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RESUMO

A radiossensibilidade intrinseca de diferentes tipos de células cancerosas
tem sido extensivamente estudada, mas os mecanismos subjacentes ao dano
celular sdo poucos conhecidos. Estudos recentes indicam que a radioterapia
recruta o sistema imunolégico e isto pode aumentar a eficiéncia do tratamento
radioterapico. Neste estudo, sao analisadas amostras de transcriptomas
associadas as células do sistema imunoldgico, disponibilizadas pelo banco de
dados Gene Expression Omnibus (GEO), relacionados aos linfécitos T e linfécitos
B isolados do sangue total e irradiadas com dose de 150, 300, 600 e 1000 cGy. O
objetivo deste estudo é a determinacédo dos efeitos da radiagdo gama nas vias
associadas aos mecanismos de conservagao do genoma. A relagédo entre genes e
vias foi estabelecido através do Banco de Dados Reactome. O comportamento
dessas vias foi analisado através de calculos associados a atividade e diversidade
relativas, e o método bootstrap foi usado para testar os efeitos produzidos pela
irradiagdo em relacédo ao controle. Essa analise foi realizada através do software
ViaComplex. Foram investigadas 22 subvias que compdem 5 vias associadas aos
mecanismos de manutengcdo do genoma. Observou-se que a irradiagdo modulou
de forma positiva a ativagao da resposta de 3 subvias para a dose de 150 cGy, 12
subvias para a dose de 300 cGy, 13 subvias para a dose de 600 cGy e 7 subvias
para a dose de 1000 cGy. Portanto, as doses intermediarias de 300 e 600 cGy s&o
mais relevantes para a ativagao dos mecanismos de conservagdo do genoma em

comparacgao as doses de 150 e 1000 cGy.

Palavras-Chave: Linfécitos, Radiacao ionizante, Manutencdo do Genoma.



ABSTRACT

The intrinsic radiosensitivity of different types of cancer cells has been
extensively studied, however the mechanisms underlying cell damage are poorly
understood. Recent studies indicate that radiotherapy recruits the immune system, and
this can increase the efficiency of radiotherapy treatment. In this work, samples of
transcriptomes associated with the cells of the immune system are analyzed, available
by the Gene Expression Omnibus (GEO) database, related to T lymphocytes and B
lymphocytes isolated from whole blood and irradiated with doses of 150, 300, 600 and
1000 cGy. The aim of this study is to determine the effects of gamma radiation on the
pathways associated to genome maintenance mechanisms. The relationship between
genes and pathways was established through the Reactome Database. The behavior
of these pathways was analyzed using calculations associated with relative activity and
diversity, and the bootstrap method was used to test the effects produced by irradiation
in relation to the control. This analysis was performed using the ViaComplex software.
In the present study 24 subpathways were analyzed which make up 5 pathways
associated with the genome maintenance mechanisms. It was observed the irradiation
positively modulated the activation of the response of 3 subpathways for dose of
150 cGy, while dose of 300 cGy activated 12 subpathways, dose 600 cGy activated 13
subpathways and the dose of 1000 cGy activated 7 subpathways. Therefore, the
intermediate doses of 300 and 600 cGy are more relevant for the activation of the

genome maintenance mechanisms in comparison to the doses of 150 and 1000 cGy.

Keys words: Lymphocytes, lonizing radiation, Genome maintenance.
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1 INTRODUCAO

Em radiodiagnaostico, a primeira imagem de estruturas anatdmicas humana obtida
através do uso de raios X foi realizada por Wilhelm Conrad Roentgen, em 1895, ano em
que ele descobriu este tipo de radiacdo. Em radioterapia, o uso da radiagdo gama no
tratamento do cancer ocorreu logo apds a descoberta dos elementos radioativos radio,
em 1896, e polénio, em 1898, pelo casal Marie e Pierre Curie. = As grandezas
dosimétricas relacionadas a este tipo de radiacdo foram estabelecidas pela Comissao
Internacional de Proteg&o Radiologica (ICRP), que foi criada em 1928 (ICRP, 1977; ICRP,
2007).

Ha pouco mais de meio século apds o inicio dos primeiros tratamentos
radioterapicos, em 1959, Bergonié e Tribondeau (BERGONIE & TRIBONDEAU, 1959)
realizaram experimentos para demostrar que as células cancerosas sdo mais sensiveis
a radiagao em relagao aquelas que constituem os tecidos normais. O conhecimento dos
efeitos bioldgicos, produzidos pelas radiagdes ionizantes, sdo importantes para o
desenvolvimento de novas tecnologias que priorizam a maximizagao do efeito biolégico
em detrimento aos efeitos deletérios produzido pelo uso destas radiacdes. Atualmente,
a maximizacao do efeito biolégico produzido pela radiagado nas células cancerosas € a
minimizacdo dos efeitos indesejaveis por ela produzidos nas outras células estao
associados ao conceito dos 5 Rs da radiobiologia, o qual € constituido pela reparagéo ao
dano, redistribuicdo no ciclo celular, repovoamento acelerado, reoxigenagdo e
radiossensibilidade intrinseca (FOMENTI & DEMARIA, 2009).

Nas células do sistema imunoldgico, doses altas, superior a 2000 cGy, resultam
em grande numero de mortes em células sanguineas, como de linfocitos, por exemplo
(DONNELLY et al. 2010). Além da imunossupressao, um dos efeitos mais comuns de
altas doses de radiagéo € a indugéo de processos pré-inflamatérios (Hayashi et al. 2005).
Bernstein e colegas investigaram os efeitos modulatérios da radiagao na expressao de
moléculas coestimulatorias e coinibitérias da ativagdo de linfécitos T em diferentes
linhagens celulares de cancer de prostata in vitro para doses de 500, 1000 e 1500 cGy
(Bernstein et al. 2014). Os resultados obtidos por esse grupo indicaram que a radiagao
poderia estimular a sinalizacdo para ativacdo de linfécitos devido ao aumento da
expressdao de moléculas coestimulatérias (CD70, OX40L e 41BBL) e diminuigdo dos
genes coinibidores (CTLA-4 e PDL1). Embora essas doses induzam efeitos deletérios

nas células do sistema imunoldgico, também podem estimular a ativagdo de suas
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respostas. Estudos de genes associados a resposta imune adaptativa mostraram que
altas doses de radiagao, superiores a 100 cGy, podem estimular a expressao destes
genes (Morel et al. 1998; Reits et al. 2006). Um estudo recente indicou que a radiagao
gama pode modular a expressdo de genes relacionados ao sistema imunoldgico
(SILVEIRA et al., 2020). De acordo com os achados desse estudo, 300 cGy pode induzir
a produgao de citocinas e genes que estao associados a ativacao e diferenciagao de
linfocitos T. Entretanto, os efeitos das radiagdes ionizantes nos mecanismos associados

a conservagao do genoma ainda n&o estao elucidados.

1.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo geral determinar o efeito da radiagdo gama nos
mecanismos relacionados a conservagao do genoma através do uso de dados de

transcriptoma disponiveis no banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO).

1.2 Objetivos Especificos

De acordo com o objetivo geral estabelecido, os objetivos especificos deste estudo

sdo0 0s seguintes:

a) determinagéo dos efeitos da radiagcdo gama nos mecanismos de manutencao
do genoma considerando-se linfécitos B irradiadas com dose de 1000 cGy;

b) determinacgao dos efeitos da radiagdo gama nos mecanismos de manutencgao
do genoma considerando-se linfocitos T irradiadas com doses de 150, 300 e
600 cGy.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Nesta secdo estdo descritos os conceitos associados ao presente estudo,
envolvendo uma perspectiva interdisciplinar aos topicos relacionados a biologia, fisica e

métodos de aquisig¢ao e tratamento de dados com base na bioinformatica.
2.1 Informagao Genética

O genoma é toda a informagao composta pela sequéncia completa das cadeias
de acido desoxirribonucleico (DNA). A conformagao entre a sequéncia de bases do DNA
e a correspondente sequéncia de aminoacidos, na proteina, € denominada de codigo
genético. Intitulado codigo genético universal, este € reconhecido por possuir 0 mesmo
genoma em grande parte das células de um mesmo organismo, havendo a
funcionalidade de transferir as propriedades genéticas presentes no DNA (WATSON et
al., 2004). A estrutura do DNA é composta por uma dupla de filamentos ordenados de
acido fosforico e agucar desoxirribose, formando a dupla hélice (dupla fita) entrelagada.
Adupla de filamentos é conectada por liga¢des de hidrogénio que sdo acopladas a quatro
diferentes bases de nucleotideos. As bases de nucleotideos sao subdivididas em dois
tipos: as purinas e as pirimidinas. A adenina (A) e a guanina (G) compdem o tipo purina
enquanto a citosina (C) e a timina (T) ao tipo pirimidina, e suas conexdes quimicas
estabelecem algumas ligagdes estritas (adenina liga-se apenas a timina e a guanina a
citosina). Diferentemente ao DNA, o acido ribonucleico (RNA) é composto por uma fita
simples, um agucar ribose substituindo a desoxirribose e uma uracila (U) formada a partir
da timina. S4o agregadas a sequéncias especificas destas bases a informagao genética
codificada (NUSSBAUM et al., 2001).

Em ativacdo genética ocorre a formacdo de moléculas de RNA mensageiro
(mRNA) a partir da informacao codificada no DNA, processo denominado de transcrigéo
do DNA. O mRNA, originado a partir de uma sequéncia de nucleotideos de DNA (gene),
transporta o gene transcrito para o citoplasma celular e posteriormente migra para o
ribossomo. No ribossomo, o mRNA entra no processo de traducao que passa por trés
fases consecutivas para desenvolver a sintese proteica: iniciagao, alongamento e
terminacdo. Juntamente com o mRNA, o RNA transportador (tRNA) auxilia na produgao
de polipeptidios apresentando e inserindo de acordo com a sequéncia de base adequada
no ribossomo. De forma complexa, a sintese de proteinas garante a estruturagao e

funcionalidade especifica de cada célula do organismo, conservando os genes durante
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toda a vida celular. Para garantir a estrutura e funcionalidade celular, quaisquer
alteragdes precisam ser identificadas e corrigidas (NUSSBAUM et al., 2001; BRADLEY
et al., 2015).

De forma geral, a vida celular se divide em duas etapas, conhecidas como
interfase e mitose, que variam ciclicamente. O ciclo celular inicia na interfase, que é
subdividida nas fases sequenciais: G1, S e G2. A fase G1 é caracterizada pelo inicio do
processo de divisdo celular, na qual ocorrem diversas atividades e sinalizagbes para o
seu desenvolvimento. Enquanto a fase S é responsavel pela replicacdao do DNA, e a fase
G2 corresponde ao processo de aumento de massa. Na sequéncia do ciclo estende-se
a meiose (fase M), a qual implica na divisdo por completa da célula. Durante o ciclo, ha
presenga de pontos de checagem do DNA. Nesses pontos sdo verificados a integridade
do genoma, para manter a informagdo genética intacta durante as duplicagdes
(ALBERTS et al., 2010).

2.2 Mecanismos de Manutencao do Genoma e Vias Associadas

A estabilidade gendémica pode ser rompida a partir de diversos danos que atuam
sobre o DNA. Estes danos possuem origens em alteragdes bioldgicas como a agao das
radiagdes ionizantes, que exerce a potencialidade de realizar a quebra de fita dupla do
DNA, fita simples, em modificacbes de bases e ligagbes entre proteinas e DNA. Ao nivel
molecular, ocorrem os danos de quebra de fita simples e da modificacdo de bases, acdes
estas que ndo comprometem a integridade gendémica. Nesse caso, é mantido a
integridade do filamento de nucleotideo. Diferentemente, danos que levam a quebra de
fita dupla do DNA comprometem a integridade genética e ocasionam lesdes tdxicas por
haver perda das informagdes genéticas através dos nucleotideos (WARTERS & HOFER,
1977). Mecanismos biolégicos de controle do ciclo celular (checkpoints ou pontos de
checagem), de resposta ao dano no DNA, de reparo ao DNA, de morte celular
programada (apoptose), senescéncia e regulagdo da necrose atuam para regular a
instabilidade gendmica, fazendo estes parte dos mecanismos de conservagiao e
manutencao do genoma.

Para certificar a conservagao do genoma, o mecanismo de controle do ciclo celular
€ ativado durante a divisao celular, que pode ocorrer na fase G1, G2 ou M. Nestas
ativagdes, quando encontradas células danificadas o ciclo celular € interrompido devido
a acao da proteina p53 que age para localizar danos e sinalizar as vias de reparo ao
dano do DNA (WATSON et al., 2004). Quando ativadas as vias de reparo, e subvias
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associadas, atuam na manutencado das quebras de fitas duplas de DNA em busca de
impedir a propagagao de mutagdes no genoma, assegurando uma duplicagao celular
efetiva com a copia genética idéntica (BANSBACH & CORTEZ, 2011). Dentro dos
mecanismos de reparo do DNA, o reparo por excisdo de nucleotideos, o reparo por
excisdo de base, o reparo por recombinagdo homoéloga e o reparo por juncao final
compreendem vias de manutengao e conservagao do genoma. Ha inumeros agentes que
ocasionam danos ao DNA, assim como mecanismos de combate, mas ainda ha uma
variedade de danos que ndo sao reparados (SIMAO, 2012; HOEIUMAKERS, 2001).
Desta forma, vias como Ciclo Celular, Reparo ao DNA, Replicagdo do DNA, Morte
Celular Programada e Transdugao de Sinal compdem caracteristicas importantes para
atuacao da conservagao e manuteng¢ao do genoma. O Ciclo Celular compde um conjunto
de fases, que atuam para garantir a integridade do genoma na proliferagao celular de
células filhas, Replicagdo do DNA (CHAUDHRY et al., 2003; HALAZONETIS, 2008;
SIMAO et al, 2010). O mecanismo de reparo do DNA examina continuamente o genoma
e mantém a integridade do genoma removendo ou consertando qualquer dano
detectado. Dependendo do tipo de dano ao DNA e do estado do ciclo celular, o
mecanismo de reparo do DNA utiliza varias vias diferentes para restaurar o genoma ao
seu estado original. Quando o dano e as circunstancias sao tais que o DNA nao pode ser
reparado com fidelidade absoluta, o mecanismo de reparo do DNA tenta minimizar o
dano e remendar o genoma danificado o suficiente para garantir a viabilidade celular
(CHAUDHRY et al., 2007; HALAZONETIS, 2008; SIMAO et al, 2010). A Morte Celular
Programada é o mecanismo que impede a proliferagao celular, por identificagao de danos
ou por controle populacional, induzindo a morte de células indesejadas. Agdes inibitorias
de indugcao de morte de células danificadas estdo associadas ao desencadeamento de
diversas patologias, onde o cancer, por exemplo, tem origem devido a proliferagéo celular
de células que nao sofreram resposta das vias de Reparos no DNA e de Morte Celular
Programada (CHAUDHRY et al., 2007; SIMAO et al, 2010). A Transdug&o de sinal é o
processo no qual os sinais extracelulares sao traduzidos para estimulos internos que

provocam mudangas da atividade celular (IKUSHIMA et al, 1996).

2.3 Interacao da Radiagcao Eletromagnética com a Matéria para Energias de até 20
MeV

A interacdo da radiacdo com a matéria € compreendida por diversas
caracteristicas no ambito de classificar o tipo de transferéncia e absorgao da energia pela
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matéria, sendo as radiag¢des ionizantes subdividas em: radiacées diretamente ionizantes
e indiretamente ionizantes (DESOUKY; DING; ZHOU, 2015). Sdo denominadas
diretamente ionizantes radiagdes que possuem carga elétrica, com poder de alta
transferéncia de energia (e de curto alcance) devido a agdo de seu campo elétrico, como
elétrons, particulas a e entre outras particulas aceleradas. As radiagdes indiretamente
ionizantes constituem-se em radiagcbes de carga nula como as radiagcbes
eletromagnéticas (fétons de raios X e gama) e néutrons, com baixo poder de
transferéncia de energia e alto alcance devido a interagbes individuais com o meio
(TAUHATA et al., 2013; OKUNO & YOSCHIMURA, 2010). Os raios X e gama possuem
grande penetracdo, pois possuem baixa probabilidade de interacdo com o meio, de
acordo com o material (densidade e numero atdémico), sendo estes o foco de interesse
neste trabalho.

No processo de deposi¢cao de energia e ionizagao, sao descritas trés principais
interagdes de fétons com a matéria: Efeito Fotoelétrico, Efeito Compton e Producao de
Pares (EVANS & NOYAU, 1955). Destas, cada interagdo ocorre dentro de uma faixa
probabilidade de acordo com a energia do foton incidente (MeV) e com a densidade e o
numero atdmico do material (Z do absorvedor). As faixas de predominancia das
interagcdes sao apresentadas graficamente na Figura 1, onde sao identificadas que para

baixas energias ha a prevaléncia do efeito fotoelétrico, enquanto para a produgéo de

120|—

Figura 1 - Faixas de predominancia, em energia e em numero atbmico, dos
trés tipos de interacéo de fétons com a matéria.
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pares apenas em altas energias ocorrem sua interagao (TAUHATA et al., 2013).
Fonte: Tauhata et al. (2013)

O Efeito Fotoelétrico ocorre quando um féton transfere toda a sua energia para
um unico elétron. Este elétron é ejetado com uma energia e angulacdo que depende da
energia do foton incidente, desta forma sao caracteristica desse efeito que em energias
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baixas (abaixo 20KeV) o angulo de ejeg¢do ocorra com angulagdes em torno de 70°,
enquanto, para altas energias (acima de 3 MeV) é alta a probabilidade que ocorra a
ejecao do elétron sob a mesma angulagéo do feixe de fotons incidente. Estas ag¢des
ocorrem devido ao campo eletromagnético do féton ser perpendicular a propagagao do
feixe (OKUNO & YOSCHIMURA, 2010; TAUHATA et al., 2013).

O Efeito Compton é caracterizado pela interagcédo do feite de féton incidente sobre
um elétron livre do meio. Ao incidir sobre o elétron, o foton cede parte de sua energia e
sofre espalhamento em uma determinada angulagéo e menor energia. O elétron absorve
e sofre recuo com energia cinética e momento linear.

Como mencionado anteriormente, a producao de pares (elétron-pdsitron) ocorre
para altas energias de fétons incidentes sobre um material absorvedor. Quando um foton
com energia maior que 1,022 MeV interage com um meio, € absorvido e ocasionam em
um par elétron-pdsitron. Ambas as particulas interagem com meio, gerando novas
interacdes e ionizagdes, onde o poésitron (anti-particula do elétron) se recombina com um
elétron e emite dois fotons com energia de 511 KeV cada (OKUNO & YOSCHIMURA,
2010; TAUHATA et al., 2013).

Devido as interagdes dos fotons nao ocorrerem sob efeitos isolados, a
transferéncia de energia pode nao ser absorvida totalmente e/ou ser depositada ao longo
da trajetoria no meio, ocasionando a ionizagado do meio e consequentemente em eventos
consecutivos, além de haver probabilidades de n&o interagir com um meio absorvedor
de baixa densidade. Outras interacbes como excitagdo dos atomos e radiacdo de
freamento (onde o féton ndo penetra no material, sofrendo desvio) podem ocorrer, assim
como parte da energia absorvida corresponder ao aumento de energia cinética de
particulas (energia térmica), ionizagbes de atomos e danos em ligagbes quimicas
(OKUNO & YOSCHIMURA, 2010; TAUHATA et al., 2013).

A grandeza que relaciona a energia absorvida e a massa de um material é
denominada Dose absorvida. Com o intuito de especificar as energias absorvidas em
determinados pontos do volume de um material em analise, a Dose absorvida foi definida
em funcdo do ponto de interesse e sua grandeza € utilizada para qualquer tipo de

radiacao ionizante. Desta forma, a expressao para dose absorvida é descrita como:
dE
= — 1=
D T (J/Kg'= Gy),

onde dE é a distribuigdo de energia média depositada pela radiagdo no ponto de
interesse, em um determinado meio com distribuicdo de massa dm (TAUHATA et al.,
2013).



21

Introduzida para aplicagao em tratamentos radioterapicos no intuito de determinar
as quantidades de energias depositadas nos tumores, em 1950, inicialmente com
unidade chamada de rad (radiation absorbed dose), em que

1rad =102 J. Kg™.

Apos alguns anos foi substituida pela unidade gray (Gy) no sistema internacional
de unidades, onde sua equivaléncia € relacionada por

1Gy=100rad =1 J. Kg™.

Nos tratamentos radioterapicos, por exemplo, uma sessao de irradiagao de tumor
pode ser aplicada uma Dose absorvida de 2 Gy (200 rad). A aplicagao de irradiagao
também ocorre na industria alimenticia para esterilizar alimentos e/ou conservar o estado
de amadurecimento de legumes, tubérculos e entre outros, sendo aplicadas doses de 10
KGy a 20 KGy (OKUNO & YOSCHIMURA, 2010).

2.4 Efeitos Bioldgicos Das Radiagoes lonizantes

Com as primeiras observagdes dos efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes na
medicina, suas aplicagbes foram realizadas deliberadamente sem limites de energia e
de intensidade dos feixes de radiagcdo, ocasionando efeitos deletérios com acgdes
imediatas e/ou tardias. Desta forma, os efeitos biolégicos da radiacdo atuam sob
dependéncia da natureza de reagao, sob forma imediata (teciduais) ou em efeitos tardios
(estocasticos), e dos mecanismos de interacdo direta e indireta com a matéria. Para
efeitos radiobiologicos, € compreendido que o alvo biolégico de um tecido irradiado é o
DNA e diversos danos podem ser gerados sobre sua estrutura, como: mudanca e/ou
perda de uma base, quebra nas pontes de hidrogénio, quebra de fita unica e entre outras
(OKUNO & YOSCHIMURA, 2010).

Conforme desenho esquematico dos mecanismos de interagdo da radiagdo com
o DNA na Figura 2, pela interacdo direta a radiacdo incide sobre moléculas de DNA,
promovendo um possivel dano sobre a fita dupla (quebra da fita que pode resultar no
surgimento de aberragées cromossOmicas). O mecanismo de acgao indireta da radiagéo,
Figura 2, realiza o processo de raditlise da agua (quebra da molécula de H20) que geram
radicais livres, ions e outros agentes oxidantes capazes de fragmentarem e danificarem
substancias que compdem o DNA, assim como realizar danos as sinalizagdes dos
mecanismos de conservagdo e manutengdo do genoma (HALL, 2009). Devido a

abundancia de agua presente no corpo humano, composto por cerca de 70% de agua,
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este mecanismo é associado de forma proporcional a grande parte dos efeitos bioldgicos

da radiagéo (HALL, 2009; OKUNO & YOSCHIMURA, 2010).

Figura 2 - Mecanismos de interagao direta e indireta da radiagdo no DNA.
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As doses absorvidas sdo equivalentes a pequenas quantidades de energia
depositadas de forma aleatdria sobre um volume de massa e com alta incidéncias sobre
as moléculas de DNA. Para danos genéticos se perpetuarem, é necessario que apenas
uma interagao ocorra sem a agao eficiente dos mecanismos de reparo do genoma. Com
o surgimento de novos eventos interativos da radiagado sobre o DNA o cancer pode ser
desencadeado, uma vez que sao considerados ao menos quatro danos acumulativos
pelos efeitos da radiacdo para isto acontecer. Efeitos biolégicos acumulativos, com
potencialidade de geracdo de cancer sobre uma unica célula, sdo os denominados
efeitos estocasticos (OKUNO & YOSCHIMURA, 2010; TAUHATA et al., 2013).

As reagdes teciduais se caracterizam pelo alto dano sobre érgéos e tecidos,
devida a altas deposi¢des de dose, resultando na morte celular de grande numero das
células que os compdem e prejudicando o seu funcionamento (de forma total ou parcial).
Estes efeitos sdo comumente conhecidos por antigas denominag¢des como: efeitos nao-

estocasticos ou efeitos deterministicos. Tais efeitos sido identificados em ocorréncias de
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acidentes ou em tecidos periféricos aos alvos irradiados nos tratamentos de radioterapia
(OKUNO & YOSCHIMURA, 2010; TAUHATA et al., 2013).

Na radioterapia, as radiacdes ionizantes sdo aplicadas devido ao seu poder de
dano ao DNA no combate de células malignas que constituem o tumor em tratamento.
Alguns fatores relacionados a radiobiologia foram descritos pelo modelo de Withers
(1975), o qual identifica agbes anticancerigenas que minimizam eventos téxicos aos
tecidos subjacentes ao alvo de tratamento. Para Withers s&o considerados cinco fatores,
conhecidos como os 5R’s da Radiobiologia: reparagéo, redistribuicdo, repovoamento,
reoxigenacao e radiossensibilidade.

O fator de reparacgao refere-se quando um dano é reversivel, ocorrendo durante o
ciclo celular nos pontos de verificagdo (checkpoints) com maior eficiéncia em células
saudaveis. Em células cancerosas, a radiagdo causa maiores danos ao DNA devido a
sua sensibilidade (radiossensibilidade) estar relacionada a alta atividade proliferativa
destas células e ao seu estagio no ciclo celular (redistribuicdo) (BERGONIE &
TRIBONDEAU, 1959; MARTA, 2014). O conceito de repopulagao é relativo ao grau de
crescimentos das células cancerigenas, as quais driblam os mecanismos de morte
radioinduzida.

Como as células oxigenadas sao mais sensiveis a agao indireta da radiacao, a
reoxigenacao visa irrigar as células tumorais hipdxicas estimulando a irrigagdo por vasos
sanguineos. Devido a este conceito, os tratamentos de radioterapia s&o administrados
sob fracionamento de doses para potencializar os efeitos anticancerigenos (MARTA,
2014). O fracionamento de dose faz parte do planejamento radioterapico, o qual inclui
determinar os campos dos feixes de radiacdo necessario para focalizar o tecido em
tratamento. Mesmo com o planejamento, tecidos adjacentes s&o irradiados
desencadeando respostas bioldgicas como a mobilizagdo do sistema imune (FOMENTI
& DEMARIA, 2009).

2.5 Resposta Imunolégica a Irradiagao

O sistema imunoldgico é responsavel pela prote¢cao do organismo contra agentes
patdégenos, acionando células e moléculas de combate por meio de dois principais
mecanismos de defesa, que ocorrem de forma imediata ou tardia, que séo,
respectivamente, a resposta inata e resposta adaptativa (ABBAS, 2012). O mecanismo
de resposta imunolégica inata € responsavel pela resposta inicial contra antigenos

estranhos, considerados n&o proprios ao organismo, sendo mediada por células efetoras
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como os neutréfilos, macrofagos, células dendriticas, células Natural Killer (NK), citocinas
e proteinas do sistema complemento, além de sinalizar a agao da resposta adaptativa. A
resposta imunoldgica adaptativa age de forma mais eficaz e especifica sobre os agentes
patoldgicos (antigenos), devido a sua adaptagdo a novas exposi¢coes e capacidade de
memoria, havendo como componentes de agao os linfocitos e os anticorpos. Os linfocitos
T e B sao os principais atuantes sobre os antigenos, com fungdes especificas e distintas
entre si. Enquanto os linfécitos T buscam detectar provaveis infecgdes ou modificagoes,
produzindo receptores compativeis, os linfécitos B detectam e anulam certos patégenos
com a sintetizacao e secregao de anticorpos no organismo (PILLAI et al., 2015).

Estudos clinicos demonstram que a ag¢ao da resposta imune adaptativa também é
acionada, e potencializada, devido ao tratamento de radioterapia. As células tumorais,
ao serem submetidas a radioterapia, produzem mediadores inflamatérios e imunogénicos
que atraem células do sistema inato, e, consequentemente, sinalizam a agao da resposta
adaptativa. Desta forma, as respostas imunoldgicas ocorrem por células nao irradiadas,
localizadas em areas fora do campo de tratamento, préximas ou distante do alvo
irradiado, efeito denominado de abscopal. No tratamento radioterapico, também foram
identificados que os mecanismos de liberagcdo de antigenos, gerados pela destruicao
neoplasica, desencadeiam as respostas imunologicas sobre tumores de baixas
mutagdes (pouco imunogénico), uma vez que a resposta imune ocorre em maior
probabilidade sobre tumores de alta taxa de mutacdo (CHEN, 2013).

Experimentos com aplicagbes de doses inferiores a 50 cGy, de baixa taxa de
inducédo de morte celular, demonstram que as células liberam espécies reativas capazes
de ativar a resposta imunoldgica inata. De acordo com Fomenti & Demaria (2009), a
ativagdo da resposta imunoldgica inata e adaptativa esta relacionada com a dose de
radiagdo administrada, identificando para altas taxas de dose (passiveis de morte celular)
a emissao de sinalizagcao de perigo e efeito imunoldgico estimulante (de LA CRUZ
MERINO et al., 2014). Evidenciou-se que o sistema imunolégico atua na progressao
tumoral, desempenhando papel pré-tumorigénico como também antitumoral. A produgéo
de citocinas imunossupressoras compde mecanismos de resisténcia, com papel de
diminuir as regulagbes de moléculas antigénicas nos tecidos tumorais (FOMENTI &
DEMARIA, 2009; de LA CRUZ MERINO et al.,2014).

Desta forma, a radioterapia apresenta ganho nas praticas de imunoterapia,
acionando os mecanismos de acdo do sistema imune, potencialmente inibidos
previamente, e interferindo na imunoresisténcia do tumor em tratamento. A Figura 3

exemplifica a agdo da resposta imunoldgica no tecido tumoral em tratamento, onde
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linfocitos T citotdxicos (em marrom) penetram células residuais do cancer de mama apés
a radioterapia (em lilas) (FOMENTI & DEMARIA, 2009).

Figura 3 - Linfocitos T citotoxicos (marrom) infiltrando células residuais de cancer da mama
(lilas), apos radioterapia.

x4 ’.*;'. b
g @ o 3/
o ¥ v_ .3 ’f?f A
o .= a
e Tt T i
F '\ 3 ‘ L‘"( . <«r !
- o B J-:O‘ : # o 4
3" a4
% » & 14
- “ 9
.9 o

Fonte: FOMENTI & DEMARIA, 2009.

Portanto, a resposta imunoldgica sinalizada pelas células irradiadas pode ser
classificada sob quatro grupos relacionadas por: resposta das células nao irradiadas
sinalizadas pelas células irradiadas, dose absorvida decorrente do tratamento de
radioterapia localizado no restante do corpo, alteracées do microambiente tumoral que
resulta em efeitos sistémicos e efeitos abscopais (DAGOGLU et al, 2019).

Em estudos recentes, foram demonstrados que a radiacdo gama pode ativar a
expressao de genes relacionados ao sistema imunoldgico (RIBEIRO, 2017; SILVEIRA et
al., 2020). Silveira e colaboradores (2020) investigaram a agao das doses de 150, 300 e
600 cGy sobre vias do sistema imunoldgico. Observaram que a dose de 150 cGy néo é
eficaz para a ativacao do sistema imunolégico, enquanto a dose de 300 cGy demonstrou
alta eficiéncia na indugao da resposta imunoldgica. Para a dose de 600 cGy identificaram
a diminuicao significativa da atividade do sistema imunoldgico, induzindo o efeito de
imunossupressao. De acordo com Silveira e Colaboradores (2020), 300 cGy pode induzir
a produgao de citocinas e genes que estdo associados a ativacao e diferenciagao de
linfécitos T.

2.6 Determinacao da Atividade e Diversidade Relativa das Vias

Para analisar dados de expressao genéticas de vias, Castro e Colaboradores
(2007) introduziram um meétodo de investigacdo. O método se baseia em calcular a
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atividade relativa e a diversidade relativa para estimar os valores de expressdo de um
grupo de genes e determinar padroes de expressao entre os genes da via de estudo.
Enquanto a atividade relativa representa a alteracdo de uma via como um todo, a
diversidade relativa representa a alteragdo em um conjunto de genes.

A atividade relativa de uma via a, com um numero de genes M, € calculada a
partir da comparacao entre os genes expressos alterados (amostras experimentais) e
genes expressos hormais (amostras controle). Sendo nq a atividade relativa da via q, a

equacao matematica é dada por:

_ _N&
Ng = e c? (1)
Ng+Ng

onde N, € a soma da expressdo dos genes na via a, em que N§ se refere as amostras
experimentais e NS as amostras controle. O valor da atividade relativa varia entre 0 < n,
<1, se n, > 0,5 a atividade da via com amostra experimental € maior que a atividade do
controle, sendo n,< 0,5 a atividade da amostra experimental menor que a atividade do
controle.

O calculo para determinar quantitativamente a diversidade relativa de uma via a
utiliza o conceito de entropia de Shannon da Teoria da Informagdao (SHANNON, 1951),
que relaciona a quantidade de informagao extraida a partir de uma distribuigdo de genes

expressos. A entropia de Shannon normalizada é dada por:
1

Ho = =5y i < P 00 Inp(i, o), (2)

onde In M, é o fator de normalizagéo que limita 0 < H, < 1, p(i, ) € a frequéncia do

gene i descrito por:
PG o) =22 (3)
sendo s(i, a) a atividade do gene i. Com isso, a diversidade relativa (h,) € definida como:

__ug 4
« = He+HS’ (4)

analoga a expressao para a atividade relativa, em que H§ se refere a diversidade da
amostra experimental e HS a diversidade da amostra controle. O valor da diversidade
relativa varia entre 0 <h, <1, se h, > 0,5 a diversidade da via com amostra experimental
€ maior que a diversidade do controle, sendo h,< 0,5 a diversidade da amostra experi-
mental menor que a diversidade do controle.

Para determinar alteragdes significativas em uma via (atividade relativa) ou em um
conjunto de genes (diversidade relativa) de um estudo em microarranjo, € utilizado o
método estatistico denominado bootstrap. Com o método de bootstrap calcula-se a dis-

tribuicdo da atividade e da diversidade a partir da analise de reamostragem aleatéria que
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engloba todos os genes presentes no microarranjo. Nesta reamostragem ocorrem repe-
ticoes de 100 a 100.000 com as mesmas quantidades de genes das vias em analise para
verificar a significAncia amostral sobre uma distribuicdo de probabilidade. Para identificar
se a atividade e diversidade relativa de um grupo de genes s&o ou nao significativos &
utilizado o valor de p (p-value) para comparar com os niveis de significancia de uma
distribuicao de probabilidade.

De acordo com o método de investigagao descrito acima, Castro e colaboradores
(2009) desenvolveram o software ViaComplex que realiza os calculos da atividade e di-
versidade relativa e através do método de bootstrap e pela correcdo de falsos positivo

para determinar a significancia da via.

2.7 Microarranjos de DNA

Com o objetivo de estudar a expressado genética de variadas células, algumas
tecnologias foram desenvolvidas para medir seus niveis utilizando o conjunto completo
de RNAs transcritos em uma célula (transcriptomas). O transcriptoma corresponde a fra-
cao do codigo genético (DNA) que é transcrita pelo RNA polimerase em moléculas de
RNA. Destacam-se para este tipo de estudo as tecnologias de microarranjo, desenvol-
vida a partir de 1982 e utilizada em larga escala desde a década de 90 para analisar a
grande quantidade de informagao gerada pelo sequenciamento de genomas. Ha também
a RNA-seq, uma tecnologia de sequenciamento genético de 22 geragdo implantada nos
ultimos anos (ndo abordada neste trabalho).

Os microarranjos sao utilizados em experimentos que comportam milhares de ge-
nes, e consistem em quantificar os niveis de expressao de transcritos. A industria Af-
fymetrix® produz microarranjos de DNA formados por oligonucleotideos fixados na su-
perficie de um chip. Esse chip é confeccionado em Iamina de vidro (ou nylon) com area
de 1,3 cm x 13 cm. Em sua superficie os oligonucleotideos sao imobilizados por sondas
que atuam na deteccado dos genes expressos, 0s quais podem ser representados por
uma ou mais sondas. O chip da fabricante Affymetrix®, denominado microarranjo Gene-
Chip 2.0 Genoma Humano U133A, utiliza uma unica matriz representativa de 15.500 ge-
nes humanos que podem ser utilizados para explorar, a nivel molecular, o comporta-
mento de processos biolégicos normais e disfuncionais. A técnica de microarranjo é
utilizada na analise de comportamento para diversas classes de células que foram sub-

metidas a estimulos farmacologicos e/ou de irradiagées.
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O inicio do processo de quantificagcao dos RNAs transcritos ocorre com a remogao
das moléculas de RNAm sintetizadas nas células de interesse, conforme a Figura 4a
(AUER et al., 2009; SLONIM & YANAI, 2009). Com as amostras coletadas, ocorre a exe-
cucado da transcriptase reversa para alargar linearmente as amostras de RNAm, o que
assegura a estabilidade dessa molécula. No transcorrer desse processo, moléculas com-
plementares de DNA (DNAc) séo polimerizadas, Figura 4b, e tornam-se base para sin-
tese de RNA complementar (RNAc) biotinilado, Figura 4c. Posteriormente, para dispor
as moléculas de oligonucleotideos na superficie do microarranjo GeneChip, as moléculas
de RNAc biotinilados sao fracionadas para auxiliar no processo de hibridagao, Figura 4d
e 4e (BECKER et al., 2003; AUER et al., 2009).

Figura 4 - Processo de obtencéo de dados de transcriptomas a partir da técnica de

microarranjo de acordo com Protocolo da Affymetrix®.
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Segundo Fulekar (2009), define-se a hibridagao pelo processo biolégico que de-

corre a unidao, pareamento, das bases nitrogenadas relacionadas com a molécula alvo e
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a sequéncia de bases das sondas fixadas na superficie do microarranjo. Levando em
consideragao a molécula de RNAc biotinilado, composta pela sequéncia de bases
AUGCU, tera hibridacdo com sondas de sequéncia TACGA (AUER et al., 2009; SLO-
NIM& YANAI, 2009). As RNAc hibridizadas sdo quantificadas a partir da marcagao foto-
luminescente com Estreptavidina Ficoeritrina (indica a extensao da hibridacdo em dife-
rentes sondas), e realizam a ligagéo ao biotinilado e excitam-se por laser, Figura 4g. Apds
estas agdes, realiza-se a leitura via scanner de fluorescéncia para interpretagao e digita-
lizacdo da imagem, Figura 4h. Com as imagens do microchip, relaciona-se a expresséo
de um gene, em uma sonda, com a intensidade dos sinais luminosos emitidos pelas mo-
léculas fotoluminescentes associadas a esta sonda (AUER et al., 2009). Os resultados
sdo interpretados a partir da informacéo capturada da intensidade de fluorescéncia e das
posi¢des das sondas, que sao convertidas em dados e exportas com extensao .CEL pelo
sistema de arquivos (BECKER et al., 2003; BOLON-CANEDO et al., 2014).

2.8 Banco de Dados

A iniciativa internacional de sequenciacdo do genoma humano, projeto genoma
humano (HGP — Human Genome Project), levou ao surgimento de incontaveis dados
associados aos genes e a geragao de bancos publicos de dados contendo estas infor-
magodes (ROUSHAN & AHMED, 2014; WATSON, 1990). Com o decorrer de novas infor-
magdes genéticas, foram necessarias normalizagdes integradas aos dados do HGP
(WATSON, et al., 1990), como a padronizacdo de nomenclatura para diversos genes
pela HGNC (Human Gene Nomenclature Committee). Bancos de dados como Ontocan-
cro, Biocarta, Reactome, Kegg, Gene Ontology (GO) e National Center for biotechnology
(NCBI), sao exemplos de repositorios de informagdes para diversos organismos, e seus

respectivos links de acesso estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Banco de dados.

NOME ENDERECO

Biocarta http:// www.biocarta.com/

Gene Ontology http:// www.geneontology.org/
GEO https://www.ncbi.nlmnih.gov/geo/
Kegg http:// www.genome.jp/kegg/
National Cancer institute http:// www.pid.ncinih.gov/

National Center for Biotechnology In- | http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/
formation (NCBI)

Reactome http:// www.reactome.org/
Ontocancro http://ontocancro.org.br/
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3 METODOLOGIA

Nesta sec¢do sdo descritos os procedimentos metodoldgicos utilizados para a rea-
lizagdo do estudo, considerando-se a selegdo das amostras e das vias relacionadas a
manutengao do genoma, incluindo a metodologia usada para a analise destas vias e a

estatistica usada para tratar os dados obtidos.

3.1 Selegao das Amostras de Microarranjo

Com fonte de origem no banco de dados GEO (BARRET et al., 2009; BARRET et
al., 2013), as amostras de transcriptomas selecionadas estéo relacionadas a Plataforma
GPLS571, que utiliza a tecnologia de chip de microarranjo de oligonucleotideos produzidos
pela empresa Affymetrix HG-U133_2 (do acronimo de Human Genome U133A 2.0 Array).
As amostras sao referentes a estudos que utilizam '3’Cs para exposi¢gao em linfécitos B
(NAYAK et al., 2014) e linfécitos T (LUCAS et al., 2014), com respectivos numeros de
acesso GSE36910 e GSE58613 do banco de dados.

Para estudar os efeitos biolégicos produzidos pela radiagdo gama nos
mecanismos de manutencdo do genoma dos linfécitos B e T irradiados, foram
determinados para o estudo dois grupos de amostras de dados de transcriptomas de
células isoladas de sangue periférico e irradiadas com '3’Cs. O primeiro grupo contabiliza
285 amostras de linfocitos B irradiados com doses de 1000 cGy, subdividos em 3 grupos,
com 95 amostras cada, para analise de estudo apds Oh, 2h e 6h da irradiagdo, sendo as
amostras analisadas apos Oh da irradiagdo consideradas como controle. O segundo
grupo contabiliza um total de 52 amostras de linfocitos T irradiados, dos quais 13
amostras receberam doses de 150 cGy, 14 doses receberam 300 cGy e outras 11
amostras doses de 600 cGy, o restante de 14 amostras nao foram irradiadas (0 Gy),
sendo estas ultimas as amostras controle. Para cada subgrupo de linfécitos T com doses
fracionadas, além das amostras controle, metade das amostras foram analisadas apds
6h e a outra metade apds 24h a irradiagao, exceto para as doses de 150 cGy e 600 cGy,
das quais foram analisadas respectivamente 7 e 4 amostras apds 6h e 6 e 7 amostras
apos 24h.
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3.2 Selecgao de Vias

Para este estudo foram consideradas 5 vias associadas aos mecanismos de ma-
nutengdo do genoma, cujas sao: Cell Cycle, DNA Repair, DNA Replication, Programmed
Cell Death e Signal Transduction. Em vista de estudos ja realizados algumas destas vias
(CHAUDHRY et al., 2003; CHAUDHRY, 2007; HALAZONETIS, 2008; SIMAO et al, 2010;
SOUZA, 2019), foram analisadas 22 subvias associadas a manuteng&o do genoma hu-
mano, compondo um total de 716 genes presentes nas subvias em analise, disponibili-
zadas pelo banco de dados Reactome (CROFT et al., 2014; MATTHEWS et al., 2014,
FABREGAT et al., 2016).

Para via Cell Cycle, foram selecionadas 6 subvias: Cell Cycle Checkpoints, E2F
mediated of Regulation of DNA Replication, S Phase, Depostion of New CENPA-Contain-
ing nucleosomes at the centromere, Extension of Telomeres e Packaging of Telomere
ends. A subvia Cell Cycle Checkpoints atua nos pontos de verificagdo, checagem, da
progresséo do ciclo. Enquanto a subvia E2F mediated of Regulation of DNA Replication
possui papel fundamental na regulagdo da expresséo génica em células sob proliferagédo
e diferenciacdo. A Subvia S Phase esta relacionada com a sintese e a duplicagdo do
DNA. E a Depostion of New CENPA-Containing nucleosomes at the centromere atua
quando nucleossomos contendo CENPA (proteina que define a posigdo do centrémero)
permanecem associados ao centrdbmero e sdo divididos igualmente para células durante
as fases mitoticas. As subvias Extension of Telomeres e Packaging of Telomere ends
atua na Manutengao do Telomero durante a mitose.

Para a via de DNA Repair, foram selecionadas cinco subvias: DNA Damage Re-
versal, Recruitment and ATM-mediated phosphorylation of repair and signaling proteins,
Nucleotide Excision Repair, DNA Damage Bypass e Fanconi Anemia Pathway. A subvia
DNA Damage Reversal age sobre enzimas carcinogénicas e imunossupressoras para
reverter a agao danosa ao DNA. A subvia Recruitment and ATM-mediated phosphoryla-
tion of repair and signaling proteins atua em resposta a quebra de fita dupla do DNA,
principalmente devido a interagcdo da radiagédo (HAN & YU, 2010). A subvia Nucleotide
Excision Repair atua na reparacao de alteracdes durante a sintese do DNA e da restau-
racao da fita de DNA. A subvia DNA Damage Bypass age tolerando danos, sem realizar
a reversao destes danos. Enquanto a subvia Fanconi Anemia Pathway atua no reparo de
ligagdes cruzadas entre cadeias de DNA.

Para a via DNA Replication, foram selecionadas 5 subvias: Assembly of the Pre-
Replicative Complex, Ativation of the Pre-Replicative Complex, DNA Replication initiation,
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Switching of origins to a post-replicate state e DNA Strand Elongation. As subvias Assem-
bly of the Pre-Replicative Complex e Ativation of the Pre-Replicative Complex atuam no
Complexo de ligacdo ao DNA de varias subunidades, que se liga em todos os eucariotos
de uma maneira dependente de ATP as origens da replicagdo. Enquanto as subvias DNA
Replication initiation, Switching of origins to a post-replicate state e DNA Strand Elonga-
tion atuam na sintese do DNA.

Para a via Programmed Cell Death foram selecionadas 5 subvias: Caspase Acti-
vation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway, Apoptotic execution phase, Intrinsic
Pathway for Apoptosis, Regulation of Apoptosis e RIPK1-mediated regulated necrosis. A
subvia Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway age para estimular
a sinalizagéo para apoptose, sua inibicdo conduz para a sinalizagéo de necrose. A subvia
Apoptotic execution phase gera fatores apoptéticos na ativagédo de proteinas, induzindo
a fragmentacédo do DNA que leva a morte celular por meio da Caspase. A subvia Intrinsic
Pathway for Apoptosis atua na resposta de varios tipos de estresse intracelular, que in-
cluem a supresséao do fator de crescimento, dano ao DNA, estimulagcado do receptor de
morte etc. A subvia Regulation of Apoptosis realiza a regulagado da apoptose, enquanto a
subvia RIPK1-mediated regulated necrosis regula a necrose.

Para a via Signal Transduction foi selecionada apenas a subvia TNF Signallig, que
atua na realizagao de sinalizagao para o receptor de morte (IKUSHIMA et al, 1996).

O tratamento dos dados de transcriptomas considera o valor maximo de expres-
sdo genética, no caso de multiplas sondas representarem um mesmo gene conforme
Stalteri & Harison (2007).

3.3 Analise das Vias

Na analise do comportamento das vias em funcao das doses de 150, 300, 600 e
1000 cGy, foi empregado o método desenvolvido por Castro e colaboradores (CASTRO
et al., 2007) para calcular a atividade e a diversidade relativas, conforme descrigdo da
secao 2.6. Para testar a significancia dos valores da atividade e diversidade associadas
as amostras néo irradiadas e irradiadas, para cada dose em estudo, o método boostrap
foi aplicado para realizar a reamostragem do valor da atividade e diversidade relativa
com 10.000 repetigcdes (BLAND & ALTMAN, 2015). Nestes testes, foram considerados
aumentos significativos quando identificados valores de p<0,05 na atividade e
diversidade relativa das vias em estudo, enquanto para valores de p>0,95 foram
considerados a diminuigao significativa de atividade e diversidade relativa nestas vias.
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Dentro deste intervalo, 0,05<p<0,95, considera-se que n&do houve alteragao significativa
nos valores de atividade e diversidade relativa para as vias irradiadas. Para analisar as
mudancas significativas de atividade e diversidade relativa, aplicou-se a analise dos
falsos positivos para confirmar a confiabilidade das alteragdes (DALMOLIN et al., 2012).
Em todas as andlises estatisticas executadas, considerando o nivel de significaAncia em
5% (a=0,05), utilizou-se o software ViaComplex na realizagdo dos calculos que envolvem

a atividade e diversidade relativa das vias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao estdo apresentados os resultados e discussao associados ao estudo,

em conformidade com os objetivos e a metodologia estabelecidos.

4.1 Resposta das Vias em Funcao das Doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy

Através dos dados obtidos pela plataforma Reactome, foram analisadas 22
subvias que integram as 5 vias associadas aos mecanismos de manutencao do genoma.
De acordo com a metodologia empregada para calcular a atividade e diversidade relativa
das vias em estudo, em fung¢do das doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy sobre as células
imunoldgicas irradiadas, de forma geral os resultados observados apresentaram
alteragdes significativas (0,05>p>0,95) em um total de 16 subvias, enquanto em 6
subvias nao foram identificadas alteragées significativas (0,05<p<0,95), de acordo com
a Tabela 2. Para a Tabela 2, configuram-se os resultados nas analises das subvias
conforme as alteragdes significativas, de forma positiva (Sim) ou negativa (N&o), quando
houve modificagdes na atividade relativa ou na diversidade relativa, ou, como em alguns
casos, em ambas, ndo explicitando as modulacbes destas alteragcdes (aumento ou
diminuic&o).

Cada dose esta relacionada a exposigao de um grupo de células imunoldgicas,
com resultados especificos para observagdes em tempos diferentes (comparadas com o
controle de cada grupo). As doses de 150, 300 e 600 cGy estdo relacionadas aos
linfocitos T irradiadas, observadas apds 6 e 24 horas da irradiacdo. Enquanto a dose de
1000 cGy esta associada aos linfécitos B observados apds 2 e 6 horas da irradiagao.
Desta forma, a analise das vias precisa ser observada considerando estes dois grupos

de células do sistema imunoloégico irradiadas.
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Tabela 2 - Relagao das vias analisadas, nimero de genes e alteragdes produzidas em razao
das doses em estudo (150, 300, 600 e 1000 cGy).

Vias e subvias N° Genes Alteracao das Vias

Tipo celular (linfocitos) T B
150 cGy 300 cGy 600 cGy 1000 cGy

Via Cell Cycle

Subvias

Cell Cycle Checkpoints 275 N3o Sim Sim Sim
E2F mediated of Regulation of DNA Replication 22 Nao N&o Nao Nao
S Phase 161 Sim Sim Sim Sim
s Mo smoosmo N
Extension of Telomeres 30 Nao Sim Sim Nao
Packaging of Telomere ends 33 N3ao Sim Sim N&o
Vias DNA Repair

Subvias

DNA Damage Reversal 8 Nao Nao Nao Nao
Ilzizr#i;r:gr;ti::;iﬁ;l\s;g:eeidni:ted phosphorylation of 59 N3o Sim Sim No
Nucleotide Excision Repair 110 Nao Sim Sim Nao
DNA Damage Bypass 48 Nao Sim Sim Nao
Fanconi Anemia Pathway 38 Nao N&o Nao Nao
Vias DNA Replication

Subvias

Assembly of the Pre-Replicative Complex 68 Nao Sim Sim Sim
Ativation of the Pre-Replicative Complex 33 Sim Nao Nao Sim
DNA Replication initiation 8 Nao Nao Nao Nao
Switching of origins to a post-replicate state 90 Nao Sim Sim Sim
DNA Strand Elongation 32 N3o Sim Sim Sim
Vias Programmed Cell Death

Subvias

g;s;]p;allﬁr?gA:;it\gwg; via Extrinsic Apoptotic 29 Sim Sim Sim N3o
Apoptotic execution phase 51 Nao Nao Nao Nao
Intrinsic Pathway for Apoptosis 52 Sim Sim Sim Sim
Regulation of Apoptosis 53 Nao Sim Sim Nao
RIPK1-mediated regulated necrosis 23 Sim Sim Sim Nao
Vias Signal Transduction

Subvias

TNF Signalling 47 Nao Néo Nao N&o

A modulacio da atividade relativa das subvias, em resposta a irradiagao, estao
apresentadas na Figura 5. De acordo com a metodologia, o aumento significativo da
atividade relativa em uma via, ou subvia, esta associada a ativagao desta via, enquanto
a diminuicao significativa esta relacionada com a inibicao desta via. Desta forma, para

um panorama geral das modulag¢des de atividade relativa, a Figura 5 apresenta o niumero
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de subvias ativadas, inibidas e nao alteradas em funcao das doses de 150, 300, 600 e
1000 cGy. Considerando o total de 22 subvias analisadas, observou-se que 150 cGy
ativou 3 subvias, 300 cGy ativou 12 subvias, 600 cGy ativou 13 subvias e 1000 cGy ativou
7 subvias. Quanto a inibigdo, observou-se que a irradiagdo inibiu apenas 1 (uma) subvia

considerando-se a dose de 150 cGy.
Figura 5— Modulagao da Atividade Relativa em fungao das doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy.

Atividade Relativa das Subvias

20
18
16
2 14
= 12
7 10
al 8
S 6
4
>
0 150 cGy 300 cGy 600 cGy 1000 cGy
m Ativadas 3 12 13 7
Inibidas 1 0 0 0
Nao alteradas 18 10 9 15

A Figura 6 apresenta, de maneira geral, os resultados das alteragbes produzidas
pela irradiacéo considerando-se a diversidade relativa das subvias e as doses de 150,
300, 600 e 1000 cGy. De acordo com a metodologia apresentada, a diversidade relativa
estd associada ao aumento ou diminuicdo da expressdo de um determinado grupo de
genes que compdem a via. De acordo com a Figura 6, observou-se o aumento da
diversidade relativa em 1 subvia para a dose de 150 cGy, 2 subvias para a dose de 300
cGy, 3 subvias para a dose de 600 cGy e nenhuma aumento significativo para a dose de
1000 cGy. Em relagdo a diminuigdo dos niveis de expressdo, de acordo com o0s
resultados relacionados a diversidade relativa, observou-se alteracao significativa em
1(uma) subvia para a dose de 150 cGy, 6 subvias para a dose de 300 cGy, 7 subvias
para a dose de 600 cGy e nenhuma diminuicao significativa para a dose de 1000 cGy.
Desta forma, o numero de subvias nao alteradas para os resultados obtidos relacionados
a diversidade relativa totalizam 20 subvias para a dose de 150 cGy, 14 subvias para a
dose de 300 cGy, 12 subvias para a dose de 600 cGy e 22 subvias para a dose de 1000
cGy.
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Figura 6- Modulagao da Diversidade Relativa em fungao das doses de 150, 300, 600 e
1000 cGy.
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As especificagdes das modulagdes associadas a atividade e diversidade relativas,

para cada subvia, s&o apresentadas e discutidas nas proximas secoes.

4.2 Analise da Via Cell Cycle

Considerando a via Cell Cycle (Ciclo Celular), foram analisadas 6 subvias em
funcao das doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy. Nestas subvias, ndo foram observadas
alteragdes significativas relacionadas a atividade e diversidade relativa em nenhuma das
doses investigadas sobre as células imunolégicas em estudo para a subvia E2F Mediated
of Regulation of DNA Replication.

Considerando os dados relacionados aos linfocitos T irradiados com doses de 150,
300 e 600 cGy, a Tabela 3 apresenta os resultados associados a atividade (nd) e
diversidade relativa (ha) das subvias considerando o tempo de observagao de 6 e 24
horas apos a irradiagdo. Para a dose de 150 cGy, foi observado alteracdo em apenas
uma subvia, havendo a diminuigéo da diversidade relativa de S Phase (p>0,95) em 24 h,
enquanto as demais subvias nao sofreram alteragdes. Considerando a dose de 300 cGy,
houveram apenas aumentos significativos para a atividade relativa (p<0,05) nas subvias
Cell Cycle Checkpoints (em 6h), S Phase (em 6h), Depostion of New CENPA-Containing

nucleosomes at the centromere (em 6 e 24h), Extension of Telomeres (em 6h) e
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Packaging of Telomere ends (em 6 e 24h), enquanto para a diversidade relativa foram
identificados apenas diminuigbes significativas (p>0,95) nas subvias Cell Cycle
Checkpoints (em 24h), S Phase (em 24h) e Extension of Telomeres (em 6 e 24h). Para a
dose de 600 cGy houveram aumentos significativos para a atividade relativa (p<0,05) nas
subvias Cell Cycle Checkpoints (em 6h), S Phase (em 6h), Depostion of New CENPA-
Containing nucleosomes at the centromere (em 24h), Extension of Telomeres (em 6h) e
Packaging of Telomere ends (em 6 e 24h), enquanto para a diversidade relativa foram
identificados aumentos significativos para as subvias Depostion of New CENPA-
Containing nucleosomes at the centromere (em 24h) e Packaging of Telomere ends (em
24h) e diminuig¢des significativas (p>0,95) nas subvias Cell Cycle Checkpoints (em 24h),

S Phase (em 24h) e Extension of Telomeres (em 6 e 24h).

Tabela 3 - Resposta da via Cell Cycle, considerando as doses de 150, 300 e 600 cGy sobre
linfécitos T irradiados. O aumento no valor da atividade (nq) e diversidade relativa (hq) é
identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo () relaciona-se com a
diminuigao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes significativas para
determinada dose e tempo de observagao.

Via Cell Cycle Dose
150 cGy 300 cGy 600 cGy

Subvias 6h 24h 6h 24h 6h 24h

Na ha Na ha Na | ha Na ha Na ha Na ha
Cell Cycle Checkpoints - - - - 1 - - ! 1 - - !
S Phase - - - ! 1 - - ! 1 - - !
E2F mediated of Regulation of DNA ) ) ) )
Replication
Depostion of New CENPA-Containing
nucleosomes at the centromere ) ) T - 1 1 !
Extension of Telomeres - - - - 1 ! - ! 1 l - 1
Packaging of Telomere ends - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1

Para os resultados dos linfocitos B irradiados com doses de 1000 cGy, conforme
tabela 4, houve aumento significativo (p<0,05) apenas da atividade relativa nas subvias
Cell Cycle Checkpoints e S Phase apds 2 horas da irradiagdo. Considerando essa dose,
nao foram observadas alterag¢des significativas na diversidade relativa em nenhuma outra

subvia considerada no estudo.
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Tabela 4 - Resposta da via Cell Cycle, considerando as doses de 1000 cGy sobre linfécitos B
irradiados. O aumento no valor da atividade (n.) e diversidade relativa (hy) é identificado por
setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo (|) relaciona-se com a diminuigdo destes
valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteracdes significativas para determinada dose
e tempo de observacgao.

Via Cell Cycle Dose

1000 cGy
Subvias 2h 6h
Na ha Na ha
Cell Cycle Checkpoints 1 - - -
S Phase 1 - - -
E2F mediated of Regulation of DNA - - - -
Replication
Depostion of New CENPA-Containing | - - - -
nucleosomes at the centromere
Extension of Telomeres - - - -

Packaging of Telorere ends - - - -

Considerando as doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy, os resultados relacionados
as subvias Depostion of New CENPA-Containing nucleosomes at the centromere,
Extension of Telomeres e Packaging of Telomere ends mostram alteragdes significativas
para atividade e diversidade relativa nas doses intermediarias 300 e 600 cGy. Entretanto,
para as doses minima de 150 cGy e maxima de 1000 cGy, ndo se observou alteragdes
significativas nestas vias, que atuam durante a manutencéo do cromossomo.

Observou-se que apenas a dose de 150 cGy nao alterou significativamente
(p<0,05) a atividade relativa das subvias Cell Cycle Checkpoints e S Phase. Entretanto,
um aumento significativo (p<0,05) da atividade relativa foi observado nessas vias para
as doses de 300, 600 e 1000 cGy. Essas subvias estao relacionadas a divisdo celular
durante o processo de mitose. A subvia Cell Cycle Checkpoints possui a fungao de
verificar a integridade do genoma nos pontos de checagem, para garantir a fidelidade da
duplicagcdo cromossOmica durante o processo de mitose. Assim, considerando essas
subvias, esses resultados indicam que 300, 600 e 1000 cGy ativam os mecanismos de
conservagao do genoma.

Em estudos recentes, Souza (2019) analisou a agéo da dose de 1000 cGy sobre
linfécitos B na modulacdo das vias do ciclo celular usando dados armazenados na
plataforma Ontocancro e Reactome. Souza observou o aumento significativo (p<0,05) de
expressao genética das subvias Cell Cycle Checkpoints e S Phase, em comum acordo
com os resultados apresentados para estas subvias no presente estudo.
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4.3 Anadlise da Via DNA Repair

Considerando a via DNA Repair, foram analisadas 5 subvias em fung¢ao das doses
de 150, 300, 600 e 1000 cGy. De acordo com os resultados gerais, ndo foram observadas
alteracdes significativas da atividade e diversidade relativas em nenhuma das doses
investigadas sobre as células imunoldgicas em estudo para 2 subvias, as quais séao: DNA
Damage Reversal e Fanconi Anemia Pathway.

Para os resultados relacionados as células T irradiadas com as doses de 150, 300
e 600 cGy, considerando o tempo de observagao apds 6 e 24 horas, identificou-se que
para a dose de 150 cGy nao houve alteragcbes significativas para nas 5 subvias
analisadas. Conforme resultados apresentados na Tabela 5, para as doses de 300 e 600
cGy, houve aumento significativo da atividade relativa (p<0,05) apenas para a subvia
Nucleotide Excision Repair (em 6h), enquanto para a diversidade relativa houve aumento
significativo para a subvia Recruitment and ATM-mediated phosphorylation of repair and
signaling proteins (em 24h) e diminuicao da diversidade relativa (p>0,95), para as subvias

Nucleotide Excision Repair (em 24h) e DNA Damage Bypass (em 24h).

Tabela 5 - Resposta da via DNA Repair, considerando as doses de 150, 300 e 600 cGy sobre
linfécitos T irradiados. O aumento no valor da atividade (nq) e diversidade relativa (hq) é
identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo (|) relaciona-se com a
diminuigao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes significativas para
determinada dose e tempo de observacgao.

Via DNA Repair Dose

150 cGy 300 cGy 600 cGy
Subvias 6h 24h 6h 24h 6h 24h

Na hu Na ha Na ha Na ha Na hu Na hu
DNA Damage Reversal - - - - - - -

Recruitment and ATM-mediated

phosphorylation of repair and - - - - - - - 0 - - - 1
signaling proteins

Nucleotide Excision Repair - - - - 1 - - ! 1 - - 1
DNA Damage Bypass - - - - - - - ! - - - !

Fanconi Anemia Pathway - - - - - - -

De acordo com os resultados obtidos para a via DNA Repair em relagdo a dose
de 1000 cGy de irradiagao em linfécitos B, conforme na Tabela 6, ndo houve alteragdes

significativas para atividade e diversidade relativa em nenhuma das 5 subvias analisadas.
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Tabela 6 - Resposta da via DNA Repair considerando as doses de 1000 cGy sobre linfocitos B
irradiados. O aumento no valor da atividade (n.) e diversidade relativa (hy) é identificado por
setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo (|) relaciona-se com a diminuigdo destes
valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteracdes significativas para determinada dose
e tempo de observacgao.

Via DNA Repair Dose
1000 cGy
Subvias 2h 6h
Na ha Na | ha

DNA Damage Reversal - - - -

Recruitment and ATM-mediated - - - -
phosphorylation of repair and
signaling proteins

Nucleotide Excision Repair - - - -

DNA Damage Bypas - - - -

Fanconi Anemia Pathway - - - -

Para essa via, considerando as doses de irradiagao sobre as células imunolégicas
analisadas, observou-se um aumento significativo (p<0,05) da atividade relativa da
subvia Nucleotide Excision Repair para as doses intermediarias de 300 e 600 cGy. Esse
resultado indica a ativacdo dessa subvia. Por outro lado, ndo se observou alteragao
nessa subvia considerando-se as doses de 150 e 1000 cGy. Ainda para esta subvia, nas
doses intermediarias, observou-se a diminui¢ao significativa (p>0,95) da diversidade
relativa. De acordo com esses resultados, a subvia Nucleotide Excision Repair € ativada
pela irradiacédo, apesar da inibicdo da expressdo de algum grupo especifico de genes
que compdem a Via. Da mesma forma, para as doses intermediarias, observou-se um
aumento significativo (p<0,05) da diversidade relativa para a subvia Recruitment and
ATM-mediated phosphorylation of repair and signaling proteins, que identificam a
ativagdo em algum grupo de genes, mas néo o bastante para induzir a ativagao da subvia
como um todo. Entretanto, para a subvia DNA Damage Bypass, observou-se a
diminuicao significativa (p>0,95) da diversidade relativa e isso monstra a inibigcdo de
algum grupo de genes, mas nao o suficientemente para inibir a subvia.

A subvia DNA Damage Reversal age sobre enzimas carcinogénicas e
imunossupressoras, no intuito de reverter a agao danosa ao DNA, enquanto a subvia
DNA Damge Bypass tolera certos danos e n&o realiza a reversao. A subvia Fanconi
Anemia Pathway atua no reparo de ligagdes cruzadas entre cadeias de DNA, enquanto
a subvia Recruitment and ATM-mediated phosphorylation of repair and signaling proteins
atua em resposta a quebra de fita dupla do DNA, em decorréncia dos processos

biolégicos de interagdo da radiagdo com a matéria. A subvia Nucleotide Excision Repair
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age na reparacgao da sintese do DNA e da restauracéo da fita de DNA.

Desta forma entende-se que para as subvias nao alteradas, em fungao das doses
analisadas, os mecanismos de manutengdo do genoma n&o foram modificados, mas
compreende-se que para as subvias DNA Damage Reversal e Fanconi Anemia Pathways
eram esperadas modificagdes significativas devido a atuagao danosa da radiagdo. Assim,

mais investigagdes sobre estes mecanismos precisam elucidados.

4.4 Anadlise da Via DNA Replication

Para a via DNA Replication, foram analisadas 5 subvias. De acordo com os
resultados obtidos para as doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy, apenas a subvia DNA
Replication Initiation n&o apresentou alterag¢des significativas em resposta a estas doses.

Analisando os resultados dos linfocitos T irradiados, conforme apresentado na
tabela 7, para a dose de 150 cGy, houve apenas a diminuigcdo da atividade relativa
(p>0,95) na via Ativation of the Pre-Replicative Complex apds 6h da exposi¢ao, enquanto
para demais vias analisadas ndao houve ocorréncia de modificacbes para esta dose.
Considerando a dose de 300 cGy, observou-se o aumento significativo da atividade
relativa (p<0,05) nas subvias Assembly of the Pre-Replicative Complex e Switching of
origins to a post-replicate state, apds 6h, e diminuigao significativa da diversidade relativa
(p>0,95) na via DNA Strand Elongation, apds 24h da irradiagdo. Para a dose de 600 cGy,
houve aumento significativo da atividade relativa na subvias Assembly of the Pre-
Replicative Complex, Switching of origins to a post-replicate state e DNA Strand
Elongation, apds 6h da irradiacdo, enquanto para diversidade relativa observou-se a

diminuicao significativa na subvia DNA Strand Elongation, apds 24h da irradiagéo.
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Tabela 7 - Resposta da via DNA Replication, considerando as doses de 150, 300 e 600 cGy
sobre linfocitos T irradiados. O aumento no valor da atividade (nq) e diversidade relativa (hq) €
identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo () relaciona-se com a

diminuigao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes significativas para
determinada dose e tempo de observacéo.

Via DNA Replication Dose

150 cGy 300 cGy 600 cGy

Subvias 6h 24h 6h 24h 6h 24h

Na ha Na ha Na ha Na ha Na ha Na ha

Assembly of the Pre-Replicative
Complex ) ) ) ) t ) ) ) t ) ) )

Ativation of the Pre-Replicative
Complex l
DNA Replication Initiation - -

Switching of origins to a post-
replicate state - - - - 1 - - - 1

DNA Strand Elongation - -

Considerando a dose de 1000 cGy usada na irradiagao de linfécitos B, conforme
Tabela 8, observou-se o aumento significativo (p<0,05) da atividade relativa em 4
subvias: Assembly of the Pre-Replicative Complex, Ativation of the Pre-Replicative
Complex, Switching of origins to a post-replicate state e DNA Strand Elongation. Esses
resultados referem a observacgdes apds 2 horas da irradiagdo. Para essa dose de 1000
cGy, nao foram observadas alteracbes considerando-se a diversidade relativa

associadas a essas subvias.

Tabela 8 - Resposta da via DNA Replication considerando as doses de 1000 cGy sobre
linfécitos B irradiados. O aumento no valor da atividade (na) e diversidade relativa (ha) é
identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo () relaciona-se com a
diminuicao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes significativas para
determinada dose e tempo de observacgao.

Via DNA Replication Dose
1000 cGy

Subvias 2h 6h

Na ha Na ha
Assembly of the Pre-Replicative
Complex ! ) ) )
Ativation of the Pre-Replicative
Complex complexo pré-replicativo t . ) )

DNA Replication Initiation - -

Switching of origins to a post-
replicate state t

DNA Strand Elongation 1 -

Nas subvias Assembly of the Pre-Replicative Complex e Switching of origins to a
post-replicate state, ndo se observou aumento significativo da atividade relativa (p<0,05),

apenas para dose minima analisada (150 cGy), ao contrario das demais doses (300, 600
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e 1000 cGy), que ocasionaram um aumento significativo da atividade relativa destas vias.
Na via DNA Strand Elongation, as maiores doses, de 600 e 1000 cGy, induziram aumento
da atividade relativa (p<0,05), enquanto observou-se em diminuigdo (p>0,95) da
diversidade relativa para as doses intermediarias de 300 e 600 cGy. Entretanto, para a
subvia Ativation of the Pre-Replicative Complex, observou-se a diminuigdo da atividade
relativa (p>0,95) na dose de 150 cGy e, ao contrario, um aumento desta atividade para
a dose de 1000 cGy.

De acordo com esses resultados obtidos, observou-se que a quantidade de

subvias ativadas associadas a via DNA Replication aumentam com o aumento da dose.

4.5 Analise da Via Programmed Cell Death

Considerando a via Programmed Cell Death, foram investigadas a resposta a
irradiacéo de 5 subvias. De acordo com os dados apresentados na Tabela 9, a irradiagao
nao alterou a resposta apenas da subvia Apoptotic Execution Phase.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, observou-se um aumento
da atividade relativa (p<0,05) causada pela dose de 150 cGy das subvias Caspase
Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway (em 6 e 24h), Intrinsic Pathway for
Apoptosis (em 6h) e RIPK1-mediated regulated necrosis (em 6 e 24h). Considerando a
diversidade relativa, observou-se apenas o aumento significativo para a subvia RIPK1-
mediated regulated necrosis (em 6 e 24h). Para a dose de 300 cGy, observou-se o
aumento significativo (p<0,05) das atividades relativas das subvias Caspase Activation
via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway (em 6h), Intrinsic Pathway for Apoptosis (em
6h), Regulation of Apoptosis (em 6h) e RIPK1-mediated regulated necrosis (em 6h).
Considerando a diversidade relativa, observou-se o aumento significativo para a subvia
RIPK1-mediated regulated necrosis (em 6h) e diminuicdo significativa da subvia
Regulation of Apoptosis (em 24h). Para a dose de 600 cGy, observou-se o aumento
significativo (p<0,05) da atividade relativa das vias Caspase Activation via Extrinsic
Apoptotic Signalling pathway (em 6h), Intrinsic Pathway for Apoptosis (em 6h), Regulation
of Apoptosis (em 6h) e RIPK1-mediated regulated necrosis (em 6h). Considerando a
diversidade relativa, observou-se apenas a diminuicdo significativa da subvia Caspase
Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway (em 24h).
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Tabela 9 - Resposta da via Programmed Cell Death, considerando as doses de 150, 300 e 600
cGy sobre linfécitos T irradiados. O aumento no valor da atividade (nq) e diversidade relativa
(ho) € identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo () relaciona-se

com a diminuicao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes
significativas para determinada dose e tempo de observacgao.

Via Programmed Cell Death Dose

150 cGy 300 cGy 600 cGy
Subvias 6h 24h 6h 24h 6h 24h

Na ha Na ha Na ha Na ha Na ha Na ha

Caspase Activation via Extrinsic
Apoptotic Signalling pathway 1 ) 1 ) T - ) ) ! ) ) l

Apoptotic Execution Phase - - - - - - - - - -

Intrinsic Pathway for Apoptosis 1 - - - 1 - - - 0 - - -
Regulation of Apoptosis - - - - 1 - - ! 1 - - -
RIPK1-mediated regulated necrosis 1 1 1 1 1 1 - - 1 - - -

Na investigagcao dos efeitos da dose de 1000 cGy em linfocitos B, observou-se o
aumento significativo (p<0,05) da atividade relativa da subvia Intrinsic Pathway for
Apoptosis apds 2 horas da irradiacdo. Para demais subvias associadas a via
Programmed Cell Death, ndo foram observadas alteragao significavas para a atividade e
diversidade relativa para esta dose. Em um estudo recentes, os resultados obtidos
considerando a resposta da via Programmed Cell Death para dose de 1000 cGy em
linfocitos B irradiados, Souza (2019) observou o aumento significativo (p<0,05) na
expressao genética da subvia Intrinsic Pathway for Apoptosis, enquanto para as subvias
Regulation of Apoptosis e Apoptotic Execution Phase nao foram observadas alteragoes

significativas. Os achados do presente estudo estdo em conformidade com esses
resultados.

Tabela 10 - Resposta da via Programmed Cell Death considerando as doses de 1000 cGy
sobre linfocitos B irradiados. O aumento no valor da atividade (na) e diversidade relativa (ha) é
identificado por setas direcionadas para cima (1), enquanto para baixo (|) relaciona-se com a
diminui¢ao destes valores. O simbolo (-) identifica as subvias sem alteragdes significativas para
determinada dose e tempo de observacgao.

Via Programmed Cell Death Dose
1000 cGy
Subvias 2h 6h
Na | ha Na | ha

Caspase Activation via Extrinsic - - - -
Apoptotic Signalling pathway
Apoptotic Execution Phase - - - -

Intrinsic Pathway 1 - - -

Regulation of Apoptosis - - - -

RIPK1-mediated regulated necrosis - -
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Os resultados relacionados a via Programmed Cell Death, para a irradiagao com
doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy dos linfocitos T e B irradiados, observou-se que a
subvia Intrinsic Pathway for Apoptosis apresentou aumento significativos (p<0,05) da
atividade relativa. A subvia Regulation of Apoptosis apresentou aumento significativo
(p<0,05) da atividade relativa somente para as doses de 300 e 600 cGy.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, a subvia RIPK1-mediated
regulated necrosis apresentou aumento significativo (p<0,05) tanto para atividade como
para a diversidade relativa em 150 cGy (6 e 24h ap0és a irradiagéo). Para a dose de 300
cGy, observou-se o aumento significativo (p<0,05) da atividade e diversidade relativa
apenas apo6s 6 horas apds a irradiacdo. Considerando-se a dose de 600 cGy, houve
aumento significativo (p<0,05) apenas da atividade relativa quando observada 6 horas
apos irradiagao.

As subvias Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway,
Apoptotic Execution Phase, Intrinsic Pathway for Apoptosis e Regulation of Apoptosis sao
vias relacionadas ao processo de morte celular programa por apoptose, enquanto a
subvia RIPK1-mediated regulated necrosis atua na regulagdo da necrose. A ativagéo da
subvia Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway estimula a
sinalizagao para apoptose, ao contrario, com a inibicdo, conduz para a sinalizacdo de
necrose. A subvia Intrinsic Pathway for Apoptosis realiza resposta sobre varios tipos de
estresse intracelular, que incluem a supressao do fator de crescimento, dano ao DNA,
estimulacdo do receptor de morte, por exemplo. Fatores apoptéticos na ativacdo de
proteinas, da subvia Intrinsic Pathway, induzem a fragmentacdo do DNA e
consequentemente a morte celular por meio da subvia Caspase Activation via Extrinsic
Apoptotic Signalling pathway. Observando a relagdo dos resultados para estas subvias,
identificou-se que a subvia RIPK1-mediated regulated necrosis também sofre aumento
da ativagao em paralelo as subvias Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling
pathway e Intrinsic Pathway for Apoptosis.

Pelo que foi exposto, de acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 9 e
10, € mais evidente que a irradiagao ativa a via Via Programmed Cell Death quando se

considera os efeitos produzidos pelas doses de 300 e 600 cGy.

4.6 Analise da Via Signal Transduction

Para a via Signal Transduction investigou-se unicamente a subvia TNF signalling,
operante na sinalizagao de receptor de morte. Em relacdo as doses administradas em
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linfocitos T e B (150, 300, 600 e 1000 cGy) nao foram identificadas alteragdes
significativas de atividade e diversidade relativa em nenhuma destas situacbes. Desta
forma, entende-se que, para este resultado, a via conservou 0 seu mecanismo de
atuagao sem induzir aumentos significativos da expressao dos genes e da ativagédo da
via, ou inibir o seu funcionamento. Os resultados encontrados para esta subvia, em
funcao da dose de 1000 cGy, estdo em concordancia com resultados obtidos por Souza
(2019).

4.7 Aspectos Gerais da Ativagao das Vias

Conforme secéo 2.6, a atividade relativa representa a alteragdo de uma via como
um todo, enquanto a diversidade relativa representa a alteragdo em um conjunto
especifico de genes desta via. Desta forma, o aumento da atividade esta associado a
ativacdo da via, enquanto a diminuicdo da atividade corresponde a inibicdo desta
ativacao.

De acordo com os resultados do presente estudo, considerando os valores da
atividade relativa obtidos para a dose de 150 cGy, observou-se que a radiagao ativou o
total de 3 subvias associadas aos mecanismos de manutengdo do genoma: Caspase
Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway, Intrinsic Pathway for Apoptosis e
RIPK1-mediated regulated necrosis. Para a subvia Ativation of the Pre-Replicative
Complex identificou-se a inibicdo de sua ativacdo. Considerando os resultados da
diversidade relativa, houve modulacdo positiva na subvia RIPK1-mediated regulated
necrosis € modulagao negativa na subvia S Phase, enquanto para demais subvias nao
foram identificadas alteragdes significativas na diversidade relativa. Desta forma, para
doses de 150 cGy, houve modulagao positiva da resposta de 3 subvias relacionadas a
Via Programmed Cell Death e modulagcado negativa em 1 (uma) subvia relacionada a via
DNA Replication.

Em relacédo a dose de 300 cGy, para os resultados obtidos de atividade relativa,
identificou-se que a radiacao ativou positivamente o total de 12 subvias associadas aos
mecanismos de manutencao do genoma: Cell Cycle Checkpoints, S Phase, Depostion of
New CENPA-Containing nucleosomes at the centromere, Extension of Telomeres,
Packaging of Telomere ends, Nucleotide Excision Repair, Assembly of the Pre-Replicative
Complex, Switching of origins to a post-replicate state, Caspase Activation via Extrinsic
Apoptotic Signalling pathway, Intrinsic Pathway for Apoptosis, Regulation of Apoptosis e
RIPK1-mediated regulated necrosis. Considerando os resultados da diversidade relativa,
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houve modulacdo positiva da resposta das subvias Recruitment and ATM-mediated
phosphorylation of repair and signaling proteins e RIPK1-mediated regulated necrosis.
Considerando as subvias Cell Cycle Checkpoints, S Phase, Extension of Telomeres,
Nucleotide Excision Repair, DNA Damage Bypass e Regulation of Apoptosis, observou-
se modulagdes negativas da resposta. Assim, a irradiagédo causou a modulacéo positiva
da resposta de 5 subvias da via Cell Cycle: 1 (uma) subvia relacionada a via DNA Repair,
2 subvias associadas a via DNA Replication e 4 subvias associadas a via Programmed
Cell Death. Isso resultou na ativacdo de 12 subvias relacionadas aos mecanismos de
manuteng¢ao do genoma para a dose de 300 cGy.

Para a dose de 600 cGy, considerando os resultados obtidos para a atividade
relativa, observou-se que a radiagao ativou positivamente a resposta de 13 subvias
associadas aos mecanismos de manutencdo do genoma: Cell Cycle Checkpoints, S
Phase, Depostion of New CENPA-Containing nucleosomes at the centromere, Extension
of Telomeres, Packaging of Telomere ends, Nucleotide Excision Repair, Assembly of the
Pre-Replicative Complex, Switching of origins to a post-replicate state, DNA Strand
Elongation, Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway, Intrinsic
Pathway for Apoptosis, Regulation of Apoptosis e RIPK1-mediated regulated necrosis.
Considerando os resultados da diversidade relativa, observou a modulagao positiva da
resposta das subvias Packaging of Telomere ends e Recruitment and ATM-mediated
phosphorylation of repair and signaling proteins. Para as subvias Cell Cycle Checkpoints,
S Phase, Depostion of New CENPA-Containing nucleosomes at the centromere,
Extension of Telomeres, Nucleotide Excision Repair, DNA Damage Bypass, DNA Strand
Elongation e Caspase Activation via Extrinsic Apoptotic Signalling pathway, observou-se
a modulagcdo negative da resposta. Assim, a irradiagdo modulou positivamente a
resposta de 5 subvias relacionadas a via Cell Cycle: 1 (uma) subvia associada a via DNA
Repair, 3 subvias da via DNA Replication e 4 subvias da via Programmed Cell Death.
Desta forma, foram ativadas 13 subvias associadas aos mecanismos de manutengao do
genoma para a dose de 600 cGy.

Considerando os valores da atividade relativa obtidos para a dose de 1000 cGy,
observou-se que a irradiacdo ativou positivamente a resposta de 7 subvias associadas
aos mecanismos de manutencdo do genoma: Cell Cycle Checkpoints, S Phase,
Assembly of the Pre-Replicative Complex, Ativation of the Pre-Replicative Complex,
Switching of origins to a post-replicate state e DNA Strand Elongation, Intrinsic Pathway
for Apoptosis. Para esta dose, ndo se observou outras alteragdes significativas. Desta
forma, para doses de 1000 cGy, houve modulagédo positiva da resposta de 2 subvias
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relacionadas a via Cell Cycle, 4 associadas a via DNA Replication e 1(uma) subvia
associada a via Programmed Cell Death.

De acordo com a literatura, ha evidéncias que indicam padrdes de dose-
dependéncia da ativagao da resposta imunoldgica pela irradiacdo. Doses inferiores a 0,1
Gy influenciam a acao de efeitos anti-inflamatérios, enquanto no intervalo de 0,1 Gy a
1,0 Gy promovem a expressado de citocinas pro-inflamatéria (RUBNER et al., 2012;
POCKLEY, 2012; HELLWEG, 2015). Para doses superiores a 1,0 Gy, sdo geradas as
respostas imunoldgicas e acdes antitumorais radioinduzidas (POCKLEY, 2012; MARIN
et al., 2015; RODEL et al., 2015). Silveira e colaboradores (2020), observaram que a
dose de 300 cGy é mais eficiente para estimular o sistema imunoldgico em relacao a
dose de 150 e 600 cGy. Ribeiro e colaboradores (2017) observaram que o sistema
imunologico pode ser ativado por doses elevadas, como 1000 cGy. Usando a mesma
metodologia desses estudos para a determinacao da ativagao das vias, foi observado no
presente estudo que a irradiacdo € mais eficiente para ativar os mecanismos de
manutengao do genoma quando se considera doses intermediarias, como 300 e 600 cGy.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar os efeitos das radiacdes

ionizantes nos mecanismos associados a conservagao do genoma.
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5 CONCLUSOES

Estudos sobre os efeitos bioldgicos produzidos pelo uso das radiagdes
ionizantes no tratamento do cancer mostram a ativagao da resposta imunoldgica sobre
0 microambiente tumoral. O modelo matematico proposto para calcular atividade e a
diversidade relativas permite descrever o comportamento de vias e genes em tecidos
tumorais através do uso de dados publicos de transcriptomas. Esta abordagem
metodoldgica foi utilizada no presente estudo para elucidar o comportamento de vias
relacionados ao mecanismo de manutengdo do genoma em resposta a irradiagcao
considerando as doses de 150, 300, 600 e 1000 cGy em linfécitos B e T relacionados
ao sistema imunolégico. No presente estudo, foram selecionadas 22 subvias que
compdem 5 vias para representar os mecanismos de manutengdo do genoma. De
acordo com os resultados obtidos, observou-se que a irradiagdo modulou de forma
positiva a resposta de 3 subvias para a dose de 150 cGy, 12 subvias para a dose de
300 cGy, 13 subvias para a dose de 600 cGy e 7 subvias para a dose de 1000 cGy.
Portanto, as doses intermediarias de 300 e 600 cGy sdo mais relevantes para a
ativacdo dos mecanismos de conservagao do genoma em comparagao as doses de
150 e 1000 cGy.

Estudos recentes sugerem a relagéo de dependéncia entre a dose de irradiagéo
e a expressdo de genes e vias associadas ao sistema imunoldgico, indicando que
doses de 150 cGy podem nao ser suficiente para a ativagao deste sistema, enquanto
efeitos de imunossupressao sao relevantes considerando a dose de 600 cGy. Nesse
contexto, é importante a determinagdo da magnitude do efeito dessas doses na
conservagao do genoma. Neste estudo, considerou-se doses que podem ser usadas
na rotina de hospitais, por exemplo. Os efeitos bioldgicos investigados neste estudo
sao relevantes para elucidar a resposta dos mecanismos de manutengdo do genoma
a irradiagdo, mas isso nao exclui a necessidade de mais estudos para melhor

esclarecer os efeitos biolégicos produzidos pelas radiagdes ionizantes.
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