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Resumo

Abstract

Objetivo: Neste estudo foi investigado o comportamento in vitro de linhagem de adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231), radiorresis-
tente, e de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) frente a diferentes doses de radiagao, taxas de dose e cinética de
tempo pos-irradiagdo, considerando o interesse para a radioterapia clinica.

Materiais e Métodos: As linhagens foram irradiadas com Co-60, com 2 e 10 Gy, em duas taxas de exposi¢ao distintas, 339,56
cGy.min~t e um quarto da primeira, presentes em um periodo de 10 anos da cobaltoterapia, respectivamente. Coletas pos-irradiagéo
foram realizadas em cinética pré-estabelecida de 24, 48 e 72 horas. Avaliou-se a resposta da densidade dptica em ensaio de viabili-
dade e foi feita uma analise morfologica.

Resultados: Células PBMC, sensiveis a radiagéo, apresentaram diminuicdo da viabilidade a 2 Gy e fortemente a 10 Gy em ambas as
taxas de dose. Células MDA-MB-231 apresentaram diminui¢do da viabilidade apenas com dose e taxa de doses elevadas. Os resulta-
dos também demonstraram expansao clonal de MDA-MB-231 em baixa dose e taxa de dose pos 48-72 horas pds-irradiagao.
Conclusao: Baixa taxa de dose apresenta possivel impacto clinico de reducdo do controle tumoral de linhagens radiorresistentes em
cancer de mama em cobaltoterapia.

Unitermos: Radiagao; MDA-MB-231; PBMC; LET; Dose; Taxa de dose.

Objective: In the present study, the authors investigated the in vitro behavior of radio-resistant breast adenocarcinoma (MDA-MB-231)
cells line and radiosensitive peripheral blood mononuclear cells (PBMC), as a function of different radiation doses, dose rates and post-
irradiation time kinetics, with a view to the interest of clinical radiotherapy.

Materials and Methods: The cells were irradiated with Co-60, at 2 and 10 Gy and two different exposure rates, 339.56 cGy.min and
the other corresponding to one fourth of the standard dose rates, present over a 10-year period of cobalt therapy. Post-irradiation sampling
was performed at pre-established kinetics of 24, 48 and 72 hours. The optical density response in viability assay was evaluated and a
morphological analysis was performed.

Results: Radiosensitive PBMC showed decrease in viability at 2 Gy, and a more significant decrease at 10 Gy for both dose rates. MDA-
MB-231 cells presented viability decrease only at higher dose and dose rate. The results showed MDA-MB-231 clone expansion at low
dose rate after 48-72 hours post-radiation.

Conclusion: Low dose rate shows a possible potential clinical impact involving decrease in management of radio-resistant and radiosensitive
tumor cell lines in cobalt therapy for breast cancer.
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légica das células vivas é alterada, resultando em crescimento
anormal e incontrolavel de determinado 6rgdo ou tecido'.
A nocgéo de que o cancer provém do descontrole dos meca-
nismos de divisdo celular é relativamente recente. Sabe-se
que a divisdo celular é controlada por uma rede de sinais
que atuam em sinergia, determinando o momento exato da
divisdo, a sua frequéncia e como os erros ocorridos podem
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ser reparados. Mutagdes em um ou mais segmentos dessa
rede podem desencadear crescimentos anormal neopldsico.
No entanto, é pouco provavel que uma tnica alteragio ge-
nética ou um tnico agente explique o cancer.

Os estudos sobre o cancer de mama sdo caracterizados
por esfor¢os prodigiosos e enormes gastos ptblicos e priva-
dos. No que se refere aos estudos de suas causas, tém sido,
em grande parte, de caréter epidemiol6gico, com o suporte
de técnicas experimentais em biologia celular e molecu-
lar®3). A radioterapia representa parte integrante do trata-
mento primdrio conservador do carcinoma mamario, com
o objetivo de se obter um melhor controle tumoral in situ'®>).
O objetivo da radioterapia moderna é alcancar um indice
terapéutico favoravel, levando células malignas a perderem
a sua clonogenicidade, a0 mesmo tempo em que preserva as
funcdes dos tecidos normais. Nos protocolos de radiotera-
pia utilizados no tratamento do cAncer de mama esta a expo-
sicdo da mama a dois campos opostos tangenciais, em fra-
coes de 1,8 a 2,0 Gy didrios, cinco dias semanais, em mul-
tiplas fracdes até o actimulo de 45 a 50 Gy'®. Os espectros
energéticos empregados envolvem feixes gerados de acele-
radores lineares de 4 e 6 MV, ou por Co-60. O Co-60 decai
em emissao beta em Ni-60, com uma meia-vida de 5,2714
anos, emitindo raios gamas com energias de 1,17 MeV e 1,33
MeV®. Apés uma década, a taxa de dose reduz para um
quarto. Em razio das dificuldades encontradas na substitui-
cdo da fonte selada de Co-60 nos sistemas de cobaltotera-
pia, é comum encontrarmos centros de radioterapia cujo
aparelho tem sua atividade, e consequentemente, a taxa de
dose reduzida pelo tempo de uso do aparelho. Na cobaltote-
rapia, a dose prescrita do tratamento pode ser ajustada com
o tempo de exposicdo; entretanto, ndo é possivel corrigir a
taxa de dose durante o tratamento. J4 é conhecido na litera-
tura que a sobrevida das linhagens cancerosas imortalizadas
altera nio s6 com a cinética de dose, mas também com a
variacdo da taxa de dose. E consenso dos fisicos médicos que
variacdes da taxa de dose encontradas na aplicacio da co-
baltoterapia no periodo de uma década nio influenciariam
o tratamento, apesar de que, em termos radiobiol6gicos,
alteragio na clonogenicidade celular é observada em fun¢io
da taxa da dose absorvida‘®.

As radiacdes podem ser classificadas de acordo com a
densidade de eventos ionizantes que provocam em um vo-
lume de tecido. A radia¢do gama é considerada de baixa trans-
feréncia linear de energia (linear energy transference — LET),
ou seja, possui uma densidade de ionizacdo esparsa. O uso
de radiaciio de baixa LET é um importante instrumento no
tratamento do cancer. Os mecanismos de reparo do DNA,
consequentemente recuperacio da habilidade clonogénica,
ap6s irradiacdo com baixa LET devem ser investigados para
o entendimento dos resultados da radioterapia clinica”.

A radiacdo ionizante, empregada na radioterapia de
mama, ao interagir com os tecidos vivos, causa diversos danos
celulares. Os danos podem ser adequadamente reparados,
tornando-se inécuos, ou inapropriadamente levando a mu-
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tacdes com seus possiveis efeitos carcinogénicos, ou ser tdo
graves que levem a morte celular®. Uma melhor compreen-
sdo dos mecanismos subjacentes de reparacdo do DNA apdés
radiacoes de baixa e alta LET representa uma prioridade de
investigacdo que visa melhorar o resultado da radioterapia
clinica. Uma ampla variedade de sistemas bioquimicos
celulares ¢ ativada pela radiacdo ionizante. E provavel que
lesoes do DNA desencadeiem uma expressdo génica alte-
rada'®!V. Por exemplo, alteracdes na cinética do ciclo ce-
lular ocorrem, e células podem ser induzidas a paralisacio
do ciclo e mesmo a apoptose"'?, As alteracdes genéticas e
metabdlicas produzidas pela radia¢do ionizante em células
cancerosas sdo complexas e ainda necessitam maior enten-
dimento. Conforme se amplia a compreensao do efeito bio-
légico molecular das radia¢des, também se aumenta a capa-
cidade de manipular esse processo para obtencdo de vanta-
gem terapéutica, com a identificagdo de alvos moleculares
especificos ou alteracdo dos agentes exégenos como dose,
taxa de dose e escolha de particulas de diferentes LETs”.

Vale a pena mencionar que a resposta clinica da radio-
terapia estd relacionado a radiossensibilidade e resisténcia
das células alvos, que estd associada a atividade clonogénica
das linhagens em estudo e sua sensibilidade a radiacao!™!?.
Quanto mais indiferenciado e proliferativo o tecido, mais
sensivel a radiacio, e no outro extremo, quanto mais dife-
renciado e estdvel o tecido, mais resistente. Neste contexto,
eritroblastos e espermatogonias sdo mais sensiveis e células
musculares e nervosas sdo mais resistentes. Entretanto, con-
trapondo a este conceito, linfécitos sdo células diferencia-
das ndo clonogénicas, sendo uma das mais radiossensiveis
do organismo, em razdo da sua suscetibilidade a apoptose
radioinduzida'”. Dentro desse contexto, é importante avaliar
a variacdo da resposta clonogénica de células cancerosas ir-
radiadas, em modelo in vitro sensivel e radiorresistente, em
func¢do da dose de radiacdo recebida e da taxa de dose, no
intervalo do dominio da cobaltoterapia. Dessa forma, é pos-
sivel verificar os efeitos deletérios das radiacdes ionizantes,
de modo a auxiliar no equacionamento da radioterapia a ser
seguido.

Aresolucdo n°® 20 de 2006 da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitdria (Anvisa) regulamenta o funcionamento de
servicos de radioterapia, visando a defesa da satide dos pa-
cientes, dos profissionais e do ptiblico em geral'®. Fla es-
tabelece que equipamentos de telecobalto com taxa de dose
inferior a 50 cGy.min™' devem ser desativados. Estd tam-
bém vedada a instalacio de fontes de Co-60 com taxa de dose
absorvida inferior a 150 cGy.min™', em um meio aquoso a
0,5 cm de profundidade, com distancia fonte-superficie igual
a distancia fonte-isocentro, para um campo de 10 cm X 10 cm
na superficie(B). A investiga¢do do comportamento in vitro
de linhagem de radiorresistente e de radiossensivel frente a
diferentes doses de radiacido e taxas de dose é pertinente
considerando o interesse para a radioterapia clinica, princi-
palmente préximas as faixas de aceitabilidade dos aparelhos
de cobaltoterapia.
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O presente estudo foi subdividido em duas etapas, refe-
rente aos dois tipos de linhagens empregados. A primeira
foi constituida por experimentos utilizando-se o modelo de
cultura celular in vitro, com células mononucleares do san-
gue periférico (peripheral blood mononuclear cells—PBMC),
que conferiu boa eficiéncia para demonstrar a cinética de
viabilidade celular e monitoramento de proliferacao celular
frente a diferentes doses submetidas a duas taxas de dose de
radiacdo. Simultaneamente, os experimentos utilizaram a
linhagem de cAncer de mama MDA-MB-231, também frente
a diferentes doses de radiacdo e duas taxas de dose, sendo
uma o quarto da primeira. Os estudos foram complementa-
dos com anilises morfolégicas em microscopia de luz das
linhagens, controle e irradiadas.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens pré-estabelecidas e manutencao das cul-
turas — Foram empregadas PBMCs e linhagem de adeno-
carcinoma de mama MDA-MB-231. A linhagem de mama
de origem de adenocarcinoma tem morfologia epitelial, deri-
vada de um sitio metastatico. As PBMCs foram obtidas de
voluntérios sauddveis. As culturas celulares foram mantidas
em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos gentamicina (50 pg.uL™") e
estreptomicina (500 mg.mL™), em frascos de cultura T-25
em atmosfera imida contendo 5% de CO, a 37°C. A MDA-
MB-231 confluiu de forma aderente no frasco de cultura.

Separacao das células PBMC — As PBMCs de pacien-
tes foram separadas segundo procedimento descrito por Gaz-
zinelli et al."™. O sangue heparinizado foi aplicado em tubos
de 15 mL, siliconizados, contendo uma mistura de Ficoll-
diatrozato, obtida comercialmente (Organon Teknika Cor-
poration; Durham, NC), na proporc¢do de uma parte de Fi-
coll-diatrozato para duas partes de sangue. A preparacio era
submetida a centrifugacdo por 30 minutos, a 1.400 rpm 2
temperatura ambiente. Ao final da centrifugacio obteve-se um
anel de células mononucleares na interface entre o Ficoll e
o plasma, o qual foi cuidadosamente removido com o auxilio
de pipeta Pasteur e transferido para tubos de fundo conico de
15 mL estéreis (Falcon n° 2070). O volume foi completado
para 15 mL com solu¢io RPMI-1640 (Gibco®) nio suple-
mentado e fez-se outra centrifugacido (10 minutos, 1.200 rpm).
As células foram lavadas por mais duas vezes (10 minutos,
1.200 rpm). Ao final, uma aliquota da suspensao de células
foi coletada e diluida (1:20) em tubo Eppendorf contendo
90 pL de solugdo de Turck, e o numero de células determi-
nado por contagem em cAmara de Neubauer, com o auxilio
de um microscépio 6tico. A concentracio de células foi ajus-
tada para uma suspensio contendo 1,0 x 10° células.mL™
de RPMI-1640 suplementado. Toda manipulacédo das célu-
las foi realizada em condicdes estéreis, em capela de fluxo
laminar (Biological Cabinet BBL modelo 60474).

Controle — O controle foi feito com culturas de PBMCs
e MDA-MB-231 nio irradiadas, mantidas em cultura como
descrito.
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Irradiacdo — As garrafas T-25 contendo as células fo-
ram vedadas com parafilme e transportadas dentro de um
frasco plastico rigido tampado, previamente descontaminado
com élcool a 70%, até o local de irradiacdo. Uma placa de
4 ¢m de material tecido equivalente foi colocada abaixo do
frasco T-25, bem como o meio de cultura foi preenchido
até 5 mm de altura, em relagio a superficie das células ade-
ridas. Este procedimento foi necessério para alcancar o equi-
librio eletronico e garantir as doses prescritas nas células
aderentes. Frascos T-25 de cultura confluentes foram sub-
metidos a irradiacdo com Co-60, aparelho de radioterapia
Gammatron 580. O campo foi 35 x 35 cm? anterior a tem-
peratura ambiente. Apés a exposi¢io, as células retornaram
a incubadora de CO.,.

Cinética de dose — Foram utilizadas doses de 2 e 10 Gy
para células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
e para a linhagem MDA-MB-231. O valor elevado de 10 Gy
foi adotado para que fossem efetivamente observadas varia-
¢des clonogénicas na linhagem radiorresistente MDA-MB-
231, na cinética de tempo e taxa de dose.

Cinética de taxa de dose — Foram empregadas duas
taxas de dose. Uma foi tomada o quarto da primeira, obti-
das pela aproximacio da amostra a ser irradiada da fonte de
Co-60. Assim, uma amostra foi irradiada a uma distancia
fonte-superficie de 103 ¢cm e a outra a 51,5 cm. Duas dis-
tancias foram estabelecidas para gerar duas doses distintas,
pelo fato que a intensidade do feixe é reduzida com o au-
mento da distAncia fonte-superficie. Tempos de exposicdes
distintos definem a dose experimental requerida. As taxas de
dose variam diariamente e suavemente na cobaltoterapia. No
caso, as amostras foram irradiadas a0 mesmo tempo, no
mesmo dia.

Coleta de amostras — Aliquotas de células irradiadas,
homogeneizadas e em suspensio, das culturas de PBMCs e
MDA-MB-231 foram coletadas de garrafas (T-25) confluen-
tes, em triplicatas. As triplicatas de aliquotas de 500 pL fo-
ram coletadas das garrafas T-25 e transferidas para tubos
Eppendorf utilizando-se pipeta automatica. Os tubos Eppen-
dorf foram identificados para realizacdo do teste de MTT (3-
(4,5 dimethylthiazol-2yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide).
Um segundo grupo de amostras foi estocado a —20°C para
posterior investigacdo do perfil de citosinas/fatores de cres-
cimento.

Cinética no tempo — Os frascos de culturas in vitro
que foram submetidos as doses e taxas de dose supracitadas
retornaram para estufa de CO, a 37°C ap6s a irradiacio.
Aliquotas de células irradiadas e ndo irradiadas (controle)
foram coletadas em tempos pré-estabelecidos, em 24, 48 ¢
72 horas pés-irradiacdo, respectivamente.

Avaliac¢ao de viabilidade — Das triplicatas de aliquotas
de distintos tempos de irradia¢io, foram plaqueados 100 pL
de amostra em cada poco, em placas de ELISA —fundo plano
(12 x 8) — e mantidas em incubacdo por 24 horas. Foram
adicionados 20 UL (5 mg.mL™) de MTT em cada poco e as
amostras retornaram para a incubadora onde permaneceram

Radiol Bras. 2015 Mai/Jun;48(3):158-165



Falcéo PL et al. / Aumento de viabilidade de clones radiossensivel e resistente

metabolizando o MTT por 4 horas. Apés a metaboliza¢io,
80 YL foram descartados de cada poco e foram adicionados
80 UL de isopropanol (0,04 M). As placas foram incubadas
por mais 18 horas. A viabilidade celular foi mensurada pela
medida da densidade 6ptica (DO) utilizando a leitora de
andlise de imunoabsorcao por liga¢do enzimatica (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA) no comprimento de
onda de 595 nm. A primeira fileira corresponde ao branco
da leitora de ELISA. As placas foram lidas com o compri-
mento de onda de 595 nm em aparelho de ELISA EIx800.
O teste de viabilidade celular pelo MTT teve como princi-
pio a verificacdo da viabilidade e quantificacio da prolifera-
cdo celular baseada na clivagem do sal tetrazolio (MTT).
Ap6s a incubagdo das células submetidas a esse ensaio, for-
mou-se uma solucédo corante, que é medida por meio da lei-
tora de ELISA, e dessa forma foi possivel correlacionar a
absorbancia com o nimero de células.

Analise estatistica — Foi feita comparagdo intragrupos,
de acordo com duas doses (2 e 10 Gy) e duas taxas de dose
diferentes para cada uma dessas doses. Utilizou-se o teste t
de Student para obtenc¢io da média de DO obtidas nas leitu-
ras. Foi adotado nivel de significancia de 5%. O software
utilizado para as analises foi o SPSS para Windows 7%,

RESULTADOS
Viabilidade de PBMCs apés 2 e 10 Gy por Co-60

De acordo com os calculos realizados, no dia de irradia-
cdo das amostras, as taxas de dose utilizadas foram: taxa
padrio de 339,56 cGy.min™' (X) e um quarto da padrao, de
84,89 cGy.min™' (X/4). Foi realizada uma avaliacio quanti-
tativa da viabilidade celular utilizando as linhagens radios-
sensivel e radiorresistente, respectivamente, com o intuito
de demonstrar que a células vidveis apés a irradiacdo foram
capazes de formar cristais de formazan em torno delas pela
clivagem do sal tetrazélio. Ap6s a incubacio das células sub-
metidas a este ensaio, formou-se uma solu¢do corante, que
foi visualizada em microscépio de luz, conforme pode ser
observado na Figura 1.

Dose de 2 Gy nas taxas padrdo e um quarto da padrio —
A Figura 2 mostra a curva de viabilidade celular avaliada
pelo teste de MTT para a cultura de PBMCs in vitro, de
suspensdo homogeneizada de células de frascos (T-25) de
cultura de PBMCs que foram irradiadas com 2 Gy na taxa
de dose padrio de 339,56 cGy.min™' e de 84,89 cGy.min™".
Os dados mostram uma diminuicio estatisticamente signifi-
cativa (p < 0,05) da DO na dose de 2 Gy em relag¢do ao con-
trole em todos os tempos estudados. Pode-se mostrar tam-
bém uma equivaléncia da redug¢io da sobrevida da linhagem
no tempo de 24 horas para ambas as taxas de dose. E interes-
sante notar que nos tempos pré-estabelecidos foi observado
aumento da proliferacio celular no controle (nfo irradiado),
que pode ser decorrente do processo fisiolégico de replica-
¢do celular (mitose). Entretanto, no tempo de 48 horas, com-
parando a viabilidade celular na taxa de dose padrdo e um
quarto desta, sugere-se que na linhagem radiossensivel os

Radiol Bras. 2015 Mai/Jun;48(3):158-165

Figura 1. Fotografia das culturas submetidas ao teste do MTT apresentando
duas fileiras de pogos com presenga da formagéo do cristal de formazan e ima-
gem de um dos pocos indicando a formagéo de cristais superpostos as células
invidveis.

M Controle PBMC
OPBMC 2 Gy Taxa X
B PBMC 2 Gy Taxa X/4

24h 48 h 72h

Figura 2. Curva de sobrevivéncia determinada pelo teste de MTT, antes e ap6s
exposicao de cultura in vitro de PBMCs na dose de 2 Gy. A barra preta representa
o controle de células néo irradiadas e a barra cinza claro representa cultura irra-
diada com 2 Gy. As células foram irradiadas com a taxa de dose X = 339,56 cGy/
min e X/4. As barras expressam a média de triplicatas e o desvio-padrao para
culturas de PBMCs, irradiadas na dose de 2 Gy e também para o respectivo
controle (ndo irradiado). O sinal * representa diferenca estatisticamente significa-
tiva em relagdo as barras sem o *. (p < 0,05).

efeitos da taxa de dose de radiacio ja podem ser percebidos
pela alteragdo da viabilidade, mostrando que a reducio da
taxa de dose induz maior viabilidade. O mesmo efeito pode
ser observado no tempo de 72 horas, entretanto, de forma
menos pronunciada.

Dose de 10 Gy nas taxas padrio e um quarto da padrao —
A diminuicao da viabilidade celular foi extremamente signi-
ficativa (p < 0,05) nos tempos de 24, 48 e 72 horas, nido
somente em relacio ao controle nio irradiado, mas também
de forma equivalente para as duas taxas de dose, conforme
pode-se observar na Figura 3, tendo o percentual médio de
DO sido reduzido a 7% a 15%, principalmente no tempo de
72 horas, sugerindo que alta dose potencializa a morte celu-
lar em cultura, com uma tendéncia de irreversibilidade na
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia determinada pelo teste de MTT, antes e ap6s
exposigao de cultura in vitro de PBMCs de individuo sadio na dose de 10 Gy. A
barra preta representa o controle de células nao irradiadas e a barra cinza claro
representa cultura irradiada com 10 Gy. As células foram irradiadas com a taxa
de dose X = 339,56 cGy/min e X/4. As barras expressam a média de triplicatas
e o desvio-padrao para culturas de PBMCs que foram irradiadas na dose de 10
Gy e também para o respectivo controle (ndo irradiado). O sinal * representa
diferenca estatisticamente significativa em relagdo somente a barra sem o *. (p
< 0,05). O sinal ** representa diferenca estatisticamente significativa em rela-
¢éo as barras vizinhas sem o *.

viabilidade celular quando a dose foi aplicada com a taxa de
339,56 cGy.min'. Entretanto, a um quarto da taxa de dose,
apesar da reducdo da DO, pode ser verificado um efeito de
reversibilidade no decréscimo da viabilidade celular em 48
horas e mesmo 72 horas.

Viabilidade da linhagem MDA-MB-231 apés 2 e 10 Gy
por Co-60

Dose de 2 Gy nas taxas padrio e um quarto da padrio —
As viabilidades celulares pelo teste de MTT de suspensdes
de células MDA-MB-231 in vitro irradiadas com 2 Gy na
taxa de dose de 339,56 cGy.min™' e um quarto da dose pa-
drao foram avaliadas, conforme apresentadas na Figura 4.
O experimento controle mostrou a capacidade das células
MDA-MB-231 preencherem o frasco T-25 e manterem-se
clonogénicas além de 48 horas pés-confluentes sem troca de
meio, conforme se pode observar na curva de viabilidade do
controle (Figura 4). O experimento controle mostrou, tam-
bém, que apds 72 horas a concentrac¢io de células é altae a
densidade celular leva a um elevado consumo de nutrientes
do meio suplementado, tornando-o 4cido devido aos subpro-
dutos excretados em periodo de tempo de 70—120 horas, nas
condicdes de ndo troca de meio. Considerando uma baixa
dose de radiacdo, os resultados observados neste ensaio fo-
ram opostos as observacoes feitas para as PBMCs em cultura,
nas mesmas condicdes de exposicio e doses correlatas. Os
dados, além de nio apontarem diminuic¢do da viabilidade
celular ap6s a irradiacdo com 2 Gy, mostraram um aumento
dessa viabilidade, sugerindo uma expansao clonal nessa dose,
principalmente ap6s 48 horas em cultura. As mesmas obser-
vacgdes foram feitas para a dose de 2 Gy na taxa de um quarto
da taxa de dose, sugerindo também uma radiorresisténcia
quando a dose foi reduzida (Figura 4). Pode-se observar que
areducio da taxa de dose ndo impactou significativamente
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia determinada pelo teste de MTT, antes e ap6s
exposigéo de cultura in vitro de células MDA-MB-231 na dose de 2 Gy. A barra
preta representa o controle de células ndo irradiadas e a barra cinza claro repre-
senta cultura irradiada com 2 Gy, com a taxa de dose X = 339,56 cGy/min e X/
4. As barras expressam a média de triplicatas e o desvio-padrao para culturas de
células MDA-MB-231 irradiadas na dose de 2 Gy e também para o respectivo
controle (ndo irradiado). O sinal * representa diferenca estatisticamente significa-
tiva em relagéo as barras sem o * (p < 0,05).

na sobrevivéncia a 24 horas, mas tornou-se impactante na
viabilidade a 48 e 72 horas, sendo que a taxa menor leva a
um aumento na sobrevivéncia celular ao longo do tempo.
Dose de 10 Gy nas taxas padrdo e wm quarto da padréio —
A Figura 5 mostra uma diminuicao significativa (p < 0,05)
da viabilidade celular quando a suspensdo de células rece-
beu a dose de 10 Gy mensurados a 24 horas apés a exposi-
¢dio na taxa de 339,56 cGy.min™' em relagio ao controle nio
irradiado. A diminuicdo da viabilidade celular com esta dose
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W Controle MDA MB-231 Nao irradiada
OMDA MB-231 irradiado 10 Gy Taxa X
E MDA MB-231 irradiado 10 Gy Taxa X/4

Figura 5. Curva de sobrevivéncia determinada pelo teste de MTT, antes e apds
exposicdo de cultura in vitro de células MDA-MB-231 na dose de 10 Gy. A barra
preta representa o controle de células ndo irradiadas e a barra cinza claro repre-
senta cultura irradiada com 10 Gy, com a taxa de dose X = 339,56 cGy/min e X/
4. As barras expressam a média de triplicatas e o desvio-padrao para culturas de
células MDA-MB-231 irradiadas na dose de 10 Gy e também para o respectivo
controle (ndo irradiado). O sinal * representa diferenca estatisticamente significa-
tiva em relacdo as barras sem o * (p < 0,05).
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acompanhou a cinética de tempo de forma crescente, em
contraste com o efeito observado quando a suspensido de
células recebeu a dose de 2 Gy na mesma taxa. Da mesma
forma que células radiossensiveis, o comportamento dos
clones radiorresistentes de MDA-MB-231 mostra recupera-
c¢do da viabilidade na taxa reduzida, enquanto na taxa padrao
esta recuperagdo ndo é perceptivel.

Morfologia de linhagens irradiadas

A Figura 6 mostra células MDA-MB-231 nio irradiadas
obtidas do frasco controle, além de pogos de cultura de MDA-
MB-231 irradiadas em tempos de exposicao distintos. As cé-
lulas apoptéticas apresentam uma morfologia diferenciada
em relacdo ao tamanho e granulosidade, sendo muito mais
granulosas do que as que ndo sofreram os danos decorrentes
da radiacdo. Ha indicios de presenca de vaciolos e corpos
apoptéticos existentes. Ha também a presenca de células
disformes com possivel indicaciio de necrose. E interessante
notar que os aspectos morfolégicos de células em cultura da
linhagem de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231 ja
haviam sido abordados anteriormente em outro estudo, su-
gerindo efeitos deletérios nas doses mais elevadas (10 Gy).
Estudos de Campos et al.'®, que corroboram nossas obser-
vacdes, mostraram a andlise de imagens providas de frascos
com células da linhagem MDA-MB-231 durante a irradia-
¢do e sugeriram a existéncia de processos apoptéticos.

DISCUSSAO

Em nosso estudo, foi demonstrado que as viabilidades de
linhagem proveniente de adenocarcinoma mamario radior-
resistente MDA-MB-231 e radiossensivel PBMC foram in-
fluenciadas pela dose, taxa de dose e pela cinética de tempo
pos-experimento, de forma significativa. O efeito da taxa de
dose pode ser reconhecido pela andlise de viabilidade nos
tempos intermedidrios de 48 e 72 horas que se seguiram ap6s
a exposicdo a radiacdo. A reducio de viabilidade celular com
a dose confirma os achados de Cockerham et al.!'” que
sugerem que os efeitos toxicos da radiagio sobre linhagens
celulares dependem da dose total absorvida. Muito embora
seja 6bvio que o efeito da dose em si foi considerado impac-

tante para inducio de morte celular, levando, provavelmente,
ao desbalanco entre proliferacio e apoptose, a influéncia
deste processo com varia¢des da taxa de dose em cinética de
tempo pés-radiacdo também pode ser observada e conside-
rada relevante.

No presente estudo, células que apresentam padrao ra-
diossensivel foram irradiadas com doses (2 e 10 Gy) que po-
tencialmente interferiram na clonogenicidade desta linha-
gem. As PBMCs estdo envolvidas na resposta imunolégica
ao préprio tratamento, estando intimamente associadas a ca-
pacidade respondedora do paciente. Podemos também in-
cluir que a taxa de dose influenciou significativamente neste
contexto. No caso das PBMCs irradiadas, podemos sugerir
que a alteraciio observada na diminuicio da proliferacio apés
a dose de 2 Gy poderia ser devida ao papel que a radiacio
ionizante possivelmente exerce, deflagrando alteracdes bio-
moleculares, muito provavelmente ativando a fosforilagdo
de quinases responsaveis pela cascata de apoptose na linha-
gem que apresenta radiossensibilidade'®, e que esse efeito
ja pode ser observado numa dose considerada baixa, se com-
pararmos com as doses observadas de 2 e 10 Gy. Na dose de
2 Gy, o efeito da aplicacdo diluida no tempo parece reco-
nhecivel se compararmos o percentual médio de DO para
PBMC:s. A diminuicdo da curva de viabilidade foi bem me-
nos perceptivel com a taxa reduzida a um quarto, nos tempos
de 24, 48 e 72 horas, muito embora tenhamos observado
diferenca do controle ndo irradiado. Reportamos a impor-
tancia do impacto desse tempo na recuperacgio dessas células,
na indug¢do do processo fisiolégico de replicag¢do e/ou na
mutagénese celular. Além disso, observamos diminui¢io (em-
bora nio significativa) da viabilidade celular, refletida pelo
percentual médio de DO nas primeiras 24 horas, quando a
cultura de células foi irradiada também com doses interme-
didrias (dados ndo mostrados). Essa queda foi significativa
nas 48 horas seguintes em rela¢ido ao tempo de 24 horas,
sugerindo que as funcdes vitais das PBMCs ja parecem ter
sido afetadas apds a exposicdo com essa dose.

Em contrapartida ao estudo com células radiossensiveis,
aviabilidade de uma linhagem de adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231, radiorresistente, mostra comportamento
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Figura 6. Morfologia das células
MDA-MB-231 nao irradiadas, pre-
viamente ao experimento e pos-ir-
radiadas a 10 Gy, em um campo
em que aparecem corpos apoptoti-
cos e células ainda viaveis.
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distinto. Mesmo com a dose de 10 Gy pode ser observado
que uma taxa reduzida a um quarto conferiu a linhagem
MDA-MB-231 um maior potencial de recuperacéo a partir
de 48 horas pés-irradiag¢do. Estudos em modelo experimen-
tal ttm demonstrado que as linhagens MDA-MB-231, MDA-
MB-435S e U251 apresentam perfil biomolecular diferen-
ciado quando tratadas e ndo tratadas terapeuticamente, apre-
sentando elevada expressdo de mRNA e de proteinas. No
estudo de De Bacco et al.'¥), a expressdo de proteinas e a
transducdo de sinal foram comparadas em células irradia-
das e nio irradiadas. A capacidade invasiva de células foi
associada a ndo inibi¢do de quinases de siRNA (silenciamento
de RNA) PHA665752 ou JNJ-38877605 e também em en-
saios de viabilidade e clonogénese!!”. Linhagens como a
MDA-MB-231 tornam-se alvo da radioterapia de cAncer de
mama. De acordo com estudo em modelo experimental,
doses ou taxas de doses ineficientes de radiacdo poderiam
definir o destino de linhagens de células malignas, como a
MDA-MB-231, em resposta a cobaltoterapia.

Varios fatores podem influenciar nos efeitos radiobio-
légicos, tais como a qualidade da energia ionizante, a inten-
sidade da radiacdo (efeito reversivel e irreversivel), a ma-
neira da exposic¢do — isto é, se de corpo inteiro ou de parte
dele, se externa ou interna, se simples, continuada ou fracio-
nada —, o tempo de exposicdo e a distribuicio de doses entre
os diversos tecidos. O efeito da dose crescente diluida no
tempo com a taxa reduzida a um quarto sugeriu que o pro-
cesso fisioldgico de replicacio foi influenciado com o tempo
de exposi¢do, uma vez que parece ter havido uma recupera-
cdo significativa do percentual de DO. Sugere-se, entdo, que
a taxa de dose parece exercer papel importante na forma como
esses danos sdo potencializados na célula e, possivelmente,
que a prépria inducdo da cinética de morte celular possa ser
desencadeada por vias de sinaliza¢do alternativas em fun¢io
da dose administrada.

Em contrapartida, quando essa mesma dose foi admi-
nistrada a cultura, num intervalo de tempo maior, em taxa
de dose reduzida a um quarto, observamos que o efeito so-
bre a curva de sobrevivéncia foi melhor reconhecivel a par-
tir das 48 horas, se considerarmos a dose de 2 Gy. No en-
tanto, vale a pena ressaltar que com 72 horas pudemos ates-
tar uma diminui¢do significativa (p < 0,05) da viabilidade
celular. Vale a pena lembrar que o efeito de doses fraciona-
das de radiacdo ja havia sido demonstrado anteriormente por
Soto et al.!"), utilizando uma linhagem de cancer mamario
com resisténcia intermedidria, na qual foi avaliada a proli-
feracdo de fibroblastos submetidos a doses muito mais bai-
xas do que a utilizada no presente estudo.

Vale ressaltar que a dose é a quantidade total de energia
absorvida por unidade de massa, enquanto a taxa de dose
reflete a cinética de como essa dose é absorvida ao longo do
tempo. Por sua vez, o terceiro parAmetro, retratado pela ciné-
tica de tempo p6s-radiagio, reflete a habilidade de reparo e
repopulagdo da linhagem in vitro. Em radiobiologia, tanto
a dose como a taxa da dose tém importancia crucial, ou seja,
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doses elevadas podem ter efeitos diminutos se aplicados com
taxas extraordinariamente diluidas, da mesma forma que
doses reduzidas podem ter efeitos reconhecidos se dadas em
taxas de dose elevadas, em tempos muito curtos®. Na ver-
dade, a taxa de dose reflete a maneira como os danos suble-
tais sdo distribuidos e reparados ao longo do tempo.

Estudo pioneiro de Kaplan et al.?”, em modelo experi-
mental in vitro, demonstrou que a radiac¢do ionizante pode
exercer efeito prometastatico paradoxal. Este efeito foi ob-
servado ap6s doses consideradas insuficientes para induzir a
morte de células malignas no tumor primério em experimen-
tos com animais e raramente apés tratamento com radia¢io
curativa. Estudos recentes tém indicado que a radiacio ioni-
zante pode promover a selecdo positiva de tumor pré-exis-
tente, intrinsecamente radiorresistente, sugerindo uma ex-
plicacdo mecanicista atraente para a progressdo do tumor
induzido por radiacio”'%212%, No entanto, ha também
evidéncias de que a radiacdo é capaz de induzir um fenétipo
adaptativo destinado a regeneracio de tecidos, que pode dar
suporte ao comportamento metastatico!!1?, Esta alteracdo
de fendtipo pode ser compreendida como uma resposta do
estresse gerado pela radiacdo e pela tentativa de reparos dos
danos a0 DNA®?, Em células individuais, danos ao DNA in-
duzem mecanismos moleculares especificos, principalmente
orquestrados pelo eixo telangiectasia mutada, ataxia-p53,
que sdo capazes de bloquear a replicacdo e reparacio do
DNA®32%_ Se tal reparacio falhar, uma célula normal é
programada para executar a apoptose ou sofrer supressdo
proliferativa pelo processo de senescéncia. No entanto, ap6s
a morte das células danificadas por radia¢io, os tecidos de-
vem restabelecer o seu ntiimero padrao adequado de células,
em funcdo da regeneracio e/ou cicatrizacdo pelas células
sobreviventes, normais ou neopldsicas.

Uma dose mais elevada (10 Gy) pode ter produzido um
impacto sobre as vias enzimaticas que levam as células a entrar
em apoptose numa cinética de tempo mais rapido, o que
reflete a baixa DO observada nos trés tempos de coleta (24,
48 e 72 horas), com start de TNF-0 e presenca de ROS (espé-
cies reativas de oxigénio)!"?>, Embora tenha ficado claro
que o efeito da dose em si foi considerado impactante para
induc¢do de morte celular, levando ao desbalanco entre pro-
liferacdo e apoptose, seria interessante que, num momento
posterior, fossem marcados os receptores dessa linhagem ra-
diossensivel para apoptose, de acordo com De Bacco et al. 19,

A radioterapia conduz o paciente a um indice terapéutico
favoravel, levando o tumor a perder a sua clonogenicidade,
a0 mesmo tempo em que se possam preservar a0 maximo os
tecidos normais adjacentes a ele®®, Portanto, a radioterapia
deve ser utilizada com sucesso para o tratamento local do
cancer primario'”. Porém, algumas linhagens tumorais sub-
metidas ao tratamento se tornam potencialmente mais agres-
sivas, no caso produzindo recidivas. Nesse contexto, um dos
questionamentos levantados diz respeito ao planejamento do
tratamento e de sua prépria eficiéncia, considerando a rela-
¢do entre efeito da taxa de dose na cobaltoterapia, visto que
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0 Co-60 tem meia-vida de 5 anos, e apés duas meias-vidas
(10 anos) a atividade atinge um quarto da inicial e, conse-
quentemente, a radioterapia aplicada na mesma dose tera taxa
de dose reduzida para um quarto. Esta é uma situagao pre-
sente nos centros de radioterapia e, consequentemente, pelos
resultados radiobiolégicos aqui apresentados, pode-se con-
firmar com estudos radiobiolégicos que a cobaltoterapia sera
influenciada pelo tempo de decaimento da fonte primaria,
mesmo que a quantidade de ionizac¢do seja ajustada. Os acha-
dos experimentais de viabilidade celular e repopula¢io das
linhagens estudadas no tempo de 72 horas para taxas reduzi-
das de 85 ¢cGy.min™' demonstram a importancia de atender
anorma RDC-20 estabelecida pela Anvisa, que limita o uso

de fontes de Co-60 a taxas de dose inferior a 50 cGy.min™".

CONCLUSAO

Células PBMC a doses de 2 e 10 Gy, independentemente
da taxa de dose, apresentaram diminuicdo de viabilidade. Cé-
lulas de cancer de mama, menos sensiveis, apresentaram
diminuicdo da viabilidade apenas apos alta taxa de dose e
dose de 10 Gy. Tais achados podem ter impacto na radiote-
rapia e influenciar na qualidade do tratamento. Em cinética
de tempo pos-radiacio, linhagens sensivel e radiorresistente,
em duas taxas de dose, demonstraram amplia¢io da viabili-
dade de clones radiossensivel (PBMC) e radiorresistente
(MDA-MB-231) p6s 48—72 horas em taxa de dose reduzida
em periodo de duas meias-vidas do Co-60, tendo como pos-
sivel impacto clinico a reducdo do controle tumoral em co-
baltoterapia.
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