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RESUMO

A radiagdo ionizante (RI) pode causar diferentes tipos de danos no DNA, induzindo
o aumento da expressdo de diversas proteinas fundamentais no processo de reparagao
celular. Dentre essas proteinas, a proteina p53 ¢ responsavel pela conservagdo da
integridade do genoma. Os danos resultantes da interagdo de agentes fisico-quimicos com a
molécula de DNA podem ocasionar o aumento da concentragdo e da vida média desta
proteina. A correlacdo entre o aumento dos niveis de expressdo da p53 e o nivel de
irradiacao pode constituir um método eficaz em casos de investigagdes de exposi¢des a RI.
Neste sentido, esta pesquisa teve como objetivo a avaliagdo de um protocolo para a analise
dos niveis de expressdo da proteina pS3 em linfocitos do sangue periférico humano, apds
irradiagdo in vitro, utilizando a técnica de citometria de fluxo (CF). Para a quantificagao
dos niveis de expressdo protéica, amostras de sangue periférico de individuos sadios foram
irradiadas in vitro, com doses conhecidas. Em seguida, os linfocitos foram separados e re-
suspensos em meio de cultura celular, onde permaneceram em estufa por um periodo de
5 horas. Apds este periodo, a quantificagdo das células positivamente marcadas para a
proteina p53 foi realizada pela CF. A partir do protocolo estabelecido nesta pesquisa, foi
possivel detectar um aumento dos niveis de expressdo da proteina p53 para doses acima de
0,5 Gy, sugerindo o emprego da quantificacdo da p53 pela citometria de fluxo, como

biomarcador em casos de suspeita de exposi¢ao aguda a RI.
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USE OF THE FLOW CYTOMETRY FOR EVALUATION OF THE p53
PROTEIN EXPRESSION LEVELS IN LYMPHOCYTES OF THE
HUMAN PERIPHERAL BLOOD IRRADIATED IN VITRO

Author: Mariana Brayner Cavalcanti

Adviser: Prof. Dr. Ademir de Jesus Amaral
Co-Adyviser: Dra. Cintia Gonsalves de Faria Machado

SUMMARY

Ionizing radiation (IR) can cause different injuries in DNA, which induce the
expression of several proteins in order to repair radioinduced damages. Among the
different proteins expressed during the repair process, p53 has an important role in
maintenance of the genome’s integrity. This protein is found in the cytoplasm in small
concentration and has a short average life. However, the increase in concentration and
average life of the expression of p53 protein can be induced by a variety of
physicochemical agents harmful to the DNA molecules. Thus, the correlation between the
increasing of p53 expression and an irradiation may constitute a fast and reliable method of
individual monitoring in cases of accidental or suspected exposures to IR. This research
was aimed at evaluating the use of flow cytometry for detection of p53 protein expression
levels in lymphocytes from the peripheral blood samples, following in vitro irradiation. For
quantification of such expression levels of the p53 protein a protocol was defined in order
to establish a methodology of analysis carried out using flow cytometry as detector system.
The mononuclear cells were separated and re-suspended in RPMI medium enriched with
fetal calf serum and incubated during different of time intervals. By shaping this
methodology, it was possible to verify an increase of the levels of expression of the p53
protein for dose above 0.5 Gy. This research emphasizes flow cytometry as an important
tool for quantifying p53 protein expression levels in lymphocytes from peripheral human

blood in the investigation of possible acute radiation exposures.



1. INTRODUCAO

A radiacdo ionizante (RI), ao interagir com a célula, pode produzir varios tipos de
lesoes, sendo as mais importantes aquelas que estio relacionadas com a molécula de acido
desoxirribonucléico (DNA), tendo em vista sua importincia no armazenamento € na
transmissdo das informacdes genéticas. Sendo assim, os mecanismos de reparo do DNA
sdo essenciais, pois erros ocorridos no processo de reparacdo ocasionam mutagdes na
propria molécula. Estas mutagdes podem ser transmitidas para as células filhas, levando ao

cancer ou a morte celular.

No ciclo celular, existem dois pontos de checagem (checkpoints), a fim de que a
célula mantenha a integridade do material genético que esta sendo duplicado. Estas
checagens ocorrem no final da fase G1 (ponto de controle G1/S) e no final da G2 (ponto de
controle G2/M) do ciclo celular. A identificagio de danos no DNA implicard na
interrupc¢do do processo de divisdo celular para reparagdo dessas moléculas. A proteina p53
estd diretamente relacionada com o controle do ciclo celular, proliferagdo celular,
reparacao e sintese de DNA, diferenciagdao celular e com o fenomeno da morte celular

programada (apoptose).

A proteina p53 se encontra inativa no citoplasma em baixas concentracdes e tem
uma vida média inferior a 20 minutos. Entretanto, um aumento da concentragao dessa
proteina ocorre geralmente quando as células sofrem a acdo de agentes fisico-quimicos que
modifiquem o DNA, com possiveis alteragdes estruturais. Nestas condi¢des, observa-se um
aumento da sua vida média, passando a ser da ordem de 24 horas e tornando possivel sua
detecgdo por diferentes métodos laboratoriais. Dentre os métodos atualmente empregados,

destaca-se a técnica de citometria de fluxo.



A correlagdo entre o aumento do nivel de expressdo da proteina pS3 e a exposi¢ao a
RI, pode constituir um método eficaz no monitoramento individual. Com isso, a avaliacdo
dos niveis de expressdo desta proteina pode representar um biomarcador de exposicao a

radiagdo ionizante.

Neste contexto, esta pesquisa teve como objetivo principal o estabelecimento de um
protocolo metodologico, utilizando a citometria de fluxo, para a analise dos niveis de
expressdo da proteina p53 em linfocitos do sangue periférico humanos em casos de

exposicao aguda a radiagdo ionizante.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Efeitos biologicos da radiacio ionizante

Os efeitos biologicos da radiagdo ionizante (RI) em seres humanos resultam das
interagdes da radiagdo com atomos e moléculas que constituem o tecido vivo. Essas
interagdes excitam e/ou ionizam os orbitais eletronicos dos atomos, tendo como uma das

conseqiiéncias a liberacdo de energia ao nivel celular.

Os eventos que podem ocorrer quando a RI interage com o corpo humano sio

(BUSHONG, 1997; OKUNO, 1988):

X/
°e

Producdo de alteragdes celulares, podendo estas serem reparadas por
proteinas e/ou enzimas. Caso o reparo seja eficiente e em curto tempo, o

DNA pode voltar a composicao original, sem conseqiiéncias posteriores;

X/
°e

Indugdo a morte celular ou tornando-a incapaz de se reproduzir;

« Lesao no DNA do nucleo da célula, sem, no entanto, provocar a morte
celular. Neste caso, a célula sobrevive e se reproduz na sua forma
modificada, transmitindo a altera¢do genética a sua progénese (célula filha)
0 que podera ocasionar, somando-se a outros eventos, uma transformacao

neoplasica ou doengas degenerativas.



Assim, para que os efeitos biologicos radioinduzidos ocorram ¢ necessario que as
estruturas moleculares atingidas absorvam a energia da radiagdo, definida como dose

absorvida, a qual serd discutida mais adiante.

Segundo a Comissdo Internacional de Medidas e Unidades de Radiacdo — ICRU
(International Commission on Radiation Units and Measurements), a grandeza que
relaciona a transferéncia de energia por unidade de comprimento, num determinado meio, ¢
chamada de Transferéncia Linear de Energia [Linear Energy Transfer (LET)], definida na
Equacgdo 1 (ICRU 16, 1970).

LT = 9 (1)
dl

Onde: dE ¢ a energia média depositada localmente, por unidade de percurso dl, no

meio absorvedor do feixe de radiacdo. Em geral, o LET ¢ expresso em keV/um.

LET ¢ importante para relacionar o nivel potencial de danos biologicos causados
por diferentes tipos de radiacdo, uma vez que cada tipo de radiagdo ionizante transfere
diferentes quantidades de energia por unidade de percurso da trajetdria da radiacdo num
determinado meio biologico. Dessa forma, as radiagdes sdo classificadas como sendo de

alto ou de baixo LET (JAYARAMAN & LAWRENCE, 1996).

As radiacdes X e gama sdo normalmente consideradas radiagdes de baixo LET, por
possuirem um alto poder de penetragdo, sendo responsaveis por uma baixa densidade de
ionizacdo por micrometro percorrido no meio de interacdo e, conseqiientemente, pela

producdo de poucos efeitos biologicos, quando comparadas com radiagdes de alto LET

(DOWD & TILSON, 1999).



Por outro lado, radia¢des de alto LET, como as particulas alfa e beta, possuem um
pequeno poder de penetragdo, produzem um grande nimero de ionizagdes por micrometro
percorrido, resultando em maiores danos bioldgicos quando comparadas com radiagdes de

baixo LET (DOWD & TILSON, 1999).

A Figura 1 compara, esquematicamente, as interagcdes da radiagao de alto e de baixo
LET com a célula humana. A seta em vermelho representa uma radiagdo de alto LET, que
possui um baixo poder de penetracdo na célula e uma alta densidade de ionizagdo
(representada pelos “X” em vermelho), e conseqlientemente, um maior dano celular. A seta
em preto representa uma radiacdo de baixo LET, onde o seu poder de penetragdo ¢ maior e
sua densidade de ionizacdo ¢ menor (representada pelos “X” em preto), provocando um

dano celular menor.

Radiacao B

Radiaciao A

Figura 1. Interacao de radiacdes de alto e baixo LET com uma célula.
(adaptado a partir de http://endrino.cnice.mecd.es/~hotp0060/mariasantos/celanim.gif)



A grandeza LET pode ser relacionada com a unidade de medidas para efeito
biologico denominada Eficiéncia Biologica Relativa [Relative Biologic Effectiveness
(RBE)], definida na Equagdo 2 (ICRU 16, 1970; ICRP 60, 1990).

RBE = D, (2)
D

Onde: D, ¢ a dose da radiagdo de referéncia necessaria para produzir um
determinado efeito bioldgico; Dy ¢ a dose da radiagdo teste necessaria para produzir o
mesmo efeito biologico. RBE se refere a um fendmeno bioldgico especifico, de tal maneira
que, para uma mesma radiagdo, a RBE sera diferente segundo o efeito bioldgico que se

estuda (TAUHATA et al., 2003).

A relagdo entre LET e RBE depende do efeito bioldgico considerado, quando o
LET da radiacio aumenta, a capacidade da radiacdo de produzir um dano bioldgico
também aumenta, ou seja, a RBE também aumenta. Com isso, a RBE ¢ normalmente
empregada para comparar radiacdes de alto e de baixo LET, em termos de efeitos

biologicos (DOWD & TILSON, 1999).

RBE aumenta para um valor maximo de cerca de 100 keV/um e entdo decai com
valores mais elevados de LET. Para este valor, a média de separagdo entre dois eventos de
ionizagdo coincide com o didmetro da dupla hélice de DNA (cerca de 2 nm). A RBE sera
maxima para valores de LET onde a ionizagdo que produz dano no alvo ocorre sem perda
de energia, isto ¢, sem depositar mais ioniza¢ao do que ¢ preciso. Portanto, radiagcdes com
LET acima de 100 keV/um depositardo mais energia no alvo que necessario para produzir
a quebra da dupla fita de DNA, e nestas circunstancias, a RBE decai com o aumento do

LET (HALL, 1994; IAEA, 2001).



Dos danos celulares causados pela RI, os mais importantes sdo os relacionados a
molécula de DNA, uma vez que esta € a responsavel pelo armazenamento ¢ transporte das
informacdes genéticas. As interagdes da RI com o DNA ocorrem através de dois
mecanismos: o efeito direto e o indireto (BUSHONG, 1997; OKUNO, 1988). A Figura 2
ilustra esquematicamente o efeito direto e o indireto da RI quando esta interage com a
matéria viva. No efeito direto, a radiacdo ionizante interage diretamente com as moléculas
que compdem a estrutura do DNA (DOWD & TILSON, 1999). Por outro lado, o efeito
indireto resulta da formagao de radicais livres, geralmente originados por modificacdes das

moléculas de dgua (H,O), que constituem os meios intra e extracelulares.

Efeito Indireto Efeito Direto
Radiagao OH" ) Radiacio
H+
. H,0 [ Mlt))llf&lla
Hereditario
H,0, l
H;0" )
Efeitos
Bioldgico
Morte
Celular ‘
Ma-formacio Somatico

Figura 2. Efeito direto e indireto da radiacao ionizante.

Cerca de 80% da célula é constituida de agua, com isso a interagdo da radiagdo
ionizante com a molécula de agua que leva a quebra dessa molécula por irradiagdao
(radidlise), corresponde ao principal tipo de interagdo da radiagdo ionizante com o corpo

humano (BUSHONG, 1997).

Agindo sobre a molécula d’agua, a RI provoca alteragdes na sua composi¢cao ou em

seus niveis de energia. A exposi¢ao da molécula d’agua a RI pode resultar na excitagdo da



r * ~ 7 . + + - .
molécula (H>O ) ou acarretar a formagao de ions do tipo H;O', H,O" e H,O", os quais, por
serem instaveis, acabam levando a producdo de radicais livres como o H* e OH®. Os
radicais livres se caracterizam por serem reativos, € em virtude da sua elevada reatividade

eles podem interferir com as estruturas moleculares nas proximidades (GARCIA, 1998).

A liberagdo de hidrogénio reduz o pH do meio celular, alterando a cinética e o
metabolismo de algumas moléculas do corpo humano. Ja os ions H e OH’, podem
interagir formando o peréxido de hidrogénio, o qual ¢ bastante toxico para a célula

(GARCIA, 1998).

As lesdes no DNA, causadas pelos efeitos direto e indireto da radiagdo, podem
resultar na quebras de uma das fitas do DNA ou da dupla hélice, ligagdes cruzadas (entre
DNA-DNA, entre DNA-proteinas), alteracdes nos carboidratos ou em bases nitrogenadas
(substituicdo, delecdes ou translocagdes), formagao de dimeros, dentre outras (TAUHATA
et al., 2003). Estes danos podem ser reparados ou originarem mutagdes que podem resultar

em diferentes efeitos bioldgicos (morte celular, ma-formagdo, efeitos genético e somatico).

Portanto, estas lesdes no DNA desempenham um papel importante entre os efeitos
bioldgicos produzidos pela RI. Os mecanismos de reparo do DNA sdo essenciais, pois um
reparo ineficaz no DNA alterado ou inexistente pode ocasionar descontrole da divisdo
celular, mutagdes na molécula, ou morte celular. As mutagdes ¢ o descontrole da divisao
celular, somando-se a outros eventos, podem, por sua vez, iniciar o processo de

transformagdes neoplasicas nos diferentes tipos celulares.

2.2 Classificacao dos efeitos biologicos

Os efeitos bioldgicos das RIs podem ser classificados segundo a sua probabilidade
de ocorréncia (deterministico ou estocastico), conforme seu tempo de aparecimento

(imediato ou tardio), ou do ponto de vista bioldgico (somatico ou hereditario).



2.2.1 Efeitos deterministicos e estocasticos

Segundo a Comissdo Internacional de Prote¢do Radioldgica (ICRP 41, 1984), os
efeitos deterministicos sdo os que certamente ocorrerdo apds a exposicdo, sua
gravidade e freqii€ncia variam com a dose absorvida e s6 ocorrem quando o valor da dose
limiar € excedido. Sdo exemplos dos efeitos deterministicos: a radiodermite, a catarata, a

infertilidade e a Sindrome da Radia¢do Aguda (SAR) (ICRP 41, 1984).

Por outro lado, para os efeitos estocasticos existe uma probabilidade de ocorréncia
na medida que o valor da dose aumenta. Este efeito ¢ proporcional a dose e ndo existe um
limiar de dose para que ele venha a acontecer (ICRP 41, 1984; JAYARAMAN &
LAWRENCE, 1996). As leucemias ¢ um exemplo tipico de efeito estocastico resultante de

exposi¢do a RI.

2.2.1.1 Sindrome da Radiacdo Aguda

A Sindrome da Radiacdo Aguda (SAR) ¢ o conjunto de sinais e sintomas clinicos
que um individuo pode vir a apresentar quando ¢ exposto a RI. O individuo pode
apresentar a sindrome hematologica, manifestagdes gastrointestinais (nauseas, vOmitos,
hemorragia digestiva, anorexia, diarréia) e neuroldgicas. Na fase latente, ndo hé sinais
clinicos e sintomas, podendo ser confundida com a recuperagdo do estado de saude do

individuo irradiado (BUSHONG, 1997).

A gravidade da SAR varia de acordo com a dose absorvida, o tipo de tecido
irradiado, a presenca de radiossensibilizadores e com as caracteristicas biologicas que

sao proprias do individuo irradiado (GARCIA, 1998).

Na Tabela 1 ¢ possivel visualizar uma escala de valores de dose onde os

aparecimentos dos sinais clinicos e sintomas estao relacionados com a dose recebida.
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Tabela 1. Sinais e sintomas clinicos da SAR.

Fase Dose (Gy) Sinais Clinicos e Sintomas
Prodrémica ~1 Nausea, vomito e diarréia
Latente 1-100 Nenhum

Nausea, vomito, diarréia, anemia,
Hematologica 2-10 leucopenia, hemorragia, febre,
infec¢do

Morte de 50% dos individuos

DLso 44,5 irradiados
O mesmo da hematoldgica, mais
Gastrointestinal 10-50 desequilibrio eletrolitico, letargia,
fadiga e choque
Cerebral > 50 O mesmo da gastrointestinal, mais

ataxia, edema, vasculite, meningite

(BUSHONG, 1997).
* DLso: corresponde uma dose letal onde 50% dos individuos irradiados vao a ébito.

2.2.2 Efeitos imediatos e tardios

Os efeitos biologicos sdo classificados como imediatos quando surgem poucos dias
apos a exposicdo a RI. Por outro lado, os efeitos tardios aparecem meses ou anos apds a

exposi¢ao (BUSHONG, 1997).

2.2.3 Efeitos somaticos e hereditarios

Os efeitos somaticos e hereditarios irdo depender do tipo de célula que a radiacao
ira atingir. No efeito somatico, a célula atingida pela RI, tem como fun¢do a manutencao
do funcionamento organico. J& no efeito hereditdrio, a célula atingida pela RI, ¢
responsavel pela transmissdo de informagdes genéticas as futuras geragdes de individuos,

ou seja, as células germinativas (RIGHI & DI POFI, 1987).
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2.2.3.1 Radiosensibilidade celular

A gravidade das alteragcdes biologicas causadas pela RI varia em fungdo dos
diferentes tipos de radiagcdo ionizante bem como da radiosensibilidade da célula que, em
geral, obedece a lei de Bergonié¢ e Tribondeau a qual afirma: “a radiosensibilidade das
células ¢ diretamente proporcional a sua atividade reprodutiva e inversamente proporcional
ao seu grau de diferencia¢ao”. No entanto, esta lei ndo ¢ valida para todos os tipos de
células. Uma excecdo a essa regra sdao os linfocitos que, apesar de terem baixa taxa de

divisdo (c¢lulas diferenciadas), sdo extremamente sensiveis a radiagdo (ARENA, 1971).

Na Tabela 2, sdo apresentados resumidamente os niveis de radiosensibilidade de
algumas células de mamiferos. O nivel de radiosensibilidade, capacidade de divisdo e de
diferenciagdo das células estdo representados pelo simbolo “+” e suas auséncias pelo

simbolo “-” (GARCIA, 1998).

Tabela 2. Radiosensibilidade de algumas células.

Capacidade de Nivel de

Célula Radiosensibilidade divisio St

Eritroblastos, células das
criptas intestinais, células +4+++ 4+ +
basais da epiderme

Mielécitos e espermatocitos Tt T+t T+
Células dos rins, figado, 44 ++ + 4+
pancreas e tiredide
Neurénios e células + - 44+

musculares

(GARCIA, 1998).
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A Figura 3 apresenta de forma esquematizada como a radia¢do ionizante interage,
de forma direta ou indireta, com uma molécula de DNA, quais os fendmenos biolégicos

que ocorrem ¢ a cronologia desses fendmenos.

Radiacao lonizante

Ii Efeito direto Duracéo do evento

Efeito Vlbndireto

O 10Ys

2 2
} 10s
H,O"+0OH
-13
°H +OH 6 10™s
|
1 10s-107s
H,O, H,
0, (Fe®)

*H+OH + O,

Ly Lesdes do DNA o |
+ outras alteracdes celulares

Identificag@o do dano no DNA — Ativacio genética

Segundos-minutos
Interrupgao do ciclo celular

|—DNA reparadoJ- DNA n&o-reparado

. v
Livre de erro Propenso a err Apoptose horas
v

Célula normal Mutacgé&o, aberracdo cromossdmica
| DNA reparado =—= DNA nao-reparado_‘ 12 mitose
Livre de erro Propenso a erro L Instabilidade ;
Célula nor‘rbnal Célul it Mutagao° gpnoma §
elula sem mitose n-ésima geragéo
] Morte celular, dias

aberracdo cromossdmicy

Cancer

v anos

Figura 3. Fenomenos bioldgicos resultantes de uma exposicio a radia¢ao ionizante.
(POUGET & MATHER, 2001).
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Diante dos efeitos bioldgicos resultantes de exposigdes a RI, observou-se a
necessidade da definicdo de grandezas que possibilitassem a quantificacdo dos niveis de
exposi¢ao individuais, objetivando correlacionar os valores dessas grandezas com o0s riscos
bioldgicos associados, conseqiientemente, estabelecer regras de radioprotecdo a partir de

valores de referéncia.

2.3 Grandezas dosimétricas

2.3.1 Dose absorvida

A dose absorvida (D) ¢ a principal grandeza fisica em radioprotecao. A dose

absorvida ¢ a grandeza expressa pela Equacao 3:

p. E 3)

Onde:E ¢ a energia média depositada pela radiagdo em um volume elementar de

matéria de massa dm.

A unidade de dose absorvida no SI (Sistema Internacional) ¢ o joule (J) por

quilograma (kg), que recebe o nome especial de gray (Gy) (ICRP 60, 1990).
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2.3.2 Dose equivalente

A dose equivalente no tecido ou 6rgao (Hr) ¢ definida pela Equacao 4:

H,= ZWR°DT,R
R

Onde: Drr € a dose absorvida média, no tecido ou 6rgdo T, devido a radiacdo
ionizante R, e Wg ¢ o fator de ponderagdo da radiagdo. A partir do momento que esse fator

¢ considerado na avaliacdo da dose absorvida, sua unidade passa a ser o sievert (Sv), em

lugar do gray (ICRP 60, 1990).

A Tabela 3 apresenta fatores de ponderagao, Wy, correlacionado-os com alguns
tipos de radiagdes existentes e suas faixas de energia. Todos os valores de Wg se
relacionam com a radia¢do incidente no corpo pela irradiacdo externa ou para radiacdo

proveniente de fontes internas (ICRP 60, 1990).

Tabela 3. Fatores de ponderacio das RI.

Fator de Ponderacao

Tipo de Radiac¢ao Faixa de Energia (W)
Fétons Todas as energias 1
Elétrons Todas as energias 1
Néutrons <10 keV 5
Néutrons 10 keV a 100 keV 10
Néutrons >100 keV a 2 MeV 20
Néutrons >2 MeV a 20 MeV 10
Néutrons >20 MeV 5
Protons, com excecgdo de protons de recuo >2 MeV 5
Particula alfa, fragmentos de fissdo e ions pesados ~ Todas as energias 20

(ICRP 60, 1990).
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2.3.3 Dose efetiva

A dose efetiva (E) ¢ a grandeza expressa pela Equacgao 5:

E=Y wy.H; (5)

Onde: Hy ¢ a dose equivalente média no tecido ou 6rgao T e Wy ¢ o fator de

ponderagdo para o tecido ou 6rgdo T. A unidade da dose efetiva continua sendo, no SI, o

sievert (Sv) (ICRP 60, 1990).

Na Tabela 4 ¢ possivel verificar valores do fator de ponderacao (Wr) para alguns
orgdos ou tecidos. Estes valores foram estabelecidos através de um estudo com uma
populacao de referéncia onde se tinham pessoas de ambos os sexos e de varias idades

(ICRP 60, 1990).

Tabela 4. Fatores de ponderacao para orgaos ou tecidos (Wr).

Tecido ou Orgio Fatores de Ponderacio para Orgios ou Tecidos'
Gonadas 0,20
Medula 6ssea vermelha 0,12
Célon 0,12
Pulmio 0,12
Estomago 0,12
Bexiga 0,05
Mama 0,05
Figado 0,05
Esofago 0,05
Tir6ide 0,05
Pele 0,01
Superficie dssea 0,01
Restante > 0,05
TOTAL 1,00

(ICRP 60, 1990).

1 — Baseado em um risco total de ocorréncia de efeitos estocasticos de 1,65 x 107 Sv'*
2 — Para fins de célculo, “Restante™ refere-se a qualquer dos drgdos listados a seguir (0s quais podem ser irradiados
seletivamente): adrenais, cérebro, intestino grosso superior, intestino delgado, rins, mdsculo, pancreas, vesicula, timo e Utero.
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Neste contexto, métodos dosimétricos foram desenvolvidos para avaliar a

quantidade de energia absorvida num determinado meio de interesse.

2.4 Métodos dosimétricos

O conhecimento dos niveis de dose na prote¢do radiologica ¢ uma etapa importante
para a avaliacdo dos riscos inerentes a exposi¢do a radiagdo, individual ou coletiva. Neste
sentido, agéncias internacionais especializadas em radioprotecdo recomendam limites
maximos de dose aos trabalhadores ocupacionalmente expostos a RI e aos membros do

publico (ICRP 60, 1990; AMARAL, 2002).
Os limites de dose anuais para os trabalhadores e individuo do publico,

recomendados pela Comissdo Internacional de Radioprote¢do em sua publicacdo de

numero 60 (ICRP, 1990) sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Limites primarios anuais de dose efetiva.

Limites de Dose Anual para Corpo

Individuo Inteiro (mSv)
Trabalhador 20
Individuo do Publico 1

(ICRP 60, 1990).

Na Tabela 6 ¢ possivel observar os limites de dose anual adotados no Brasil pela
Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) para os trabalhadores e individuos do

publico (CNEN,1988).
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Tabela 6. Limites primarios anuais de dose efetiva.

Limites de Dose Anual para Corpo

Individuo Inteiro (mSv)
Trabalhador* 50
Individuo do Publico** 1

(CNEN-3.01, 1988).

*Trabalhador - pessoa que, em conseqiiéncia do seu trabalho a servico da instalagdo, possa vir a ter, por ano, doses
superiores aos limites primérios para o individuo do publico, estabelecidos nesta norma.

**|ndividuo do Publico - qualquer membro da populacdo ndo exposto a radiagdo ocupacionalmente, inclusive
trabalhadores, estudantes e estagiarios quando ausentes das areas restritas da instalagéo.

Comparando as tabelas 5 e 6, observa-se que enquanto a ICRP 60 recomenda o
limite de dose anual de 20 mSv para o trabalhador, a CNEN, em sua norma 3.01,

estabelece o limite de 50 mSyv, isto considerando a dose absorvida para corpo inteiro.

A determinacdao da dose ¢é realizada através de diversos métodos dosimétricos.
Dentre os métodos existentes destacam-se: o emprego de modelos numéricos, a dosimetria

fisica e dosimetria biologica (DOWD & TILSON, 1999; GERMAIN, 1995).

2.4.1 Modelos numéricos

Uma ferramenta de grande importincia que auxilia na avaliacdo da dose interna é o
método de Monte Carlo. Este método pode ser definido como uma técnica que utiliza
nimeros pseudo-aleatorios para a resolugdo de problemas, sendo originalmente desenvolvido
no final da década de 1940 para néutrons e transporte de fotons no interior de um dispositivo
nuclear, promovendo um elo entre medidas e célculos analitico, principalmente em situacdes
onde ¢ dificil, ou at¢ mesmo impossivel, obter medidas diretas da RI (MACKIE, 1990;
KAHN, 1950).
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Para fins de avaliagdo dosimétrica, o calculo da dose pelo método de Monte Carlo requer
a utilizagdo de um modelo geométrico do 6rgao a ser estudado. Essa metodologia tanto pode ser
usada para célculos de dose de corpo inteiro ou de um 6rgdo especifico (macrodosimetria),
quanto para avaliacdo da dose absorvida por tecidos e células (dosimetria de pequena escala ou

microdosimetria) (FISHER, 1994).

2.4.2 Dosimetria fisica

Na dosimetria fisica, o valor da dose absorvida é avaliado com o auxilio de
instrumentos sensiveis aos efeitos fisicos da RI. Estes instrumentos, denominados de
dosimetros, sdo detectores da RI capazes de quantificar a dose absorvida. Dentre os
dosimetros mais utilizados na dosimetria fisica encontram-se: os filmes fotograficos,

dosimetros termoluminescentes ¢ os semicondutores (SCAFF, 1997; CEMBER, 1997).

Todavia, em casos de acidentes ou de suspeita de exposi¢ao a RI, a avaliagao da
dose absorvida ndo ¢ uma tarefa simples, em geral, devido a auséncia de informagdes das
condi¢des de irradiagcdo, ou pelo fato dos individuos irradiados ndo portarem dosimetros
fisicos. Nestas situagdes, os indicadores bioldgicos (bioindicadores), investigados na
dosimetria bioldgica, vém sendo propostos como um método alternativo ou complementar

a dosimetria fisica (AMARAL, 2002).

2.4.3 Dosimetria biologica

Neste tipo de dosimetria, a quantificagdo da dose absorvida ¢ feita através da

correlacdo entre bioindicadores e dose absorvida. Os bioindicadores sdo paradmetros

biologicos resultantes da interacdo da RI com a matéria viva.

Dentre os bioindicadores investigados em caso de suspeita de exposi¢ao individual

a RI estdo: a diminuicdo do numero de linfocitos (linfocitopenia), de hemacias, de
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plaquetas e a presenca de alteragdes citogenéticas. Dentre estes, as alteracdes citogenéticas
constituem a resposta bioldgica mais amplamente estudada em biodosimetria (VOISIN,

1997; LLOYD, 1998; VOISIN et al., 2001).

As alteragdes citogenéticas mais estudadas na dosimetria bioldgica sdo as
aberracdes cromossdmicas (estaveis e instaveis) e micronucleos. Estas alteracdes podem
ser encontradas em linfocitos do sangue periférico de individuos expostos a radiagdo
ionizante. A obtencao da dose absorvida ¢ feita com o auxilio de curvas de calibracao, as
quais relacionam valores de dose com o efeito biologico investigado (IAEA, 2001;

AMARAL, 2002).

Para a quantificagdo das aberragdes cromossomicas e de micronucleos € necessario,
incubar amostras de sangue periférico utilizando os mesmos principios empregados na
técnica de citogenética convencional. No entanto, o emprego desta metodologia requer

tempo de cultura, tempo de analise e profissionais especializados na area.

Fernandes, em 2005, comparou duas metodologias comumente empregadas para
analise de aberracdes cromossOmicas instaveis e micronticleos em linfocitos do sangue
periférico, objetivando o biomonitoramento de trabalhadores ocupacionalmente expostos a
radiagdo ionizante. O tempo de incubacao e de contagem das células foi um dos parametros
avaliados na pesquisa, cujos resultados estdo resumidos na Tabela 7 (FERNANDES,

2005).

Tabela 7. Comparacao entre as metodologias de aberracdes cromossémicas instaveis
(ACI) e micronucleos (MN).

Tempo de Incubacdo Tempo de Contagem Tempo Total para

Metodologia de Cultura Celular Analise
(horas) (horas) (horas)
ACI 48 40 88
MN 72 4 76

(FERNANDES, 2005).
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Na Tabela anterior, ¢ possivel verificar que em casos de suspeita de exposicao a RI,
onde se deseja saber, em poucas horas (menos de 6 horas), se houve ou ndo a exposicao, a
dosimetria citogenética constitui uma importante ferramenta, embora o tempo para cultura
celular e andlise seja limitado. O tempo total de analise ¢ relativamente longo, a depender

do nivel de exposic¢do e, conseqiientemente, das medidas a serem tomadas.

2.5 Linfocitos

Os linfocitos constituem aproximadamente 25 a 35% do total das células brancas
presentes no sangue periférico. Eles sao divididos em trés subtipos: linfécitos B, linfocitos
T e linfécitos NK (PEAKMAN & VERGANI, 1999; ZAGO et al., 2001). Estes
desempenham fungdes distintas e, embora sejam indistinguiveis ao microscopio Optico,
apresentam diferengcas ao microscopio eletronico. A Figura 4 mostra um esfregaco de

sangue humano onde a seta indica um linfocito.

Linfocito
|-

Figura 4. Esfregaco de sangue humano mostrando um linfocito.
(http://mbiol29.unife.it/furio/Citologia/Nucleo/linfocito100.jpg)


http://nbiol29.unife.it/furio/Citologia/Nucleo/linfocito100.jpg
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Os linfocitos B originam-se de um precursor na medula 6ssea onde, em mamiferos,
déa inicio ao processo de maturacdo. A sua caracteristica fundamental ¢ a de possuir
moléculas de imunoglobulina inseridas na membrana plasmatica que sdo produzidas
endogenamente ¢ que funcionam como receptores para antigenos especificos. Por outro
lado, os linfécitos T originam-se de um precursor na medula 6ssea que posteriormente
migra para o timo, onde a maturagao destas células se completa. Eles sdo subdivididos em
linfécitos T8 ou citotoxicos (T8 por expressarem o antigeno CD8 na membrana) e T4 ou
auxiliares (T4 por expressarem o antigeno CD4). Estes ultimos s3o por sua vez
subdivididos em T auxiliar 1 (Th1l — “T helper 1”) e T auxiliar 2 (Th2 — “T helper 2”), por
secretarem diferentes citosinas em resposta a estimulagdo por IL-2 (interleucina 2) e I[FN-g

(interferon y) ou IL-4 (ZAGO et al., 2001).

Os linfocitos NK sdo minoria entre as células linféides em circulagdo e originam-se,
como as demais, de um precursor linféide na medula 6ssea. O seu processo de maturagdo
ainda ¢ pouco conhecido. Quanto a sua fisiologia, distingue-se das demais por destruir a
célula-alvo sem a participagdo da molécula do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC - “major histocompatibility complex™), agindo sobre células tumorais e células
infectadas por virus. Sua morfologia ¢ diversa quando comparada com os linfécitos T e B,

o que os distinguem como grandes linfocitos granulares (ZAGO et al., 2001).

O ntimero total de linfocitos ¢ cerca de 1300 a 4800/mm’ em um individuo adulto
sadio, dos quais 0,1% sdo renovados diariamente. Entretanto, em casos de irradiacdo de
corpo inteiro com altas doses de radiacdo, uma das reagdes deterministicas imediatas ¢ uma
rapida queda da contagem de linfocitos do sangue periférico. Isto deve ser levado em
consideragdao quando hd um curto periodo entre a exposi¢ao e a analise das amostras para

biodosimetria. (IAEA, 2001; PEAKMAN & VERGANI, 1999; RIGHI & DI POFI, 1987).

Em caso de irradiagdo parcial do corpo, os danos bioldgicos produzidos pela
exposicao a Rl estardo eventualmente presentes nos linfocitos do sangue periférico. Este

fato ¢ possivel uma vez que os linfocitos possuem uma caracteristica de recirculacao
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(“turnover”) entre o sangue, tecidos e 6rgaos linféides. O tempo de turnover varia de célula

para célula, mas, em média, o linfocito completa um ciclo em 30 min (IAEA, 2001).

Os linfocitos podem ser divididos em dois grupos quanto ao seu tempo de vida: os
de vida curta sdo aqueles que possuem uma vida média de 2 semanas e os de vida longa

s30 aqueles que possuem uma vida média maior que 2 semanas (ZAGO et al., 2001).

Estas células sdo diferenciadas, altamente sensiveis a RI, possuem uma vida-média
longa, sdo de facil manipulagdo e obtencdo. Além disso, os linfécitos constituem a
populacdo de células que predominantemente se encontra no estdgio de pré-sintese de
DNA (fase GO do ciclo celular) podendo, com isso, armazenar os danos bioldgicos

causados pela RI por um determinado periodo de tempo (IAEA, 2001).

Diante dessas caracteristicas, os linfocitos sdo usados em alguns ramos da
dosimetria biologica para o estudo de biomarcadores. No entanto, esses biomarcadores sao
identificados em algumas fases do ciclo celular. Com isso, os linfocitos precisam de
estimulos externos (mitdgenos) para dar inicio a divisdo celular, por serem comumente

encontrados na fase de laténcia do ciclo celular (GO).

2.6 Ciclo celular

O ciclo celular ¢ o processo pelo qual as células crescem, duplicam seu DNA e se
dividem para gerar duas células filhas, sendo composto por duas fases: a interfase e a
mitose. A interfase se divide em quatro sub-fases: GO, G1, S, G2; ja a mitose se sub-divide
em: profase, prometafase, metafase, anafase, telofase e citocinese (GARRETT, 2001;

ALBERTS et al., 1996).

Na interfase, a fase G1 ¢ onde ocorre uma atividade bioquimica intensa, a célula
aumenta seu material enzimatico, suas organelas se replicam, assim como outras moléculas

e estruturas citoplasmaticas também aumentam em numero, € conseqilientemente,
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aumentando o tamanho da célula. Em uma célula de mamifero esta fase pode durar cerca

de 10 horas (COOPER, 1999; SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

E na fase G1 onde os sinais extracelulares, positivos e negativos, sio integrados no
regulamento da progressao do ciclo celular. As células em G1 podem deter sua progressao
no ciclo celular e entrar em um estado de repouso especial chamado GO, no qual podem
permanecer durante dias, semanas ou anos. A fase GO difere de todos os estados que
existem no ciclo celular. Nesta fase, ha uma 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 avanga para G1, ou porque ¢ incapaz ou porque nao € necessario.
Caso a célula consiga passar para a fase G1, esta ird prosseguir para a fase S do ciclo

celular (DIAZ et al., 2003).

A fase S (sintese) se caracteriza pela replicacdo do DNA nuclear. Quando a célula
adquire fatores necessarios como: tamanho, proteinas importantes para a replicagdo e o
ATP (adenosina trifosfato), da-se inicio ao processo de replicacdo celular

(DIAZ et al., 2003).

Na fase G2 ocorre a preparagdo para a mitose; todas as organelas e as maquinarias
essenciais para a divisao da célula progenitoras em duas células filhas idénticas, embora de
tamanho menor, sdo adquiridas nesta fase. Apds esta fase, a célula inicia o processo de

mitose (DIAZ et al., 2003).

A mitose se inicia com a profase, onde ocorre ruptura da membrana nuclear. Nesta
fase, cada cromossomo sera formado por duas cromatides distintas conectadas por um

centromero.

Durante a 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
maior nivel de condensacdo. Na anafase, as cromatides irmas se separam e sdo conduzidas

para os polos opostos da célula. Ao iniciar a tel6fase, os cromossomos alcangam os polos
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opostos e o fuso comeca a desaparecer € a membrana nuclear volta a se formar ao redor do

conjunto de cromossomos (CASTRILLO, 1995; ALBERTS et al., 1996).

A citocinese ¢ a divisdo do citoplasma, mediante um processo denominado de
segmentacdo, o qual ¢ normalmente dirigido por um fuso mitdtico, formado pela
reorganizagdo dos microtibulos do citoesqueleto, (CASTRILLO, 1995; ALBERTS et al.,
1996). A Figura 5 ilustra todas as etapas do ciclo celular.

Préfase

Prometafase

Metafase

Figura 5. Fases do ciclo celular.
(www.tcb.cl/1535/ articles-61145_celula2.jpeg)
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2.6.1 Pontos de checagens do ciclo celular

O ponto de checagem ¢ um mecanismo que bloqueia a progressao do ciclo celular
até que um processo critico, tal como sintese de DNA, seja completada, ou até que o DNA

danificado seja reparado (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

De vital importancia no ciclo celular sdo os dois pontos de checagem (checkpoints),
a fim de que a célula mantenha a integridade do material genético que estd sendo
duplicado. Estes dois pontos ocorrem no final da fase G1 (ponto de controle G1/S) e no
final de G2 (ponto de controle G2/M). Na Figura 6 ¢ possivel observar os locais onde

ocorrem as checagens (RIBEIRO et al., 2003).

M,

N

Mitose

Interfase

Figura 6. Pontos de checagem no ciclo celular.
(www.tcb.cl/1535/ article-61145.html)

O primeiro ponto de checagem ocorre, portanto, antes da sintese de DNA. Assim,
caso existam danos detectaveis no DNA, o processo de divisdo ndo passara deste ponto até
que o dano seja reparado. No caso da impossibilidade deste reparo, a célula ird abandonar o
processo de mitose. O segundo ponto ¢ menos entendido em eucariontes, mas parece
ocorrer depois da duplicagdo do DNA e tem como fun¢do monitorar a duplicacao completa

e fidedigna do genoma (RIBEIRO et al., 2003).
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O sistema de controle do ciclo celular ¢ baseado em duas familias de proteinas. A
primeira ¢ a familia das proteinas ciclinas dependentes de kinases (Cdk), as quais sofrem
fosforilagdo sobre seus aminoacidos. A segunda familia ¢ a das ciclinas (Cdc), as quais se
unem as Cdks e controlam as reacdes de fosforilagdo das proteinas em cada estadgio do
ciclo celular. Nas células de mamiferos, diferentes Cdks sdo ativadas e requeridas para
diferentes fases do ciclo celular (ALBERTS et al, 1996; COOPER, 1999;
GARRETT, 2001).

Nos casos em que estes processos nao sdo controlados, as células se dividem
continuamente, sem mesmo reparar algum dano existente. Existe uma série de proteinas
que regulam e controlam o ciclo celular, determinando o momento certo para a célula se

dividir e interrompendo a divisdo quando for o momento.

2.7 Gene supressor de tumor TP53

Dentre os genes supressores tumorais, o gene TP53 estd diretamente implicado em
deter o desenvolvimento dos tumores, possuindo um papel fundamental nas respostas
celulares aos agentes agressores. E o gene mais freqiientemente alterado em casos de
cancer em humanos. Mais de 50% dos tumores humanos primarios possuem mutacdes no
gene supressor tumor TP53 (CAVALCANTI JUNIOR et al, 2002; ROTTER &
PROKOCIMER, 1991).

Este gene ¢ situado no braco curto do cromossomo 17, sendo constituido por 11
éxons, que constituem regides do DNA que codificam informagao (por exemplo, proteinas)
(CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002; DEFAVERY et al., 2000), se estendendo
geralmente por 20 kb (quilobases)* do DNA gendémico (LANE, 1992).

" quilobase: unidade usual de comprimento de fragmentos de DNA equivalente a 1000 nucleotideos.
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2.7.1 Descobrimento da proteina p53

O gene TP53 foi descoberto em 1979 e foi identificado como oncogene em 1985
por Jenkins e classificado como um gene supressor de tumor em 1989 por Baker e
colaboradores. Este gene codifica uma fosfoproteina nuclear denominada p53, devido ao
seu peso molecular ser de 53 kDa (quilodalton)** (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002;
BAST, 1983; NILOFF,1985).

O descobrimento desta proteina foi resultado de dois tipos de estudos. Em um dos
estudos foi utilizado o virus oncogénico Simian Virus 40 (SV-40), enquanto no outro se
utilizou uma aproximagdo do tipo sorolodgica). Nos estudos virais, quando os cultivos
celulares foram transformados com o SV-40, estudos de imunoprecipitagdo foram
realizados com anticorpos dirigidos contra o antigeno T, identificando-se a proteina de

53 kDa (DELEO et al., 1979).

Simultaneamente a essas descobertas, e empregando analise do tipo sorologico,
descobriu-se que, ao estudar a resposta imune anti-tumoral em alguns ratos onde se havia
induzido tumores com carcindgenos (metilcolatreno), era possivel identificar anticorpos

contra a proteina de 53 kDa (DELEO et al., 1979).

Esta proteina, cuja estrutura molecular ¢ apresentada no Anexo I, esta implicada no
controle do ciclo celular, na proliferagdo celular, na reparagdo e sintese de DNA, na

diferenciagdo celular e na morte celular programada (apoptose) (HARRIS, 1993).

2.7.2 Estabilidade da proteina p53

A proteina p53 ¢ estabilizada e ativada em resposta aos danos no DNA, sendo
muito complexa a cascata dos eventos que sinalizam as lesdes do DNA para a estabilizacao

e ativagdo da p5S3 (HUTCHINSON, 1985; WARD, 1988).

“Dalton é a unidade de massa atomica, usada na biologia molecular, equivalente a 1/12 da massa do
carbono-12. 1kDa= 1000 Da.
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A estabilidade da p53 ¢ regulada pela ligagdo com a proteina
Mouse Doublé Minute 2 (Mdm2), e qualquer evento que venha a interferir nesta ligagdo
pode aumentar a estabilidade da proteina p53. A proteina Mdm2 ¢ produto de um
oncogene, cuja atividade resulta em diversos tipos de cancer. A Mdm?2 se liga a p53
inativando-a e esta ligacdo ocorre no dominio carboxi-terminal da p53 interferindo na

atividade de transcricao da mesma (FEI & EL-DEIRY, 2003).

A ativacdo do Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM), ocasionada pela interagdo da
RI com o DNA, resulta na formacdo de quebras simples e dupla da cadeia de DNA
(DBSs), e fosforila a p53 e a Mdm2. Esta fosforilagio’ ocorre na regido de interagio destas

proteinas, comprometendo, deste modo, a ligacdo entre ambas (FEI & EL-DEIRY, 2003).

2.7.3 A importancia da p53 no ciclo celular em resposta a radiacio ionizante

Os mecanismos de ativacao da p53 dependem da natureza dos agentes agressores.
Dentre estes, os mais estudados sdo os induzidos pela radiacdao ionizante, ou pela radiacao
ultravioleta (UV) ou por uma expressio inapropriada de um oncogene (DRANE et al.,

2002).

A resposta ao dano no DNA ¢ mediada por uma via de sinal de transdugdo
desconhecida, que aumenta a transcri¢do do gene TP53. Esta via também faz com que a
proteina p53 seja convertida de uma forma estavel (selvagem ou wild type) para a forma
ativa, através da fosforilagdo pela ATM Kinase. Uma vez ativada, a p53 estimula a
transcri¢do de genes cujos produtos param o ciclo celular, permitindo assim que o DNA
danificado seja reparado. Ou seja, a p53 atua no ciclo celular no ponto de controle G1/S.
Esse processo permite também a ativagdo de um outro grupo de genes, cujos produtos
levam a célula a morte num processo chamado apoptose (SNUSTAD & SIMMONS,
2001).

T Fosforilagdo: Adigdo do 4tomo de fosforo 2 uma molécula tornando-a ativa.
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Um fator relevante na resposta que bloqueia o ciclo celular ¢ a proteina p21, uma
proteina codificada por um gene que ¢ ativado pelo fator de transcrigdo da p53. A proteina
p21 € um inibidor dos complexos ciclina-proteina Cdk. Quando a p21 ¢ sintetizada em

resposta ao estresse celular, os complexos ciclina-Cdk sdo inativados.

A transicdo da fase G; para a fase S requer a fosforilagdo da proteina RB pelo
complexo ciclina-proteina Cdk. Antes da producao dessa ciclina, que ¢ produzida em um
momento especifico do ciclo celular, a RB estd na sua forma ativa, associada & proteina
E2F*. Este complexo torna o fator E2F inativo, impedindo dessa forma a progressdo do

ciclo celular para a fase S (SOUSSI, 2000).

Com a fosforilagdo da RB, o fator de transcrigdo E2F ¢ liberado, ativando a
transcri¢do de genes relacionados a sintese do DNA. Na presenca de danos no DNA, ocorre

a producdo da proteina p53, o que leva a indugdo da sintese da proteina p21.

Niveis elevados de p21, por sua vez, levam a inibicdo da atividade da proteina
quinase do complexo ciclina-Cdk2, causando uma interrup¢do do ciclo celular, uma vez

que E2F permanece inativado pela RB.

Quando o dano ¢ reparado, os niveis de p53 caem, levando a diminui¢ao dos niveis
de p21, o que leva a liberagdo da atividade da quinase ciclina-Cdk2. A RB pode entdo vir a
ser novamente fosforilada, liberando E2F e conseqiientemente a progressdo para a fase S

(SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

A p53 ¢ responsavel por ativar uma interrup¢ao no ciclo celular, permitindo que a
célula mantenha sua integridade genética, por isso o termo de “guardid do genoma” ¢

atribuido a proteina p53 (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

' E2F - uma familia de fatores de transcrigio que controlam a expressio de vérios outros genes cujos
produtos movem a célula em seu ciclo celular.
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Existe uma grande quantidade de genes que sdo diretamente regulados pela p53 e
cuja funcdo estd diretamente implicada com a apoptose (BATES & VOUSDEN, 1999). O
mais conhecido ¢ o Bax, que promove a apoptose celular e sua ativagdo ¢ induzida pela
p53. Os membros da familia das proteinas de Bcl-2 agem regulando de forma repressora a
apoptose, logo, uma vez ativado o Bax (uma antagonista do Bcl-2), este ira fazer com que a

célula entre em apoptose (KLUCK et al., 1997; YANG et al., 1997).

As células sem a p53 funcional tém dificuldade em interromper o ciclo celular. Se
estas células progredirem no ciclo celular e passam por uma subseqiiente divisdo, podem se
acumular mutagdes adicionais que as tornam desreguladas. A inativagdo mutacional da p53

¢, portanto, uma etapa fundamental na via para o cancer (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

O principal regulador negativo do TP53 ¢ o Mdm2, este normalmente mantém
niveis baixos de p53 dentro da célula adicionando cadeias de ubiqiiitina. A proteina Mdm?2
se liga a p53 para inativa-la. A ligacdo ocorre no dominio de transativagdo, interferindo no
mecanismo de transcrigdo. Além disso, a Mdm2 pode conduzir a eliminagdo da p53 através

da degradagdo proteolitica (PERRY, 2004).

Normalmente em uma célula, a proteina pS3 se encontra em baixas concentragdes
por ter uma vida média curta (em torno de 20 minutos). Além disso, em algumas células
existe a p53 na sua forma latente e inativa para a transcri¢do. Sob estas circunstancias, a
proteina p53 devera receber um sinal para se tornar ativa e funcionar (SNUSTAD &

SIMMONS, 2001; LEVINE, 1997).

O nivel de expressio da p53 aumenta porque a vida média da proteina ¢
prolongada, em torno de 24 horas, e a taxa de transcricdo da célula ¢ realgada. Este
aumento nos niveis da p53 € proporcional a extensdo dos danos do DNA, sendo, por
exemplo, diferente para distintas doses e tipos de radiacdo ionizante. A extensao € o
aumento da cinética da p53 diferem para os diferentes tipos de danos causados pela

radiagdo (LEVINE, 1997; CHEN et al., 1996).
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Diversos tipos de dano no DNA podem ativar a p53, incluindo a quebra da dupla
fita da cadeia do DNA causada pela radiacio gama e danos no DNA causados pela
radiagdo ultravioleta e agentes quimicos. Isto resulta em um rapido aumento no nivel de

p53 na célula e na ativacao do fator de transcri¢do da p53 (LEVINE, 1997).

Viarios sdo os métodos para a avaliacdo, quantitativa e/ou qualitativa, da proteina
p53. Estes métodos, na maioria das vezes, sao utilizados no auxilio de diagnosticos para

doengas.

2.8 Métodos de analise da proteina p53

2.8.1 Western Blot

A técnica de Western Blot (WB) ¢ utilizada em metodologia analitica devido ao
alto poder de resolugdo da eletroforese em gel de poliacrilamida e a determinacao do peso
molecular da proteina aliada a especificidade da imunoquimica. Os componentes
resultantes da separagdo eletroforética sdo transferidos do gel para uma membrana de
nitrocelulose, imediatamente ap6s a corrida eletroforética, seguida da incubagdo do
anticorpo primario (em geral o anticorpo monoclonal) e de uma segunda incubagdo com
um anticorpo secundario conjugado a peroxidase. O sistema revelador contém uma
substancia que, ao reagir com o conjugado, emitira luz. Essa membrana, quando exposta a
um filme radiografico, revela a presenca das bandas antigénicas especificas para o

anticorpo em questdo (TURPEINEN et al., 2002).

2.8.2 Imunocitoquimica e Imunohistoquimica

A Imunocitoquimica (ICQ) ¢ um método de avaliagdo de expressao de antigenos. A

técnica utiliza células em suspensdo ou cortes de tecidos previamente fixados em laminas
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que sdao submetidos a permeabilizacio e em seguida, incubadas com anticorpos
monoclonais. A presenga da proteina é revelada por meio da adicdo do anticorpo
secundario com especificidade contra a fracdo constante da imunoglobulina de
camundongo, estando conjugado a um substrato revelador que pode ser peroxidase ou

fosfatase alcalina (DOWELL et al., 1994; LOGULLO et al., 2000).

A técnica de imunohistoquimica (IH), muito semelhante a imunocitoquimica,
consiste em avaliar a proteina através de cortes de tecido previamente fixados em laminas.
O mecanismo basico da técnica ¢ o reconhecimento do antigeno por um anticorpo, o qual
pode ser de forma direta ou indireta. Na forma direta, o anticorpo primario ¢ diretamente
marcado, geralmente por uma substancia fluorescente ou enzima. Ja na forma indireta, o
anticorpo primario serve como antigeno para um segundo anticorpo (anticorpo secundério)

de outra espécie animal marcado (Técnica de IHQ-Lab. Aticorpos, 2004).

2.8.3 Citometria de Fluxo

Comparando com as metodologias anteriores, a citometria de fluxo (CF) ¢ um
método mais recente para o estudo de células. Através desse método, multiplas
propriedades fisicas e biologicas das células podem ser determinadas, tais como: o

tamanho, a granulosidade, a complexidade e a intensidade de fluorescéncia de cada célula.

A CF vem se destacando como método de deteccdo de expressdo de antigeno de
superficie, intracitoplasmatico e intranuclear. E uma técnica semi-automatizada em que se
pode processar e analisar, conjuntamente, um grande nimero de amostras em tempo

reduzido (BACAL & FAULHABER, 2003; MARK & HELLER, 1998).

Esta metodologia ¢ composta basicamente por trés diferentes sistemas fisicos

complementares: de fluxo, o Optico e o eletronico.
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X/

¢ O sistema de fluxo utiliza um liquido isotonico que transporta as células, uma a
uma, na camera de fluxo para que estas sejam posicionadas no centro de um

feixe de laser;

¢ O Ooptico consiste em um feixe de laser que ao atravessar a célula emite luz a
qual ¢ captada por um conjunto de filtros Opticos (espelhos dicrdicos) para

posterior deteccao;

¢ O sistema eletronico ¢ responsavel pela conversao dos sinais de luz detectados
em sinais eletronicos (tensdo), que sdao processados e analisados por sistema

computacional.

Nas andlises empregando a CF, as células sdo marcadas com um anticorpo
especifico conjugado a um corante fluorescente (fluorocromo). Elas sdo, em seguida,
introduzidas no citometro por aspiracdo (com o auxilio de ponteira) ¢ levadas para as
cameras de fluxo através de uma seringa, dirigida por um motor. No aparelho, as amostras
sdo conduzidas através de um liquido isotonico até um compartimento denominado de
camera de fluxo (flow cell). Neste compartimento, a luz do laser ird atravessar a célula,
resultando no fendmeno da dispersdo, com a emissao de luz fluorescente dos fluorocromos
ligados a célula (MARK & HELLER, 1998). A Figura 7 permite a visualizagdo

esquematica de como as amostras se encontram dentro do citdmetro de fluxo.
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Figura 7. Direcionamento das amostras no citometro de fluxo.
(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

O fendmeno de fluorescéncia ocorre quando um composto fluorescente absorve a
energia da luz sobre uma escala de comprimentos de onda, caracteristica para aquele

composto.

A absor¢ao de luz faz com que um elétron desse composto seja excitado para o seu
nivel de energia mais elevado. O elétron excitado volta rapidamente para seu estado
energético estavel, emitindo um féton de luz, caracterizando assim o fendmeno de emissao

de fluorescéncia (BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

O tipo de laser mais comumente usado em CF ¢ o produzido a partir do argdnio,
cujo comprimento de onda gerado de 488 nm (4880 A) é ideal para excitar a maioria dos

fluorocromos utilizados na CF (BACAL & FAULHABER, 2003).

O feixe de laser ao atingir uma célula ou particula sera disperso proporcionalmente
ao tamanho desta célula ou particula e captado por um detector frontal ao feixe (Forward

Scatter ou FSC). A dispersao lateral, ocasionada também pela incidéncia do feixe de laser,
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sera captada por espelhos laterais, definindo a granulosidade e complexidade da célula

(Side Scatter ou SSC) (MARK & HELLER, 1998).

Na Figura 8 ¢ possivel observar como ocorre a andlise do tamanho e da
complexidade da célula através do FSC e SSC, respectivamente (BECTON, DICKINSON
AND COMPANY, 2000).

Detector do SS8C

Fonte de Luz Detector do FSC

Figura 8. Propriedades da célula através da analise do FSC e SSC.
(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

Sinais de luz sdo gerados enquanto as células passam através do feixe de laser na
camera de fluxo, os quais sdo convertidos em sinais eletronicos (tensdo) por fotodetectores.
Existem dois tipos de fotodetectores nos citdmetros de fluxo fabricados pela Becton
Dickinson (BD): fotodiodo e tubos fotomultiplicadores (PMTs). Os fotodiodos sdo menos
sensiveis para sinais de luz quando comparado com os PMTs sendo assim, utilizado para
detectar sinais fortes do FSC. Os PMTs sdo utilizados para detectar sinais fracos
geralmente pelo SSC e fluorescéncias (BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000;
BACAL & FAULHABER, 2003)
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Os detectores de dispersao lateral e os detectores de fluorescéncia compdem os
PMTs. Um fotomultiplicador consiste em um fotocatodo, dinodo ¢ um anodo. Quando
expostos a luz, o fotocatodo emite elétrons. Os fotoelétrons sdo acelerados, entre o
fotocatodo e o primeiro dinodo. Quando os elétrons colidem com o primeiro dinodo, este
transmite mais elétrons que serdo acelerados até o segundo dinodo, resultando na emissao
de mais elétrons, os quais serdo sucessivamente amplificados em numeros ao passarem por
uma série de dinodos, os quais alcancardo finalmente o anodo. O potencial do diodo ¢
maior no fim da corrente, ¢ o potencial aplicado em todo o PMT ¢ a voltagem do
fotomultiplicador. Quanto maior a voltagem maior sera a sensibilidade do PMT. A corrente
gerada no PMT serd convertida em pulsos de voltagem para o processamento do sinal

(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

O maior ponto do pulso de tensdo ocorre quando a célula ou particula estd no centro
do feixe do laser e a dispersdo da luz chega ao seu valor maximo ou a fluorescéncia ¢
atingida. Como as células ou particulas passam do laser, o pulso volta a cair. O tamanho do
pulso de voltagem ira depender do nimero de fétons detectados (BECTON, DICKINSON
AND COMPANY, 2000).

Correlacionando as medidas do FSC e SSC ¢ possivel diferenciar diferentes tipos
de células em uma populagdo de células heterogénea. Na Figura 9 sdo apresentadas
diferentes populacdes celulares (hemacias, mieloblastos, linfocitos e precursores) onde, o
eixo X do grafico representa o tamanho da célula (FSC) e o eixo Y representa a
granulosidade e complexidade da célula (SSC). Nesta figura, os circulos verde, roxo, azul e
vermelho representam as diferentes populagdes de células (BECTON, DICKINSON AND
COMPANY, 2000).
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Hemacias (Ave) Precursores

Figura 9. Diferentes populacdes celulares baseadas em caracteristicas do FSC e do SSC.
(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

A Figura 10 mostra a formagdo do pulso de voltagem. O circulo em preto
representa uma célula passando pela camera de fluxo, e esta ira passar através do laser e
quando ela esta localizada no centro do laser o pico do pulso de voltagem torna-se maximo

e quando a célula passa através do laser comeca a decair.



38

YVoltagem
Laser—=
S
YVoltagem Tempo
Laser%.
Yoltagem EEpe
@
Laser—
Tempo

Figura 10. Formacao do pulso de voltagem.
(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

Cada detector produz dois tipos de sinais: logaritmico e linear. O sinal logaritmico ¢
freqlientemente utilizado para separar sinais negativos de sinais fracamente positivos. Por
sua vez, o sinal linear ¢ usado para amplificar a dispersdo e os parametros da fluorescéncia

(BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2000).

Ao pulso de tensdo ¢ atribuido um valor digital pelo conversor Analogico/Digital
(ADC). O ADC converte um pulso em nimero digital, sendo este nimero transferido ao

computador.

Um limiar eletronico pode ser utilizado para limitar o numero de eventos que o
citometro de fluxo adquire. O limiar ¢ ajustado como um parametro. Quando o valor do
limiar ¢ definido apenas sinais com intensidade maior ou igual ao limiar de escolha podem
ser processados e emitidos para o computador (BECTON, DICKINSON AND
COMPANY, 2000).
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O sistema de aquisicao das imagens do CF compreende o computador e os cartdes
eletronicos para controle dos sinais processados e para a coleta e analise de dados. Os
resultados podem ser armazenados no disco rigido do computador do equipamento

(BACAL & FAULHABER, 2003).

A CF ¢ utilizada em laboratorios clinicos e de pesquisa, sendo empregada na
investigacao da célula como um todo, assim como seus constituintes celulares (organelas,
nicleo, DNA, RNA, cromossomo, hormdnios e conteudos protéicos) (BACAL &

FAULHABER, 2003).

A Tabela 8 apresenta uma analise comparativa entre as metodologias da citometria
de fluxo, imunocitoquimica e Western Blot, mostrando as vantagens e desvantagens de

importantes parametros.

Tabela 8. Analise comparativa entre a citometria de fluxo, imunocitoquimica e

Western Blot.
Parametros Citometria de Imunocitoquimica Western Blot
Fluxo
N° de celulas 10°-10° 10%-10° 10°-10°
Avaliadas
Tempo (1e Minutos Horas Dias
Realizacao
Precisdo Objetividade Subjetividade Objetividade
Analises de dados Multiparamétrica POSIHYO / POSIUYO /
Negativo Negativo
Reprodutibilidade Alta Baixa Baixa
.. . . Trabalhosa Trabalhosa
Técnica Semi-automatizada
(manual) (manual)
Método Padrao Alternativo / Padrao
complementar
Sensibilidade Alta Baixa Baixa
. Reac;,a ° Direto Direto Indireto
imunolégica

(CAVALCANTI JUNIOR et al., 2003).
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Diante das caracteristicas apresentadas, a CF tem se destacado como método de
detecgdo da expressao de antigenos celulares quando comparada com outras metodologias.
Isto se deve ao fato desta técnica ser semi-automatizada, possibilitando a analise de um
grande nimero de amostras em um tempo curto. A citometria de fluxo apresenta ainda
como vantagem a possibilidade de analisar de forma multiparamétrica, permitindo a
detecgdo de co-expressdo de varios antigenos simultaneamente, bem como, a quantificacao

antigénica (OLIVEIRA, 1993; ORMEROD, 1999).

Neste contexto, esta pesquisa teve como objetivo o estabelecimento de um
protocolo metodologico, utilizando a citometria de fluxo, para a andlise dos niveis de
expressao da proteina p53 em linfocitos do sangue periférico humanos em casos de

exposicao acidental a RI ou suspeita de irradiagcdo aguda.
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3. MATERIAL E METODOS

Objetivando a implementagdo de um protocolo para a quantificacdo dos niveis de
expressao da proteina p53 em linfocitos, estudos envolvendo sangue periférico de
individuos sadios irradiados in vitro foram realizados. Nesta etapa da pesquisa, as amostras
foram coletadas e submetidas a irradiagdo com doses conhecidas. Uma vez irradiadas, as
amostras foram processadas utilizando diferentes protocolos de incubagdo e periodos
distintos para a cultura celular. A partir dai, foi estabelecido um protocolo de cultivo
celular para a realizacdo de andlises objetivando quantificar os niveis de expressdo da

proteina p53 com base na técnica de citometria de fluxo.

3.1 Escolha de doadores

Cada doador forneceu informagdes de seu estado de saude, de acordo com seus
proprios conhecimentos, e assinou um termo de consentimento livre e esclarecido,
conforme apresentado nos anexos II e III. Na Tabela 9 estdo os dados obtidos através do

questionario apresentado aos individuos antes da realizagdo das coletas das amostras.
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Tabela 9. Dados obtidos através do questionario apresentado aos individuos.

Exposi¢do a agentes

Individuos Sexo Idade Fumante fisicos ou quimicos*
A F 26 Nao Nao
B M 43 Nao Nao
C M 26 Nao Nao
D M 26 Nao Nao

* Agentes que possam causar algum dano a molécula do DNA.

3.1.1 Critérios de inclusao e selecao de individuos doadores

% O individuo voluntario que assine termo de consentimento livre e esclarecido

para doagdo do sangue a ser posteriormente irradiado.

+* Individuos sadios, ou seja, isentos de algum tipo de patologia que possa alterar

o nivel de expressdo da proteina p53.

¢ Individuos que ndo tenham conhecimento de terem sido submetidos a nenhum

tipo de agente quimico, fisico ou bioldgico que possam danificar a molécula de

DNA.

3.1.2 Critérios de exclusao

*+ Recusa do individuo quanto a participagdo nesta pesquisa.

% Circunstancias materiais ou logisticas que tornem impossivel o desenrolar

normal da investigacdo. Esses casos serdo, contudo, relatados.

« Individuos que apresentem algum tipo de patologia que altere os niveis de

expressao da proteina p53.
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% Individuos que tenham o conhecimento de terem sido expostos a algum tipo de
agente quimico, bioldgico ou fisico que possam resultar em danos a molécula

de DNA.

3.2 Procedimento da coleta das amostras de sangue periférico

Foram estudadas 28 amostras de sangue periférico de individuos sadios de ambos
os sexos (1 feminino e 3 masculinos), das quais 23 foram irradiadas com doses
previamente conhecidas, enquanto 5 amostras ndo irradiadas foram empregadas como

amostras controles.

3.2.1 Escolha do anticoagulante

As amostras de sangue periférico destinadas ao cultivo celular devem ser coletadas
utilizando anticoagulante que podem ser a heparina ou o 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA). Constatado que o EDTA ndo proporciona um crescimento celular eficaz, a
heparina foi escolhida, pois além de proporcionar um bom crescimento celular, este

anticoagulante reduz o fendmeno de hemolise celular (IAEA, 1986).

As coletas das amostras de sangue periférico foram realizadas por meio de pungao
venosa, com seringa estéril previamente heparinizada (5.000 U/mL), logo ap6s a assepsia
do local com dalcool a 70%, com as devidas precaucdes que envolvem tal procedimento.
Todas as coletas foram realizadas na Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de

Pernambuco (HEMOPE).

De cada doador, foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico em seringas. As
amostras foram identificadas e acondicionadas em recipiente térmico, para manutengdo da
temperatura durante o transporte, e em seguida foram encaminhadas ao Centro de Radioterapia

de Pernambuco (CERAPE), onde foram irradiadas.
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3.3 Hemograma

Para avaliar o nimero de linfécitos das amostras, foram realizados hemogramas
antes e depois da irradiagdo. Para tanto, uma aliquota da amostra foi encaminhada para o
Laboratério de Citologia da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco
(HEMOPE). As amostras foram analisadas com do equipamento de hematologia (coulter)

cerca de 2 horas ap6s a irradiagdo.

3.4 Controle negativo das amostras

Para cada amostra analisada foi realizado um controle negativo. Para tanto, uma
aliquota do sangue periférico foi encaminhada diretamente para a Unidade de Laboratorios
Especializados (UNILABE) do HEMOPE, onde foram realizadas todas as etapas de andlise

necessarias para a avaliagdo da expressao da proteina p53.

As aliquotas de sangue periférico para o controle negativo ndo foram expostas a
nenhum tipo de agente agressor a molécula de DNA, possibilitando, com isso, avaliar a

expressao da proteina p53 antes da amostra ser submetida a RI.

3.5 Especificacoes das condicoes de irradiacao

A irradiagdao das amostras foi realizada utilizando a radiagcdo do tipo gama, a partir
de uma bomba de Cobalto 60 (“°Co) (THERATRON 780 — Atomic Energy of Canada

Limited) com uma taxa de exposi¢io de 18,47 cGy.min™.

Previamente, foi realizada a dosimetria do equipamento, para a qual foi usada uma
camera de ionizagdo (modelo - PTW 983/N23333) acoplada ao eletrometro 614 Keithley
nimero 428642/64.
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3.6 Arranjo experimental

Seringas contendo 10 mL de sangue foram colocadas dentro de um bloco de
Mix DY (p = 0,99 g/cm’) construido especialmente para esses experimentos, conforme

ilustrado na Figura 11.

11

«———— Aparelho de
Radioterapia

Mix D
(p = 0,99 g/cm’)

Material na
Seringa

Figura 11. Irradiacido das amostras.
(Centro de Radioterapia de Pernambuco)

O campo para a irradiagdo das amostras foi de 15 cm x 15 cm. A fonte irradiadora
foi posicionada no centro do campo, ou seja, no eixo passando pelo centro da seringa, a
uma distancia de 80 cm do bloco, de sorte a garantir, em conjunto com as dimensodes do

bloco, a homogeneidade da irradiacdo da amostra.

¥ Mix D - Material equivalente ao tecido humano. Composi¢do quimica: Hidrogénio (13,4%), Carbono
(77,8%), Titanio (1,4%), Oxigénio (3,5%), Magnésio (3%). Forma fisica: s6lido, quebradigo, esbranquigado.
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Para a defini¢do do protocolo a ser empregado, doses de 5, 10, 100 e 150 cGy
foram administradas nas amostras obtidas do individuo A. Uma vez estabelecido o
protocolo a ser utilizado nesta pesquisa, doses de 50, 200, 400 e 500 cGy foram
administradas nas amostras obtidas dos individuos A, B, C ¢ D, no sentido de avaliar os

niveis de expressdo da proteina p53.

Apos a irradiagdo, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Citogenética
do HEMOPE, onde todas as etapas necessarias para a realizacdo das analises por citometria

de fluxo foram implementadas.

3.7 Meio de cultura

Para o cultivo de linfocitos, os meios de cultura que podem ser utilizados sdo:
Minimal Essential Médium (MEM), o Mc coy’s AS, o Ham’s e o Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640).

O meio de cultura escolhido para esta pesquisa foi o RPMI-1640. Este meio de
cultura ¢ destinado ao cultivo de células humanas e outros animais sendo sua utilizagao
recomendada por ser capaz de proporcionar uma sincronizacao da divisao celular. Este
meio ¢ composto por uma mistura de sais enriquecida com aminoécidos e vitaminas,

componentes essenciais para o crescimento celular (CULTILAB).

3.8 Meio nutritivo

Como aditivo nutricional durante o cultivo celular, optou-se pela utilizagao do soro

fetal bovino (CULTILAB), composto por proteinas totais, albumina, globulinas, glicose,

uréia, creatinina, hemoglobina em suas devidas concentragdes.
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3.9 Mitégeno

O mitogeno de escolha foi a fitohemaglutinina. Este reagente ¢ retirado de uma
variedade de Phascolus Vulgares (feijao), podendo ser utilizado na estimulagdo do
crescimento de linfocitos T in vitro tanto em primatas, como em espécies de células

(CULTILAB).

3.10 Cultivo celular

A Tabela 10 mostra uma comparacao entre duas metodologias de cultivos celulares
jé bastante estabelecidas: a metodologia da citogenética classica que utiliza para o cultivo o
sangue periférico total e cultivo celular que utiliza as células mononucleares do sangue
periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMC) (BEIGUEMAN, 1982;
CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, 1996). Observando essa tabela, ¢ possivel
verificar que ambas as metodologias utilizam os mesmos tipos de insumos € possuem um
periodo de manuseio das amostras dentro de uma mesma faixa de tempo (minutos). Diante

disto, a metodologia para o cultivo celular foi baseada no custo operacional.

Tabela 10. Comparacio entre as metodologias de incubacio de cultura.

Parametros Metodolégicos Citogenética classica Cultura de PBMC
Volume de amostra coletada mL mL
Amostra incubada Sangue periférico total Células mononucleares
Volume de meio RPMI mL pnL
Percentual de soro fetal bovino 20% 10%
Volume de fitohemaglutinina ~100 mL ~6 mL
Tempo de manuseio das amostras min. min.

Concentragdo celular Nao ajustavel Ajustavel
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A metodologia de cultivo celular para PBMC utiliza menos insumos quando
comparado com a da citogenética classica, sendo com isso a metodologia de menor custo.
Além disso, esta técnica permite realizar cultivos celulares com concentragdes de células ja

ajustadas, ou seja, com o nimero de células conhecido.

De um modo geral, nas aplicagdes da técnica de citometria de fluxo (CF), para que
a reacdo antigeno-anticorpo ocorra adequadamente ¢ necessario o ajuste prévio da
concentracdo celular da amostra a ser analisada. A concentracao celular escolhida ira
depender do anticorpo utilizado. Para este estudo, a concentracdo de células ideal ¢ de
1 x 10° células/mL, conforme descrito pelo fabricante do anticorpo (BD Biosciences
Pharmingen™ Tchnical Data Sheet, USA). Diante disto, a metodologia de cultivo celular

escolhida foi a que utiliza as células mononucleares.

3.11 Obtenc¢ao da camada de células mononucleares

Para a obtencdao dos linfocitos, foi necessario obter a camada de células
mononucleares. Para isto, as amostras de sangue periférico foram adicionados a um
gradiente de densidade na propor¢ao de 1:2 (Ficoll-Hypaque, SIGMA-1077). As amostras
foram centrifugadas para a obtencdo da camada de células mononucleares a 400 x g

durante 20 minutos.

A Figura 12 ilustra o procedimento de obtencdo e retirada da camada de células
mononucleares. O sangue periférico foi adicionado sob um gradiente de densidade ¢ em
seguida as amostras foram centrifugadas para a obtencdo da camada de células

mononucleares.
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Figura 12. Obtenciio da camada de células mononucleares.

ApoOs a obtencdo da camada, as células passaram por uma lavagem, objetivando a
remocdo de residuos. Para este procedimento, foi adicionada a solu¢do salina tamponada
com fosfatos (PBS, pH 7,4) nas células na proporcdo de 1:2. As amostras foram
centrifugadas a 300 x g durante 10 min. Apés a centrifugagdo, descartou-se o sobrenadante

obtendo-se o precipitado celular, conforme mostra a Figura 13.



50

——

Figura 13. Obtencao do precipitado celular.

Ressuspendeu-se cada “botdo” (precipitado) celular em 1 mL do meio de cultura
RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas, Brasil). Apos a ressuspensdo celular, procurou-se estabelecer o ajuste
da concentragio celular (1 x 10° cels/mL), recomendado pelo fabricante do anticorpo anti-

p53 para a andlise dos niveis de expressdo da proteina p53 para avaliagdo por CF.

3.11.1. Concentracao celular

Para o ajuste da concentracao de linfocitos, foram retirados aproximadamente
10 pL da re-suspensao celular e adicionados a uma solugdo de lise para hemécias”, na
proporcao de 1:20 (fator de dilui¢do). Desta mistura, foram retirados, aproximadamente,
10 pL, que foram introduzidos na camera de neubauer para a contagem do niimero de
linfocitos, sendo em seguida analisado ao microscopio Optico para a contagem dos

linfocitos.

" Solugio de lise para hemécias: 250 mL de cloreto de aménia para 25 mL de bicarbonato de aménio.
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Nesta etapa, considera-se o nimero de linfocitos dos quatros quadrantes da camera.

O ajuste da concentragdo ¢ calculado com o auxilio da Equagdo 6, a seguir:

NC x FD (6)
AxEC

Onde: NC representa o niimero de linfocitos contados na camera; FD representa o
fator de diluicdo utilizado (1:20); A corresponde a area dos quatros quadrantes da camera

(4 x 1 mm®) =4 mm*; EC representa a espessura da cAmera de neubauer (0,01 mm).

3.12 Incubacio de cultura

Para incubagao das culturas celulares, foram utilizadas placas de cultura com 12, 24
e 48 pocos, escolhidas em fun¢do do nlimero de pogos necessarios para a incubagdo. Apos
o ajuste da concentragdo celular, as amostras foram colocadas nos pocos da placa de
cultura. Cada pogo recebeu a quantidade suficiente da amostra correspondendo a
concentragdo final de 1 x 10° células/mL. Na cultura celular foram adicionados 6 pL do
mitoégeno fitohemaglutinina (Cultilab, Campinas, SP) a fim de se obter os linfocitos na fase
G1 do ciclo celular (fase onde a proteina p53 se expressa), em estufa a 37 °C em 5% de

CO, onde permaneceu por periodos distintos.

Nesta etapa foi avaliado o intervalo de tempo adequado para o periodo de

incubagdo, que proporcionaria melhor expressao da proteina p53.

Ap0s a realizagdo da cultura, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de

Imunofenotipagem do HEMOPE e submetidas a analise por citometria de fluxo.
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3.13 Citometria de fluxo

A aplicagdo da técnica da citometria de fluxo para a avaliacdo da proteina p53 foi
baseada na metodologia para andlise de antigeno intranuclear, descrito por Geraldo
Cavalcanti Junior e colaboradores em 2003 e 2004. Essa metodologia se divide em trés
etapas: permeabilizagdo celular; marca¢dao das células e analise propriamente dita com o

citometro de fluxo.

3.13.1 Permeabilizacio celular

Para este procedimento, as células mononucleares foram ressupendidas em 2 mL da
solucdo de lise celular (Becton Dickinson’s FACS lysing solution, San-Jose, CA, USA)
previamente diluida a 10% em agua destilada. As amostras permaneceram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente, seguindo de uma centrifugacdo a 500 x g durante 2

minutos.

Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas
vezes utilizando-se 2 mL de PBS-Tween-20. Repetiu-se o procedimento de centrifugagao,
e, outra vez, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendias em

200 uL da solucao PBS-Tween-20.

3.13.2 Marcacao Celular

Nas amostras foram adicionados 10 plL do anticorpo monoclonal anti-p53
conjugado a phycoerythrin (PE) cujo clone é: G59-12 (BD Biosciences Pharmingen™
Tchnical Data Sheet, USA). Em seguida, procedeu-se com a incubac¢do das amostras por

20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
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Como controle de marcacdo inespecifica, foi utilizado para cada amostra um tubo
controle de marcagdo inespecifica, empregando-se para tal, imunoglobulina inespecifica

conjugada a PE.

Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados 2 mL de PBS-Tween-20 nas
amostras, as quais foram em seguida centrifugadas a 500 x g durante 2 min. Apds o
descarte do sobrenadante, foi adicionado 1 mL de paraformaldeido a 1% aos sedimentos

finais, no intuito de garantir a preservagao celular at¢ o momento da analise.

3.13.3 Leitura e analises

As leituras e andlises foram realizadas em um citdmetro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickinson, San-Jose, Ca, USA). A Figura 14 a seguir mostra a foto do citdometro
de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San-Jose, Ca, USA) utilizado nesta pesquisa

acoplado a um computador.

Figura 14. Citometro de fluxo.
(Laboratdrio de Imunofenotipagem-HEMOPE)
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O software utilizado para o tratamento dos dados foi o Cell Quest, versdo 3.1 (Cell
Quest™ Software, Becton Dickinson immunocytometry systems, San Jose, CA, USA). As
analises foram realizadas com aquisicao de 10 000 eventos, utilizando-se uma regido de
andlise (“‘gate”) a partir dos pardmetros FSC e SSC em escala linear e FL2, em escala
logaritmica, que detecta a fluorescéncia vermelha, ou seja, a reagdo antigeno/anticorpo

conjugado ao PE.

A Figura 15 apresenta um exemplo no qual pode-se observar a regido (gate)
correspondente aos linfocitos. O eixo SSC fornece a complexidade celular, enquanto que o
eixo FSC o tamanho da célula. Através destes parametros a populagdo de linfécitos ¢

delimitada (regido vermelha no grafico).
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Figura 15. Obtencao da populacgio de linfocitos (gate).
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A Figura 16 ilustra grafico que permite a localizagdo de células de interesse,
também denominado de Dot-Plot. Nesses tipos de graficos, nota-se quatro regides:
a) UL (Up Left) localizada na parte superior do lado esquerdo; b) UR (Up Right) localizada
na regido superior do lado direito; ¢) LL (Low Left), posicionada na parte inferior do lado

esquerdo; d) LR (Low Right) localizada na regido inferior do lado direito.

<+
o
=
w o UR
'lm
Se
- M
O o
= LR
o T TN T TR T T

100 101 102 103 104

FL1-Height

Figura 16. Grafico das regides que permitem localizacio das células de interesse.

A regido LL conterd a populagdo de células negativas, enquanto nas regides LR, UL
poder-se-4 encontrar as células que foram marcadas com anticorpos especificos,
conjugados a diferentes fluorocromos. Nos casos em que as amostras analisadas
contenham uma populagdo de célula duplamente marcada para anticorpos conjugados a

diferentes fluorocromos, estas estarao localizadas na regiao UR.

Com base nesta metodologia, as células positivamente marcadas para a p53
(cujo fluorocromo utilizado foi PE) serdo encontradas expressas no quadrante UL, devido
ao fluorocromo utilizado, quantificadas percentualmente. Os quadrantes LR e UR nao

serdo analisados, ja que nestes estariam células marcadas com outro tipo de fluorocromo.

A Figura 17 mostra de forma esquematica todas as etapas metodologicas para a
avaliacdo dos niveis de expressao da proteina p53 em linfocitos do sangue periférico apos a

exposicao a RI.
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Figura 17. Etapas metodolégicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos preliminares

Inicialmente, amostras de sangue foram irradiadas in vitro com doses de 5, 10 e
50 mGy. Para essas doses, ndo foram observadas variagdes nos niveis de expressdo da
proteina p53. A partir desses resultados, optou-se por avaliar amostras irradiadas com
doses acima do limite maximo anual recomendando para individuos ocupacionalmente
expostos a radiagdo ionizante, ou seja, 50 mSv, de acordo com a norma da CNEN 3.01
(CNEN, 1988). Nesses estudos, a avaliagdo dos niveis de expressdo da p53 também foi
realizada em amostras nao irradiadas (amostra controle) com o intuito de verificar os niveis

de expressao basal da p53 nas amostras dos individuos estudados.

4.2 Concentragoes de linfocitos das amostras estudadas

Um dos critérios utilizados para a definicdo do individuo sadio foi o resultado do
leucograma dentro da faixa considerada como normal. O leucograma foi realizado em
todas as amostras. Nas amostras irradiadas, a analise das concentragdes dos linfocitos foi
realizada cerca de 2 horas ap6s a exposi¢do a radiacdo, seguidas dos protocolos
metodoldgicos para a avaliagdo dos niveis de expressdao da proteina p53 nos linfécitos

através da metodologia da citometria de fluxo.

A Tabela 11 apresenta a concentragdo de linfocitos nas amostras de sangue
periférico que foram avaliadas. Os resultados das concentragdes de linfocitos estdo
distribuidos de acordo com a dose que foi administrada em cada amostra.

Tabela 11. Concentragio de linfocitos das amostras de sangue periférico.
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Dose Concentracio de linfocitos/mm’ de sangue periférico
(cGy) A B C D
Controle 2.400 1.600 1.500 1.300

50 2.000 2.000 1.600 1.400
200 1.900 1.600 1.700 1.800
400 2.000 1.500 1.700 1.600
500 2.100 1.500 1.600 1.400

Na tabela acima ¢ possivel verificar que todas as amostras analisadas de sangue
periférico neste trabalho apresentaram uma concentracdo de linfocitos dentro do limite
considerado normal pela IAEA (2001) (1300 a 4800/mm’), independentemente do sexo,
idade e dose administrada. Nas informagdes fornecidas através do questionério preenchido
pelos voluntarios, todos os individuos relataram nao ter tido conhecimento de terem sido

expostos a agentes quimicos ou fisicos que pudessem alterar a concentragdo de linfocitos.

Segundo Bushong (1997), a diminui¢do dos niveis de linfocitos (linfopenia) ocorre
a partir da dose de 200 cGy. Neste estudo, os niveis de concentragdo de linfocitos em todas
as amostras de sangue analisadas permaneceram dentro dos valores padrdes

independentemente da dose de radiacdo administrada.

4.3 Niveis de expressio da proteina pS3 em linfécitos nio cultivados

A Tabela 12, a seguir, apresenta os valores obtidos para os niveis de expressdo da
proteina p53, avaliados por citometria de fluxo, em linfocitos de amostras do individuo A
que nao foram submetidas ao processo de cultivo celular. Nesta tabela os niveis de

expressao sdo mostrados em fun¢do das diferentes doses absorvidas.
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Tabela 12. Niveis de expressao da proteina pS3 em linfocitos nao incubados.

Doses (cGy) Niveis de Expressao (%)
Controle 0,04
50 0,00
100 0,07
150 0,02
200 0,01

Observando a tabela acima, ¢ possivel verificar que os niveis de expressdo da
proteina p53 nas células estudadas variaram de 0 a 0,07%, independentemente dos niveis

de dose de radiagao.

Conforme citado anteriormente, os linfocitos se encontram, em sua maioria, na fase
de laténcia do ciclo celular (G0). No entanto, a proteina p53 atua no ciclo celular no ponto
de checagem G1/S, expressando-se, portanto, no inicio da fase Gl do ciclo celular
(CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002). Assim, se faz necessario administrar estimulos
externos (mitogenos) nos linfocitos para que eles iniciassem a sua divisao celular,
entrassem na fase G1, na qual ocorre a expressdo da proteina p53, e com isso fossem
capazes de expressar a proteina p53, em situacdes onde, possivelmente, o DNA da célula

foi danificado pela radiagdo ionizante.

Diante disto, decidiu-se empregar o cultivo de linfocitos como uma etapa adicional
ao protocolo da citometria de fluxo, no intuito de estimular sua divisao celular. Com isso,
buscou-se obter linfocitos no inicio da fase G1 do ciclo celular e, verificou sua influéncia

na deteccao dos niveis de expressao protéica quando da avaliacao pela citometria de fluxo.
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4.4 Escolha do periodo do cultivo celular

Com o protocolo para cultivo celular, foram avaliados diferentes periodos de
incubacdo de cultura celular no sentido de obter aquele que proporcionasse melhores
resultados. Para tanto, esta investigagdo baseou-se na pesquisa de Morice e colaboradores
(1993), a qual destaca que, apds a estimulacdo com a fitohemaglutinina, os linfocitos
entram na fase G1 do ciclo celular entre 2 a 4 horas. Como a proteina p53 ¢ expressa no
inicio da fase GI, esperava-se encontrar um maior numero de linfocitos positivamente
marcados para esta proteina apos um tempo de incubagdo que conduzisse a um nimero
mais elevado de linfocitos no inicio da fase G1 do ciclo celular. A Tabela 13 apresenta os
percentuais de células expressas em cada fase do ciclo celular apds a estimulacdo dos

linfocitos pela fitohemaglutinina.

Tabela 13. Progressao dos linfocitos apos a estimulacio com a fitohemaglutinina.
Periodo de Percentual de Células

estimulacdo com a

fitohemaglutinina G0/G1 S G2/M
(h)
0 97,7+0,7 2,3 0,6 0,0£0,0
2 95,8 £2,0 2,8+3,0 1,4+£0,0
4 94,1+ 1,8 3,9+ 0,00 2,0+0,0
6 93,5+29 42+0,2 23+19
8 91,3+ 1,6 59+04 2,8 +£3.,8
12 87,6 £ 1,1 9,1 £1,4 33+1,9
16 79,8 £ 1,5 15,5+0,5 4,7+£0,9
24 70,6 £0,2 19,8 £ 1,0 9,6+1,4
36 652 +2,1 229+3,1 11,9+0,9
48 639+1,5 26,1 £1,0 10,0 £ 2,6
72 60,9 £ 3,8 28,5142 10,6 £3.3

(KUO et al., 2000).
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Como a proteina p53 ¢ expressa no inicio da fase G1, os niveis de expressao da p53
em linfécitos do sangue periférico ndo foram analisados nos periodos de incubagdo de
cultura ap6s 6 horas, uma vez que o percentual de linfocitos diminui. Com o aumento do
periodo de incubacdo, o percentual de linfocitos encontrados na fase entre a fase G2 e a
mitose propriamente dita (G2/M) também aumenta e, com isso, menos linfocitos serdo

encontrados na fase G1 do ciclo celular. Este fato foi constatado na Tabela 13.

Primeiramente, procurou-se garantir que a maior parte dos linfocitos estaria no
inicio da fase G1 do ciclo celular, onde possivelmente haveria um maior numero de célula
positivamente expressa para a p53 (KUO et al, 2000). Tendo em vista que a
fitohemaglutinina leva entre 2 e 4 horas para a estimular os linfocitos, optou-se pela analise
de culturas incubadas nos intervalos de tempo de 3 horas e 5 horas. A Tabela 14 apresenta
os niveis de expressdo da proteina p53 analisados pela citometria de fluxo nas amostras do
individuo A irradiadas com doses de 5, 10 e 50 cGy apds 3 horas e 5 horas incubacao

celular.

Tabela 14. Niveis de expressao da proteina p53 apds diferentes periodos de incubagio.

Niveis de Expressao (%)

Dose (cGy)
3 horas 5 horas
5 0,19 0,80
10 0,25 0,59
50 0,19 0,27

Na tabela anterior ¢ possivel verificar que pela analise da citometria de fluxo os
niveis de expressao da proteina p53 em linfécitos do sangue periférico foram maiores para
o periodo de incubagdo de 5 horas. Isto se deve ao fato de que, provavelmente, neste
periodo a maioria dos linfocitos ja se encontram no inicio da fase G1 do ciclo celular, apos

a estimulagdo com a fitohemaglutinina, e com isso h4 mais expressao da proteina.
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Apbs a escolha do protocolo metodologico as amostras foram submetidas a

irradiacdo para a avaliagdo dos niveis de expressao da p53.

4.5 Niveis de expressao da proteina p53 das amostras controle

A Tabela 15 apresenta os niveis de expressao desta proteina nas amostras de sangue

periférico ndo irradiadas (amostra controle). As amostras dos individuos A, B, C e D foram

cultivadas em meio de cultura onde permaneceram na estufa por um periodo de 5 horas.

Tabela 15. Niveis de expressao da proteina p53 das amostras controle.

Amostra dos Individuos Niveis de expressao (%)
A 0,05
B 0,23
C 0,74
D 0,16

Observando a tabela acima, ¢ possivel verificar que os niveis de expressdo da
proteina p53 para as amostras de sangue periférico ndo irradiadas variaram de 0,05 a 0,74%

no periodo de incubagao de 5 horas.

De acordo com Réssner e colaboradores (2004) os niveis de expressdo da proteina
p53 em individuos fumantes sdo maiores quando comparados com aos individuos ndo
fumantes. Fei e colaboradores (2003) afirmam que ao ocorrer um dano na molécula de
DNA por agentes fisico-quimicos a cé¢lula ird ativar seu mecanismo de reparo, podendo

ocasionar um aumento nos niveis de expressao da proteina p53.
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Cavalcanti Junior e colaboradores (2004) analisaram os niveis de expressdo da p53
em linfocitos de doadores de sangue e observaram variagdes entre 0 ¢ 4% de células
positivamente marcadas para a p53. No entanto, neste trabalho nao foi informado se os
doadores haviam sido expostos a algum tipo de agente agressor ao DNA que pudesse vir a
interferir com os niveis de expressdo dessa proteina. Logo, os valores de expressdo da
proteina p53 que serviram como referéncia basal para este trabalho foram os obtidos na
atual pesquisa, ja que individuos os estudados afirmaram nao terem conhecimento de terem

sido expostos a agentes fisico-quimicos mutagénicos.

4.6 Irradiacao das amostras com doses de: 50, 200, 400 e 500 cGy

A Tabela 16 apresenta os niveis de expressdo da proteina p53 nas amostras dos
individuos A, B, C ¢ D que foram submetidas a uma dose de 50 cGy e que permaneceram

em cultura por um periodo de incubagado de 5 h.

Tabela 16. Niveis de expressio da proteina p53 apds irradiacio com 50 cGy.

Amostra dos Individuos Niveis de Expressao (%)
A 0,27
B 1,05
C 8,23
D 1,97

Observa-se na tabela acima, que os niveis de expressao da proteina p53 variaram de
0,27 a 8,23% nas amostras dos individuos. Foi possivel verificar um aumento dos niveis de
expressdo nas amostras dos todos os individuos para a dose de 50 cGy quando comparados

com 0s niveis encontrados nas amostras controles.
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A Tabela 17 apresenta os niveis de expressdo da proteina p53 em amostras do
sangue periférico dos individuos A, B, C e D que foram submetidas as doses de 200, 400 e

500 cGy, onde permaneceram em cultura celular por 5 h.

Tabela 17. Niveis de expressiao da proteina p53 apds irradiacio com 200 cGy.

Amostra dos Individuos Niveis de Expressao (%)
A 1,19
B 2,45
C 18,22
D 4,82

Os niveis de expressdo variaram de 1,19 a 18,22% nas amostras dos individuos. Foi
possivel verificar valores de expressdo superiores aos valores obtidos com amostras

irradiadas com 50 cGy.

A Tabela 18 apresenta os niveis de expressdo da proteina pS3 nas amostras dos

individuos A, B, C, D quando irradiadas com dose de 400 cGy, e apds 5 h de incubagao.

Tabela 18. Niveis de expressiao da proteina p53 apds irradiacio com 400 cGy.

Amostra dos Individuos Niveis de Expressao (%)
A 3,05
B 2,69
C 26,17
D 5,36

Observando a tabela acima ¢ possivel verificar que os niveis de expressdo da

proteina p53 variaram de 2,69 a 26,17% para dose de 400 cGy. Neste caso, também foi
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possivel verificar um aumento dos niveis de expressao da proteina quando comparado aos

resultados para doses de 50 ¢ 200 cGy.

Na Tabela 19 ¢ possivel observar os niveis de expressdo da proteina p53 nas

amostras dos individuos A, B, C e D, que foram irradiadas com dose de 500 cGy,

submetidas a cultura celular por um periodo de 5 h.

Tabela 19. Niveis de expressao da proteina p53 apés irradiacao com 500 cGy.

Amostra dos Individuos

Niveis de Expressao (%)

A

B
C
D

2,26
4,95
29,06
5,98

Na tabela acima ¢ possivel verificar que os niveis de expressao da proteina p53

variaram de 2,26 a 29,06%. Ocorreu um aumento dos niveis de p53 em relacdo aos

experimentos com doses inferiores, exceto para na amostra do individuo A.

A Tabela 20 apresenta um resumo dos niveis de expressdo da proteina p53

encontrados nas amostras irradiadas e nas nao irradiadas dos individuos A, B, C ¢ D.

Tabela 20. Niveis de expressao da proteina p53 nas amostras analisadas.

Amostra dos

Niveis de Expressao (%)

Individuos Controle 50 cGy 200 cGy 400 cGy 500 cGy
A 0,05 0,27 1,19 3,05 2,26
B 0,23 1,05 2,45 2,69 4,95
C 0,74 8,23 18,22 26,17 29,06
D 0,16 1,97 4,82 5,36 5,98
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E possivel observar, na tabela anterior, que os niveis de expressdo da proteina p53,
nas amostras dos individuos B, C ¢ D aumentaram com a dose administrada. Segundo
Levine (1997), o aumento nos niveis de expressdo da p53 ¢ proporcional a extensao dos
danos do DNA, logo, quanto maior for a dose administrada na célula, maior serd o dano
celular. Na amostra do individuo A para a dose de 500 cGy foi possivel verificar uma
diminui¢do dos niveis de expressdo da proteina. Este fato pode estar relacionado com a
quantidade de energia que foi depositada nas células, ou seja, com o nivel do dano celular
causado pela RI, o que pode ter ocasionado uma falha no processo de reparo e

conseqiientemente na expressao da p53.

A Figura 18 apresenta os Dot-plots obtidos nas analises das amostras do individuo
C. Estes estdo divididos conforme a dose administrada em: I (amostra controle);
II (50 cGy); III (200 cGy); IV (400 cGy); V (500 cGy). E possivel observar pelos
quadrantes superiores do lado esquerdo o aumento da quantidade de células positivamente

marcadas para a p53 mediante o aumento da dose.
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Figura 18. Dot-plots do individuo C.

Observou-se que os niveis de expressao nas amostras do individuo C apresentaram
valores superiores aos demais apos a exposicdo a RI. Possivelmente, este resultado esta
relacionado as diferengas entre radiosensibilidades individuais. Este fato sugere estudos
mais detalhados com o objetivo de correlacionar o nivel de expressdo de proteina p53 com

a radiosensibilidade individual.
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4.7 Avaliacao da metodologia aplicada na pesquisa

Segundo Bushong (1997), um individuo irradiado pode manifestar os sinais e
sintomas da Sindrome da Radia¢do Aguda (SAR), a depender da dose absorvida. Para os
valores de doses utilizados nesta pesquisa (50, 200, 400 e 500 cGy), em caso de exposi¢ao
aguda, sintomas definidos pela SAR podem ser observados. Nestas situagdes, a dosimetria
citogenética, através da andlise das freqiiéncias das aberragcdes cromossOmica (estaveis e
instaveis) e na andlise de micronucleo, vem sendo proposta como um método alternativo
ou complementar a dosimetria fisica em caso de suspeita a exposicdo a RI

(AMARAL, 2002).

No entanto, a dosimetria citogenética possui limitacdes quanto ao tempo de
incubac¢ado de cultura e andlises, acarretando um tempo total de andlise relativamente longo
a depender do nivel de exposi¢do e, conseqiientemente, das medidas a serem tomadas,
necessitando de um tempo médio para a cultura e analise das aberragcdes cromossdmicas de
88 horas e para a cultura e andlise de micronticleo 76 horas, para cada individuo estudado

(FERNANDES, 2005).

Diante disto, o presente trabalhou avaliou os niveis de expressao da proteina p53
em linfocitos o sangue periférico apos irradiagdo, in vitro, utilizando a metodologia da

citometria de fluxo como uma possivel ferramenta para a biodosimetria.

O protocolo para a quantificagdo dos niveis de expressao da proteina p53 foi
estabelecido para amostras irradiadas com radiagdo gama, in vitro. De acordo com a
Agéncia Internacional de Energia Atomica, os efeitos biologicos de linfocitos irradiados in

vitro e in vivo sdo semelhantes (IAEA, 2001).

A citometria de fluxo (CF) se mostrou adequada para a avaliagdo dos niveis de
expressdo da proteina p53 apesar do Western Blot (WB) ser classicamente referido como
padrdo ouro na pesquisa da p53. Segundo Cavalcanti Junior et al. (2004), o WB ¢ a
imunocitoquimica sao métodos qualitativos, de baixa sensibilidade e suas aplicabilidades

na rotina laboratorial devem ser discutidas em fun¢do do longo tempo para obtencdo dos
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resultados. Nesta pesquisa, a CF se mostrou uma técnica sensivel, de facil execugdo e

rapida, podendo uma amostra ser analisada em 6 horas.

Por outro lado, aplicacdo deste protocolo em casos de contamina¢do interna por
fontes que emitam outros tipos de radiagdo (por exemplo, beta ou alfa), dependerd do
conhecimento de diversos parametros, tais como: via de contaminagdo, do tipo de emissao
radioativa, e da biocinética do complexo quimico ao qual estd associado o radioisétopo

investigado.

Com os resultados obtidos nesta pesquisa, foi possivel verificar que a avaliagdo dos
niveis da p53 pela citometria de fluxo pode ser utilizada como sendo uma metodologia de
tiragem em casos de suspeita de exposicdo a fotons, onde em poucas horas (6 h) sera
possivel dizer se um individuo foi exposto ou ndo a RI. Esta avaliacdo podera ter uma
grande aplicabilidade na radioprotecdo, monitoramento individual e em casos de suspeitas
de acidentes onde o alerta para a equipe médica quanto ao planejamento do tratamento de
vitimas de acidentes nucleares, em geral membros do publico, ¢ de extrema importancia,

antes mesmo da manifestagdo dos primeiros sintomas da SAR.

No entanto, apds a aplicagdo desta metodologia, a dosimetria citogenética devera
ser realizada nas amostras que apresentaram niveis de expressao da p53 aumentado. Isto se

faz necessario, quando se deseja estimar a dose que o individuo foi exposto.
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5 CONCLUSAO

v" A metodologia padronizada nesta pesquisa para avaliagdo dos niveis de expressdo
da proteina p53 em linfocitos irradiados do sangue periférico, por citometria de
fluxo, mostrou-se ser de facil execugdo e especifica, com base na natureza do
anticorpo empregado, permitindo assim o processamento e analise das amostras em

curto intervalo de tempo.

v As analises realizadas a partir de amostras irradiadas apresentaram um aumento dos
niveis de expressao da proteina p53 com o aumento da dose absorvida no sangue
periférico, sugerindo o emprego da quantificagdo de linfocitos positivamente

marcados para proteina p53 como biomarcador de exposi¢ao a radiagao ionizante.

v" Em casos de suspeita de radiagdo aguda, o protocolo estabelecido neste trabalho
podera ser empregado como teste preliminar para caracterizacdo da possivel

exposi¢ao individual.
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ANEXO I
ESTRUTURA DA PROTEINA p53

A proteina p53 ¢ um fator de transcricdo com 393 aminoécidos e pode ser dividida
em diversos dominios funcionais destacando: o dominio amino-terminal, o dominio de
ligacdo especifica ao DNA denominada de parte central; ¢ o dominio de regulagem

localizado na regido carboxi-terminal.

» O dominio amino-terminal possui uma atividade de transativagdo. Este
dominio interage com a enzima RNA polimerase, aumentando a atividade
de transcricdo da proteina p53. Neste dominio também se encontra uma
regido rica em prolina com elevada similaridade as proteinas que se ligam
a SH3, que sdo necessarias para apoptose € que interagem com outras

proteinas celulares.

» Na parte central ¢ onde ocorre a unido da proteina p53 com o DNA. Esta
regido central ¢ resistente a acdo de enzimas proteoliticas e outras
interagdes. Neste dominio se localizam quatro regides altamente
conservadas entre diferentes espécies e serve de reconhecimento e de
unido a0 DNA. Os aminoécidos 248 e 276 sdo os que se unem diretamente
ao DNA e sdo os que sofrem maior nimero de mutacdo em amostras

tumorais.

» O dominio carboxi-terminal possui trés diferentes fungdes: o dominio € o
responsavel em dar o sinal de localizagdo nuclear da proteina, ¢ nesta
regido onde ocorre a tetramerizagao, onde 4 proteinas p53 se ligam para a
oligomerizacdo da molécula, ou seja, a forma ativa da proteina e uma
fonte de fosforilagdo para as Cdk. Este dominio intervém na promocao da

apoptose e na regulagdo da transcricdo, embora de forma ndo tdo
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importante como o dominio amino-terminal, assim como atua no

reconhecimento do dano da dupla cadeia de DNA.

Aproximadamente 90% das mutagdes se localizam na regido onde ocorre a unido da
proteina p53 com o DNA e onde existem “pontos quentes” de mutagdes, que podem causar
tanto a perda da fungdo supressora de tumor da p53, como o ganho da fun¢do oncogénica

(LANE, 1992). Na Figura 19 pode-se observar a ligacdo entre a proteina p53 ¢ o DNA.

Figura 19. Proteina p53 ligada a uma molécula de DNA.
(http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind/cioc/survival/survival.htm)


http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind/cioc/survival/survival.htm

80

ANEXO II
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “UTILIZACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO PARA
AVALIACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DA PROTEINA p53 EM
LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO HUMANO IRRADIADOS IN VITRO”.

Eu,

b

abaixo-assinado, dou meu consentimento livre e esclarecido para participar como
voluntario do projeto de pesquisa supracitado, sob responsabilidade da pesquisadora
Mariana Brayner Cavalcanti, Estudante de Mestrado do Departamento de Energia Nuclear
da Universidade Federal de Pernambuco.

Assinando este Termo de Consentimento, estou ciente que:

1. Objetivo desta pesquisa é padronizagdo da técnica de citometria de fluxo
para a avaliacdao dos niveis de expressao da proteina p53 em linfocitos de
amostra do sangue periférico apos a exposi¢do a radiagdo ionizante.

2. Obtive todas as informacdes necessarias para poder decidir
conscientemente sobre a minha participagdo na referida pesquisa;

3. Estou livre para interromper a qualquer momento a minha participacao na
pesquisa, se assim o desejar e, por qualquer motivo, e estou ciente de que
tal fato ndo ir4 alterar a qualidade nem os meus direitos quanto ao meu

atendimento;
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Todas as medidas serdo tomadas para assegurar a confidencialidade e a
privacidade de meus dados pessoais, e os resultados gerais obtidos através
da pesquisa serdo utilizados apenas para alcancar os objetivos do
trabalho, expostos acima, incluida sua publicacdo na literatura cientifica

especializada e apresentacdo em eventos cientificos;

Recife, de de

Voluntario (Assinatura e RG)

Pesquisador
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ANEXO III
QUESTIONARIO DO DOADOR

Titulo da Pesquisa: “UTILIZACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO PARA
AVALIACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DA PROTEINA p53 EM
LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO HUMANO IRRADIADOS IN VITRO ”.

Pesquisadores: Mariana Brayner, Ademir Amaral, Cintia Gonsalves de Faria Machado.

Identificacao do Voluntario:

Nome:

Codigo:

Iniciais:

Sexo: Feminino [ Masculino [

Data de Nascimento:

Raga: Branca [ | Negra [ | Mulata [ | Outras [ |



Caracteristicas do Voluntario:

» Tratamento Radioterapico Anterior

SIM [ ] NAO ] Data:

» Tratamento Quimioterapico Anterior

SIM [] NAO [] Data:

> Antecedentes: (por ex: Agrotéxicos e/ou veneno):

SIM [ ] NAO []

Observacoes:
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> Fumante

SIM [ ] NAO ]

Observagdes:

> Medicamentos concomitantes:

SIM [ ] NAO []

Quais:




» Exposicoes a agentes biolégicos (virus, bactérias, fungos):

SIM [] NAO []

Diagnéstico:
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Caracteristicas da Irradiacao:

Data da Irradiagao:

Hora:

Taxa de Dose:

Descri¢ao do Equipamento:

OBS:

Responsavel pelo questionario:
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