37472,33 L =39688 1 =29713,67 11 =8344,333
o =472.6461 6 =1179,356  =464,0356 G =4484,359 G =9672

**. pogos desconsiderados devido a contaminacgéo
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APENDICE X

Andlise da variancia (ANOVA) do indice de proliferacdo celular em amostras irradiadas- Individuo A

0Gy 1Gy

Mitégeno Média Variancia N Mitégeno Média Variancia N
Sem estimulo 1333,33333 188330,33333 3 Sem estimulo 6856 451250 2
10 ug/mL de PHA 143195 2,46629E7 3 10 ug/mL de PHA 93194,33333 2,09173E8 3
5 ug/mL de PKW 35340,66667 223394,33333 3 5 ug/mL de PKW 39688 215329 3
F =1968,94664 F =57,36724

p = 3,5211E-9 p = 3,5635E-4

- - ) Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

2Gy
05 Gy
Mitégeno Média Variancia N
Mitégeno Média Variancia N
- Sem estimulo 54127,5 1,57883E9 2
Sem estimulo 733,33333 660,33333 3 10 ug/mL de PHA 93289,33333 2,76948E8 3
10 ug/mL de PHA 1121385 1,75763E8 2 5 ug/mL de PKW 29713,66667 2,01095E7 3
5 ug/mL de PKW 37472,33333 1,39088E6 3
F =7,06918
F =210,14359 p = 0,03489
p = 1,49872E-5
Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
4Gy
Mitdgeno Média Variancia N
Sem estimulo 764 31250 2
10 ug/mL de PHA 66133,33333 2,43111E7 3
5 ug/mL de PKW 8344,33333 1,48403E6 3
F =339,24631
p=45771E-6

Ao nivel de 0,05, as médias sao significativamente diferentes.
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APENDICE XI

Tabela 7. Estudo da proliferacdo celular em amostras irradiadas do individuo B ap6s 72 horas de cultivo celular

Individuo B — 72 horas de cultivo celular

Dose de Radiacéo (Gy)

Motogeno (ug/mL) 0 05 1 5 1
5468 746 1328 1025 9738
6229 592 1076 33502 2408
Sem estimulo 5140 649 1687 52107 2827
1L =5612,33 1L =662,33 1L =1363,66 1L =28878 1L =4991
 =558.66 c=77.86 5 =307,05  =25853,02 & =4116 35
197217 183587 175112 154465 93919
. . 164713 174543 145560 167247 121305
Fitohemaglutinina 159001 173604 126826 164114 124694
10 pg/mL 1L —173643,66 1 =177244,66 1L =149166 11 =161942 1L =113306
5 =20613,90  =5512.65 G =24344 13  =6662,06 5 =16874.92
14897 40509 35603 16197 24550
17950 48503 31562 15151 21200
Pokweed 20440 o 33792 16008 23956
S pg/mL 1 =17762.33 1L =44506 1L =33652.33 1L =15785 33 11 =23235.33
5 =2776 261  =5652,612 6 =2024 117 6 =557.4176 G =1787,497

**. pocos desconsiderados devido a contaminacéo
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APENDICE XI|I

Andlise da variancia (ANOVA) do indice de proliferacéo celular em amostras irradiadas- Individuo B

0Gy
Mitégeno Média Variancia N
Sem estimulo 5612,33333 312104,33333 3
10 ug/mL de PHA 173643,66667 4,24933E8 3
5 ug/mL de PKW 17762,33333 7,70763E6 3
F=182,51799
p = 4,22869E-6

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
0,5 Gy
Mitégeno Média Variancia N
Sem estimulo 662,33333 6062,33333 3
10 ug/mL de PHA 177244,66667 3,03893E7 3
5 ug/mL de PKW 44506 3,1952E7 2
F =1340,6797
p = 1,49456E-7

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

4Gy

Mitdgeno

Sem estimulo
10 ug/mL de PHA
5 ug/mL de PKW

1Gy
Mitégeno Média Variancia N
Sem estimulo 1363,66667 94284,33333 3
10 ug/mL de PHA 149166 5,92637E8 3
5 ug/mL de PKW 33652,33333 4,09705E6 3
F=91,06011
p = 3,2445E-5
Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
2Gy
Mitégeno Média Variancia N
Sem estimulo 28878 6,68379E8 3
10 ug/mL de PHA 161942 4,43831E7 3
5 ug/mL de PKW 15785,33333 310714,33333 3
F =82,54256
p = 4,31337E-5

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
Média Variancia N
4991 1,69444E7 3
113306 2,84763E8 3
23235,33333 3,19515E6 3

F =99,26636
p = 2,52444E-5

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
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APENDICE XIII

Niveis de expressdo da proteina p53 das amostras dos 21 individuos cultivadas durante 6 horas

Niveis de expressdo da proteina p53 (%)

Dose de radiacédo (Gy)

0 0,5 1 2 4

SE PHA PKW| SE PHA PKW | SE PHA PKW| SE PHA PKW | SE PHA PKW

I 0,00 064 013 058 059 000 194 062 033 421 375 057 722 6,26 149
I 034 008 012 241 000 005 422 027 031 105 121 207 2011 361 211
i 0,06 o000 021 021 000 013 039 000 02 048 031 046 123 6,03 0,93
v 020 129 05 320 259 130 469 278 181 935 635 422 1407 1339 7,12
\ 0,10 214 031 047 122 019 109 197 049 200 515 064 435 3894 157
VI 007 236 004 067 29 004 145 527 013 261 1132 0,21 519 12,12 0,30
VII 0,14 105 088 1,74 000 087 278 000 098 634 423 147 1359 14,19 5,46
VIl 030 119 149 101 136 000 147 307 022 7,86 1852 305 4,86 941 4,65
IX 0,00 022 03 010 066 028 033 099 027 052 262 038 093 6,73 0,89
X 0,19 062 042 059 053 057 068 177 057 117 376 063 4,67 1937 241
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Xl

Xl

X1

XV

XV

XVI

XVII

XVIHI

XIX

XX

XXI

Média

Erro Padréao

0,06
0,65
0,22

0,04

0,18

1,39
0,32
0,34
0,22

0,07

1,31
2,11
1,11
0,26
1,8
0,25
0,15
0,56
0,52
1,28
1,54
0,98

0,16

0,38

0,75

0,13
0,25
0,13
0,09
0,85
0,64
0,36
0,28
0,40

0,08

1,21
1,27
3,71
0,5
0,48

0,31

0,73
1,06
0,33
1,34
1,33

0,36

1,9
3,71
3,72
0,12

5,9

0,9

1,53

0,05

1,42
1,37

0,33

0,2
1,34
6,36
0,13
0,51
0,19
0,07
1,17

0,01

0,11
0,64

0,30

1,57
9,63
14,47
1,89
0,75
0,66
0,31
1,48
1,9
2,18
1,57
2,64

0,74

2,02
4,22
8,71
1,06
4,24
0,25
0,15

1,3
0,28
0,46
0,6
1,91

0,47

1,32

3,18

2,90

385 1425 7,84

2,7

13

12,95

19,61

14,49 19,75 10,57 16,66 9,52

0,16
0,25
0,334
0
1,17
0,36
0,28
0,25
1,32

0,68

2,14
0,91
0,94
0,28
1,01
3,86
2,18
5,94
4,74

1,10

0,68
9,19
0,52
0,37
1,85
1,40
0,44
5,71
4,69

1,00

0,43
0,03
0,26
0,14
0,81
0,92
1,71
0,56
2,42

0,93

3,57
1,57
2,43
0,71
3,02
6,34
8,88
8,18
7,28

1,25

15,58
16,81
12,37
1,21
12,85
5,17
2,85
21,92
4,4
5,25
15,13
10,17

1,25

5,46
12,17
18,00

1,22

0,22

0,45

0,40

3,95

1,43

3,17

1,50

3,95

0,95
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APENDICE XIV

Andlise da variancia (ANOVA) dos niveis de expressdo da proteina p53 (%) — 72 horas de cultivo celular

Sem estimulo

Dose (Gy)

AR OO

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

Dose (Gy)

AR OO

Média Variancia
0,21905 0,09854
1,32952 2,83012
2,64048 11,66618
4,73952 26,2472
7,28095 33,75877
F=11,15907
p = 1,59145E-7

Com Pokeweed

Média Variancia

0,39571 0,12898

0,64381 1,90936

1,32286 9,84019

2,42238 18,5333

3,54762 19,26446
F =3,64021

21
21
21
21
21

21
21
21
21
21

Com fitohemaglutinina

Dose (Gy) Média Variancia
0 0,97524 0,52974
0. 1,36905 2,35499
1 1,90619 4,81758
2 4,69381 21,69915
4 10,17095 33,43821
F =24,58782
p = 3,4639E-14

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.

p = 0,00822

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente
diferentes.

21
21
21
21
21
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APENDICE XV

Andlise da variadncia (ANOVA) da viabilidade celular

Dose (Gy) Média

0 98,08083
0.5 98,79583
1 98,8075
2 98,68833
4 98,60167
F =1,0534

p =0,38835

Ao nivel de 0,05, as médias ndo séo significativamente diferentes.

Variancia

2,91366
0,56234
0,47722
0,85298
0,30032

N

12
12
12
12
12

Variancia

1,17424
52,37232
58,08236
79,31323
128,35659

Dose (Gy) Média

0 97,41667
0.5 87,90333
1 84,45

2 76,28583
4 58,54083
F =40,19764

p = 9,99201E-16

12
12
12
12
12

Ao nivel de 0,05, as médias sdo significativamente diferentes.
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APENDICE XVI

Tabela 8. Niveis de expressdo da proteina p53 das amostras dos 21 individuos cultivadas por 72 horas

Niveis de expressdo da proteina p53 (%)

Dose de radiacédo (Gy)

0 0,5 1 2 4

SE PHA PKW| SE PHA PKW | SE PHA PKW| SE PHA PKW | SE PHA PKW

I 0,00 064 013 058 059 000 194 062 033 421 375 057 722 6,26 149
I 034 008 012 241 000 005 422 027 031 105 121 207 2011 361 211
i 0,06 o000 021 021 000 013 039 000 02 048 031 046 123 6,03 0,93
v 020 129 05 320 259 130 469 278 181 935 635 422 1407 13,39 7,12
\ 0,10 214 031 047 122 019 109 197 049 200 515 064 435 3894 157
VI 007 236 004 067 29 004 145 527 013 261 1132 0,21 519 12,12 0,30
VII 0,14 105 088 1,74 000 087 278 000 098 634 423 147 1359 14,19 5,46
VIl 030 119 149 101 136 000 147 307 022 7,86 1852 305 4,86 941 4,65
IX 0,00 022 03 010 066 028 033 099 027 052 262 038 093 6,73 0,89
X 0,19 062 042 059 053 057 068 177 057 117 376 063 4,67 1937 241
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Xl

Xl

X1

XV

XV

XVI

XVII

XVIHI

XIX

XX

XXI

Média

Erro Padréao

0,06
0,65
0,22

0,04

0,18

1,39
0,32
0,34
0,22

0,07

1,31
2,11
1,11
0,26
1,8
0,25
0,15
0,56
0,52
1,28
1,54
0,98

0,16

0,38

0,75

0,13
0,25
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Abstract lonizing radiation (IR) can cause various
lesions in DNA, which induce the increase of p53
expression levels in order to repair radiation induced
damage. Thus, the correlation between the increase of p53
expression and an irradiation may constitute a fast and
powerful method of individual monitoring in cases of
accidental or suspected exposures to IR. In this context, the
aim of this research was to evaluate changes in lymphocyte
p53 expression levels, based on Hlow cytometry, after in
vitro irradiation of peripheral blood samples. For the
measurement of such expression levels of p33 protein, an
investigation was carried out in order to establish a meth-
odology of analysis based on flow cytometry. Hence,
relationships among levels of expression of p53 protein
with the absorbed dose have been verified. The results
presented in this report emphasized flow cytometry as an
important tool for the fast evaluation of p533 protein
expression levels as bioindicator of individual exposure to
acute ionizing radiation.
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Introduction

Bioindicators of individual exposure to ionizing radiation
(IR) can be defined as biological effects (organic, tissue,
cellular, or molecular endpoints) induced by the interaction
of IR with living tissues, such as clinical symptoms of
acute radiation syndrome, erythema, chromosome aberra-
tions, and micronuclei [ 1-4].

Identification and evaluation of bioindicators helps to
confirm whether an individual was exposed to IR or not.
Moreover, quantitative analyses of bioindicators can make
possible the estimation of absorbed dose, which 1s defined
as the average energy deposited by the radiation per unit of
mass of the irradiated volume [2, 5, 6].

In investigation of suspected or accidental individual
exposures to IR, when people generally are not wearing
dosimeters, physical dosimetry is not straightforwardly
achieved. In such situations, analyses of bioindicators are
commonly used as complementary or alternative method to
confirm whether the subject was exposed to IR andf/or to
assess the absorbed dose. Nowadays, these assays have
become a reliable tool in radioprotection, and are collec-
tively known as biodosimetry [ 7-Y].

Peripheral blood lymphocytes are extremely sensitive
to IR. Chromosomal aberrations (CA) and micronuclei
(MN} in human peripheral blood lymphocytes are the
most extensively studied system. Having a half-life of
about 3 years, blood lymphocytes are normally found at
the quiescent G phase of the cell cycle, which makes
analyses possible long after a real or suspected exposure
[10].
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The scoring of radio-induced chromosomal aberrations
(stable and unstable) from blood lymphocytes are the bi-
oindicators, most frequently used In order to assess
absorbed dose in retrospective evaluation of individual
exposures. However, this technique has some limitations
due to the time consumption needed for cell culture and
analysis, In particular when fast identification of a sus-
pected exposure is necessary [11, 12].

Either chromosome aberrations on micronuclel are
formed due to different injuries in DNA molecule cansed
by IR, such as single and double strand DNA breaks, DNA
base damage, apyrimidinic/apurinic sites formation and
DNA -protein crosslink’s. Moreover, there are those inju-
ries, which induce the expression of several proteins in
order to repair such damages [13-14].

Among those proteins expressed during the DNA repair
process, p33 Is a transcription factor that helps to maintain
the genome’s integrity, and can be detected in the cyto-
plasm in small concentration, and with a short average
lifetime. When cells suffer the action in IR, an increase of
this protein’s concentration occurs, along with alterations
in its conformation; this is accompanied by an increase in
the mean life [15-1%]. Thus, the measurement of p33
expression levels may constitute a bioindicator of indi-
vidual monitoring in case of accidental or suspected
exposures to IR.

The advent of fluorescent techniques, particularly flow
cytometry (FC), opened new possibilities in terms of
detection of intracellular bioindicators. This technique can
allow the measurement of multiparameter of cells, such as:
size, granularity, and complexity. In the last yvears, FC has
been applied In fast evaluations of surface antigens
expression, from intracitoplasmatic and intranuclear loca-
tion, in a large number of cells. Then, the use of FC to
investigate parameter changes in cells exposed to IR, may
constitute a fast and reliable method of individual moni-
toring in cases of accidental or suspected exposures to IR
[19, 20].

In this context, the aim of this research was to invesi-
gate, by flow cytometry, changes in p33 expression levels
from in vitro irradiated human lymphocytes.

Materials and methods
Subjects, sampling, and irradiation process

Blood was collected trom four healthy donors (one woman
and three men coded as A, B, C, and D at Pernambuco
Hemocenter (HEMOPE Foundation—Brazil). Following
previous agreement and recommendation of the Founda-
tion's ethics committee (N® (46/06), all patients provided
written Informed consent before the beginning of this
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study. The criteria used to consider the person as healthy
was the result of his/her leukogram within the range con-
sidered normal, and the absence of any disease or previous
exposure to physical and chemical agents that could alter
the p533 protein levels.

From each donor, samples of 50 ml of peripheral blood
were divided in five aliquots of 10 ml. For each individual
set of samples, one aliquot was used as control, and the
remaining four aliquots were separately exposed to a “Co
source (dose rate 18.47 ¢Gy/min), in order to deliver doses
respectively of (.5, 2, 4, and 5 Gy. Then, a total of 20
aliquots have been studied, where 16 of them were exposed
to gamma rays, and four were used as control.

Cell culture

After irradiation, human mononuclear cells were separated
by Ficoll Paque (density 1.077 g/ml). Thus, cells were
re-suspended at 1 x 10° cells/ml in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% fetal calf serum. Cell suspension
was pipetted into multi-well plates with phytohemaggluti-
nin and incubated for 5 h in a 5% COYar humidified
atmosphere at 37°C.

Flow cytometry analysis

Prior to flow cytometry analysis, mononuclear cells were
washed with phosphate-butfered saline (pH 7.4),
re-suspended in permeabilizing solution, and again washed
with Tween 20 solution. In particular, control samples
(unirradiated) were emploved to define the region for
lymphocytes (gate) in the detection system, using CD45
antibody labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC).
For all samples, the studied cells were added to the medium
along with monoclonal anti-p53 antibody conjugated with
phycoerythrin (PE). For the control of label, was emploved
control antibody Ig(G, with the same isotype conjugated
with PE and FITC.

The determination of p33 protein expression levels was
performed by using a Becton-Dickinson FACScan flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA),
equipped with a 15 mW argon-ion laser (wavelength
488 nm). The p33 expression levels were quantified by a
computational analysis of cells staining positive for this
protein, using Cell Quest sottware version 3.1 (Becton
Dickinson immunocytometry systems, San Jose, CA,
USA).

Forward and side light scattering and stain-induced
fluorescence at two different wavelengths (530 nm, green
and 640 nm, red) were simultaneously measured from each
cell. The forward scatter (FSC) signal 1s proportional to the
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cell size, whereas the side scatter (SSC) signal 1s propor-
tonal to cellular granularity (intracellular superstructure).
Based on these two parameters, it was possible to dis-
criminate the lymphocytes gate for acquisition.

The target region (gate) of analysis was obtained from
parameters FSC and SSC in linear scale and FL2 in loga-
rithmic scale, which detect the red fluorescence, Le., the
antigen/antibody reaction conjugated to PE, and FL1 to
detect the green fluorescence, ie., the antigen/antibody
reaction conjugated to FITC. Each analysis included
10,000 events.

Results

Prior to the How cytometry, it was verified it all blood
samples had lymphocytes concentrations within the range
considered normal. This procedure was performed for all
aliquots after irradiation and for the control one. From
Table 1, it is possible to notice the lymphocytes concen-
tration measured in the samples from donors A, B, C, and
D betfore and after in vitro irradiation.

Table 2 shows the values of p533 protein expression
levels measured in the samples trom donors A, B, C and D
in correlation with the absorbed doses (0.5, 2, 4, and 5 Gy)
and In the no irradiated control samples. The cutoff with
the labels with control antibody 1gG, conjugated with PE
and FITC, that is the background, was for all samples
<01.40%. As shown, the p53 expression level raised with

Table 1 Lymphocytes concentration before (control samples) and
after in vitro imadiation

Dases (Gy) Lymphocytes/mm” of peripheral blood

A B C D
Control 2,400 1,600 1,300 1,500
0.5 2,000 2,000 1,400 1.600
2 1,900 1600 1.800 1,700
4 2,000 1.500 1.600 1.700
5 2,100 1.500 1.400 1.600

Table 2 p53 Protein expression levels in all samples analyzed with
comelated absorbed doses

Samples of Individual  Dose radiation (Gy)

Control 0.5 2 4 5

Expression levels (%)

A 0.05 0.27 1.19 305 226
B 0.23 1.05 245 2.69 4.95
C 0.16 1.97 482 5.36 598
D 0.74 823 1822 2617 2906
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Fig. 1 Dat-plot from sample of the subject D

the absorbed dose, except for 5 Gy tor subject A, and
surprisingly higher for subject D.

Figure | presents results of sample analyses from sub-
ject D by flow cytometry exposed to different doses: I
(Control); 11 (0.5 Gy): I (2 Gy): IV (4 Gy): V (5 Gy). In
the graphic provided by the software (Dot-Plot), it is pos-
sible to localize the cells of interest into four regions: (a)
UL (Up Left): (b) UR (Up Right): (c) LL (Low Lett); (d)
LR (Low Right). In dot-plot 1 (control sample) 1s observed
in region LR cells positively marked for CD45 and in dot-
pot II, 111, IV, and V is observed in region UL cells posi-
tively marked tor p53.

Discussion

Table | shows that there is no significant ditference in the
concentrations of lymphocytes before and after irradiation,
tor all samples and all absorbed doses (0.5, 2, 4, and 5 Gy),
indicating no interference due to sex and age, presenting
values from 1,300 to 2,400 I)’mphocylesfmrn3_ According
to the International Atomic Energy Agency, the concen-
trations considered normal ranges from 1.300 to
4,800 Iymphocytesfmm3_ This result was interesting
because according to Bushong (1997), it was expected to
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observe a reduction of the levels of lymphocytes from
doses of 2 Gy [1, 21].

On the basis of the results obtained in the questionnaire
filled by the donors, all of them have told that they do not
have knowledge of previous exposures to chemical or
physical agents, and none of them have had any disease
that could cause changes in the hematological exams [22].

In Table 2, it is possible to verify that the p53 expression
levels in samples of subject, B, C, and I have increased for
all absorbed doses, but slightly less for 5 Gy in the case of
subject A, compared to the previous dose (4 Gy). This result
was expected according to Levine (1997), who claim that the
mcrease in p33 protein expression levels raises with the extent
of DNA damage, thus, the bigger the absorbed dose to the
cell, the greater the cellular damage [15]. In other words, the
mncrease of p53-positive cells correlates with increased
absorbed dose. One small exception 1s a slight reduction for
subject A, for the dose of 5 Gy. This fact could be related to
the apparent suppression of p53 expression in the cells of this
donor tor doses higher than 4 Gy.

Figure | presents Dot-plot from subject D blood sample.
In dot plot I (LR) confirmed the presence of lymphocytes
population as the antigen CD45 is present in all the leu-
kocvtes. On the other hand, in dot-plots 11, IIL, IV, and V,
the region LL contains the population of negative cells,
while the cells positively marked for p33 are found 1n UL
{v-axis) as a result of wavelength assoclated to fluoro-
chrome used. However, the software (CellQuest) shows
FL1-height as x-axis, by default, even this is not employed
i such analyses.

The subject D blood samples who provided the highest
values of p53 expression for the control and for all
absorbed doses. This particularity may reflect individual
ditterences in radiosensitivity. However, further studies are
necessary to examine such biological vanability in p53
expression among Individual of a normal population [23].

Even with higher values of p53 expression, samples
trom subject D also showed the same behavior by in vitro
iradiation observed in the others samples, that 1s,
mcreasing the absorbed dose, the expression of p33 also
increases. This argument shows that there is no drawback
in using this methodology to confirm if subject D was
exposed, when the individual background is previously
known. Moreover, besides the information of a possible
mdividual exposure to IR, this method can possibly predict
radiosensitivity or possibly radioresistence in the normal
cells, which is helpful in cases of screening before radio-
therapy, tor example [14, 24, 25].

The role of p53 in the cell survival after irradiation can
vary depending on its function, as a factor of stopping the
cell cycle or leading the cell to apoptosis. It has been
observed that in many models, the increase of cell radio-
sensitivity is related to the loss of this protein function.
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Experiments carried out on rats with low p33 and on rats
with inactive p53 have shown results indicating this protein
as an important factor to activate the apoptotic way in
tissues atter exposure to IR [14].

In particular, the protocol developed in this work can be
performed rapidly in about 6 h, compared with the weeks
or months required by cytogenetic dosimetry [11, 12]. This
may be particularly important for medical decisions of
highly irradiated casualties, where early decisions
(<1 week) need to be taken, such as the administration of
cytokine growth factors and preparation for stem cell
transplantation. For this reason, values of doses chosen for
this research (().5, 2, 4, and 5 Gy) span the dose range of
acute radiation syndrome.

In the case of a large-scale incident, where many people
may have been exposed, the methodology here proposed
may play an important role in national emergency proce-
dures. This suggests that the evaluation of p53 expression
levels by flow cytometry may be used as medical triage,
prior to conventional cytogenetic dosimetry that still needs
to be carried out. In order to assess the individual absorbed
dose. Hence, further studies must be carried out, based ona
greater number of subjects, to evaluate its usefulness to
identity individual radiatosentivity, and to estimate the
absorbed dose considering interindividual differences.
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