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Resumo

AMON, R. L. R. Células-tronco mesenquimais irradiadas: influéncia do efeito
espectador sobre os controles da hematopoese. 2024. 98p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
2024.

O processo de hematopoese compreende a producdo de células sanguineas e tem
como protagonista o microambiente hematopoético (MH). No MH tem-se a
participacdo do sistema hematopoético, compreendido principalmente pelas células-
tronco hematopoéticas (CTH), e o sistema estromal, de sustentagdo e suporte para a
hematopoese, com seu principal representante: a célula-tronco mesenquimal (CTM).
Dentro desse contexto, caracteriza-se a CTM como reguladora de outros tipos
celulares, sendo de suma importancia na modulagcdo das CTH. Com isso, faz-se
importante relatar que malignidades hematopoéticas podem afetar o MH e a radiacéo
€ uma importante ferramenta terapéutica. Neste ambito, o processo de radioterapia
nao atinge somente as ceélulas neoplasicas presentes no MH, como também as CTM
saudaveis, que podem sofrer alteracbes e modularem, através do efeito espectador,
as CTH. Este efeito se caracteriza por células nado irradiadas que apresentam
alteracdes em sua fisiologia promovidas por células diretamente irradiadas. Desta
forma, CTH, que tém como objetivo reestabelecer a hematopoese apos o tratamento
radioterapico, podem sofrer modificacdes na proliferacdo e diferenciacdo devido ao
efeito espectador. Tendo isso, 0 objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia
direta da radiacdo nas CTM e se estas células modulariam, através do efeito
espectador, o processo de hematopoese. Para tal, foram realizadas culturas de
linhagem mesenquimal (CsHioT12) que foram submetidas a irradiagéo, e,
posteriormente, apds suas avaliacdes, foram realizadas culturas condicionadas com
0s sobrenadantes irradiados e células de linhagem hematopoética (C1498). Como
metodologias, a cultura 3D, a citometria de fluxo para viabilidade e ciclo celular, 0o PCR
e imunofenotipagem, foram utilizados para caracterizar as alteragcbes nas C1498
frente ao efeito espectador. E, através da citometria de fluxo, foi possivel caracterizar
gue as CTM sofrem alteracdo a partir da dose de 6Gy, pela avaliacado do ciclo celular
e viabilidade. A modulacéo génica apontou aumento da expresséao de Bax e Cdknla
em CTM irradiadas a partir de 6Gy. O marcador y-H2AX também se mostrou alterado
em CTM irradiadas. Dentre os fatores sollUveis produzidos pelas CTM irradiadas,
apenas a IL-6 apresentou diminuicdo de sua sintese quando estas células eram
irradiadas, principalmente, com 6Gy. Frente a modulacdo espectadora, as células
C1498 tiveram diminuicdo da capacidade clonogénica em cultura 3D em relacédo a
guantidade de colbénias formadas e sua densidade, diminuicdo da expressédo génica
de Ccndl e Gata-3, bem como diminuicdo destas células nas fases S/G2/M do ciclo
celular, e alteracdo das suas caracteristicas imunofenotipicas com diminuicdo de
células marcadas com CD3, sendo todas estas modulacfes nas C1498 promovidas
pelas CTM irradiadas com 6Gy, em ambiente estimulado com G-CSF. Por
conseguinte, haja vista a importancia das CTM em modular as células
hematopoéticas, em uma situacdo de irradiacdo, CTM modulam negativamente
células hematopoéticas, diminuindo proliferacdo e diferenciacdo linfoide destas
células.

Palavras-chave: Célula-tronco mesenquimal; Efeito espectador; Hematopoese.



Abstract

AMON, R. L. R. Irradiated mesenchymal stem cells: influence of the bystander
effect on hematopoiesis controls. 2024. 98p. Dissertation (master's degree) -
School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, 2024.

Process of hematopoiesis involves the production of blood cells and has the
hematopoietic microenvironment (HM) as its protagonist. In the HM there is the
participation of the hematopoietic system, comprised of hematopoietic stem cells
(HSC), and the stromal system, which sustains and supports hematopoiesis, with its
main representative: the mesenchymal stem cell (MSC). Within this context, the MSC
is characterized as a regulator of other cell types, being of paramount importance in
the modulation of HSCs. It is therefore important to note that hematopoietic
malignancies can affect HM and that radiation is an important therapeutic tool. In this
context, the radiotherapy process not only affects the neoplastic cells present in the
HM, but also the healthy MSC, which can undergo alterations and modulate the HSC
through the bystander effect. This effect is characterized by non-irradiated cells
showing changes in their physiology caused by directly irradiated cells. In this way,
HSCs, which aim to re-establish hematopoiesis after radiotherapy treatment, can
undergo changes in proliferation and differentiation due to the bystander effect. The
general aim of this study was to assess the direct influence of radiation on MSCs and
whether these cells modulate the process of hematopoiesis through the bystander
effect. To this end, mesenchymal lineage cultures (CsH10T12) were subjected to
irradiation and then, after their evaluation, conditioned cultures were made with the
irradiated supernatants and hematopoietic lineage cells (C1498). As methodologies,
3D cultures, flow cytometry for viability and cell cycle, PCR and immunophenotyping
were used to characterize the alterations in C1498 cells in the face of the bystander
effect. And, through flow cytometry, it was possible to characterize that the MSC
undergo changes from the dose of 6Gy, by evaluating the cell cycle and viability. Gene
modulation showed a increase in the expression of Bax and Cdknla in MSCs irradiated
after 6Gy. The y-H2AX marker was also altered in irradiated MSCs. Among the soluble
factors produced by irradiated MSC, only IL-6 showed a decrease in its synthesis when
these cells were irradiated, with 6Gy. Faced with bystander modulation, C1498 cells
showed a decrease in clonogenic capacity in 3D culture in relation to the number of
colonies formed and their density, a decrease in Ccndl and Gata-3 gene expression,
as well as a decrease in these cells in the S/G2/M phases of the cell cycle, and
alterations in their immunophenotypic characteristics with a decrease in CD3-labeled
cells, all of which were promoted by 6Gy-irradiated MSCs in an environment stimulated
with G-CSF. Therefore, given the importance of MSC in modulating hematopoietic
cells, in a situation of irradiation, MSC negatively modulate hematopoietic cells,
decreasing proliferation and lymphoid differentiation of these cells.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Bystander effect; Hematopoiesis.
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1. Introducéo

1.1.Radiagédo e Radioterapia

De acordo com a Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN), a radiacéo
€ descrita como um processo fisico de emissao de energia e propagacao desta. Estes
processos podem ser dados por acdo de ondas eletromagnéticas e/ou de particulas
gue carregam energia cinética. A radiacdo interage com a matéria e promove
excitacdo dos elétrons na camada de valéncia dos &tomos, tendo como efeito arrancar
este elétron de sua camada, ponto este que diferencia a radiacdo ionizante da nao
ionizante, visto que a nado ionizante ndo tem essa capacidade. Tendo isso, a radiacao
ionizante tem como caracteristica possuir uma energia maior do que a de ligacao do
elétron com sua camada a ponto de arranca-lo (CNEN, Apostila Educativa: Radiacdes
lonizantes e a Vida, 2022). Algumas unidades de grandeza foram adotadas para
guantificar e classificar a radiacdo emitida por um radioisétopo. A unidade de Sierver
(Sv) corresponde as doses coletiva, efetiva e equivalente da radiacdo ionizante. E a
unidade de medida Gray (Gy) foi estabelecida para as doses absorvidas da radiacao,
em que se refere a energia média depositada pela radiacdo em um volume de matéria
(Resolucdo CNEN 114/2011; Publicacdo D.O.U. em 01.09.2011)

Entendendo a funcionalidade e medida da radiacao, € preciso compreender 0s
efeitos que esta, principalmente a ionizante, a qual é objeto de estudo neste trabalho,
promove nas células que sao atingidas (células-alvo). Portanto, a interacdo da
radiacdo ionizante com a célula-alvo acontece de duas formas: efeito direto e indireto.
O efeito direto ocorre apds a ejecao de elétrons e interacédo destes elétrons com os
componentes celulares como o DNA e proteinas, promovendo alteracdes, as quais
podem ser estruturais em que ha ruptura das ligac6es quimicas induzindo quebras de
dupla fita no DNA (DSBSs). Este efeito corresponde a cerca de 30% do efeito biolégico
total da radiacdo. Os outros 70% séao os efeitos indiretos, em que a radiacéo interage
com a agua promovendo a formacdo de radicais livres, principalmente o OH-
(hidroxila). O oxigénio presente nessa molécula necessita de estabilidade, com isso,
confere oxidagdo de proteinas e lipideos, bem como induz danos ao DNA como na

promocdao de sitios abasicos e quebras de fita simples (SSB), que podem suscitar em
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DSB, para disponibilizar elétrons para seu equilibrio eletrdbnico (MARTA, 2014;
YAHYAPOUR et al., 2018; NOGUEIRA-PEDRO et al., 2022).

Baseado nos efeitos bioldgicos da radiacéo ja descritos, a exposicdo celular a
radiacao ionizante promove danos ao DNA, por conseguinte, desencadeando parada
do ciclo celular, que por sua vez podem suscitar em morte celular. Um marcador
importante para deteccdo de dano celular é a fosforilagdo de histonas do DNA. A
senescéncia celular é outro ponto induzido pela parada do ciclo, que pode ser uma
barreira para evolucao neoplasica (WU et al., 2017; CARVALHO; VILLAR, 2018;
NOGUEIRA-PEDRO, 2022).

Atualmente, a radiacéo ionizante é utilizada principalmente no tratamento de
neoplasias conhecido como radioterapia. Esta tem como principal objetivo destruir as
células neoplasicas e/ou impedir o crescimento tumoral, sendo de forma paliativa ou
curativa, associada ou ndo a outras terapias, possibilitando que células saudaveis se

recuperem apos essa irradiagcdo (MANCINI, 2023).

Historicamente, apds a descoberta dos raio-X em 1895 por Wilhelm C.
Rontgen, estudos sobre a radioterapia se iniciaram. Tempo depois, 0 médico e
pesquisador Emil Herman Grubbé utilizou pela primeira vez da radiacdo ionizante,
mais especificamente os raios-X, como forma de tratamento para uma neoplasia
avancada de mama (GRUBBE, 1933). Dado este fato, sucederam-se pesquisas que
foram essenciais para o que se conhece e se aplica sobre a radioterapia (SILVA,
2014).

Frente aos avancos da radioterapia se fizeram necessarios estudos, em relacéo
a pratica clinica, que visassem aumentar o efeito antitumoral e diminuir os danos
diretos as células adjacentes (CARVALHO; VILLAR, 2018). Baseado nisso, 0S
esquemas de fracionamento desta terapia tém suas particularidades para cada
paciente, posto que, por mais que uma parte dos pacientes seja tratado com o
protocolo classico/convencional de dose 1,8 a 2Gy/fracdo por 3 a 7 semanas, a
escolha do protocolo deve seguir baseado na pratica mais vantajosa para alcancar
melhor controle neoplasico. Na atualidade, existem diversos protocolos de
radioterapia, 0os quais podem ser da terapia convencional ja descrita; de doses altas

de radiagao (3 a 20Gy/fragao/dia) em um curto espaco de tempo; ou de pacientes que
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recebam 0,5 a 2Gy/fracdo/dia por um periodo de 4 a 5 semanas; entre outras inUmeras
estratégias (DELOCH et al., 2016).

Dentre os diversos tipos de neoplasias, as leucemias (neoplasias
hematologicas (NH) que afetam as células-tronco bem como células progenitoras da
medula-6ssea (MO)) (SANTOS et al.,, 2019) também s&o tratadas com radiacao
ionizante. Nestes casos, a finalidade do tratamento pode ser de impedir que a
leucemia invada o sistema nervoso central (SNC); tratar quando este fato ja
aconteceu, podendo ser apenas paliativa; promover o alivio da dor nos 0ssos; e, por
fim, como estratégia de condicionamento para o transplante de medula éssea (TMO)
(MANCINI, 2023). Para a realizacdo da TMO, um protocolo de radioterapia indicado &
a irradiacao de corpo total (ICT), denominada também de tratamento sistémico. Apos
muitos estudos, essa técnica foi associada a potentes quimioterapicos, com doses
fracionadas de radiacdo. A ICT tem o objetivo de promover a imunossupressao no
paciente e criar um espaco para desenvolvimento da nova MO a ser transplantada
(GIORDANI et al., 2004).

De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o TMO ¢ indicado para
tratar as neoplasias hematologicas bem como para doengcas que comprometem a
hematopoese, sendo de origem ndo maligna. Este tratamento se resume na

substituicdo de uma MO doente por uma MO saudavel.

No processo radioterapia que pode ser utilizado no tratamento de NH, o
microambiente hematopoético é atingido e, uma célula que pode sofrer com a acao
direta da radiacdo é a Célula-Tronco Mesenquimal (CTM), por estar presente na MO.
Com isso, utilizando como base o contexto apresentado, ha um grande desafio para
a radiobiologia uma vez que se tém observado que as alteracdes genéticas e
bioquimicas, promovidas pela radiacao ionizante, ndo se aplicam restritamente as
células diretamente irradiadas, mas também, as células adjacentes as células-alvo,
as quais apresentam efeitos similares das células irradiadas, efeito esse chamado de
“efeito do espectador’ (BASKAR, 2010; PELLIZZON, 2020). Interpretando-se assim
que as CTM diretamente irradiadas podem promover alteracbes em células
adjacentes a ela, as quais podem desenvolver alteragbes nos seus mecanismos

fisiol6gicos.
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1.2.Efeito Espectador

Em outras palavras, o efeito espectador promovido pela radiagdo tem por
definicdo ser a resposta de células que ndo foram diretamente expostas a radiacéo,
entretanto que sofrem influéncia desta, por meio de fatores secretados pelas células
diretamente atingidas (MOTHERSILL; SEYMOUR; SEYMOUR, 2004; NAJAFI et al.,
2014; YAHYAPOUR et al., 2018). O efeito espectador pode ser resultado de uma
resposta ao estresse nos tecidos e/ou células. Ou seja, essa resposta produzida por
células ndo atravessadas pela radiacdo tem a possibilidade de ser um processo
adaptativo, uma vez que estas células sofrem com o efeito indireto da radiacéo e
precisam iniciar mecanismos de controle (HALL, 2003; MOTHERSILL; SEYMOUR,
2006).

Alguns estudos investigam que a radiacao local no processo de radioterapia
pode promover danos de maneira sistémica, e até mesmo desencadear a
carcinogénese fora da area tratada (NAJAFI et al., 2014; YAHYAPOUR et al., 2018).

Diversos trabalhos identificam duas como as principais vias pelas quais esses
efeitos sdo transmitidos entre as células, que séo via jun¢cées comunicantes (contato
célula-célula) (CHIPMAN et al., 2003; HARADA et al., 2009; NELSON et al., 2012) ou
via de liberacdo de fatores soluveis (BALDUZZI et al., 2010; HODNY et al., 2010).
Entretanto a importancia do metabolismo oxidativo neste processo também tem sido
relatada (SHEN et al., 2012; LI et al., 2013). E, a depender da via ativada, a resposta

espectadora se faz de maneira diferente (HALL, 2003).

O ponto inicial para se estudar esse fenbmeno se deu na pesquisa de
Nagasawa e Little (1992), que estudavam sobre troca de cromatides irmas em células
de ovario de hamster irradiadas na fase G1 do ciclo, com radiacéo alfa através de uma
fonte de plutdnio-238. Nesta pesquisa, estes pesquisadores observaram que uma
populacdo maior de células apresentou danos biolégicos quando comparada com a
populacéo irradiada. Mais especificamente, 30% das células apresentaram alteracéao
na troca de cromatides irmas, ao passo que menos de 1% de todas as células teriam
sido irradiadas (HALL, 2003; NAJAFI et al., 2014).
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Dado isso, sucederam-se pesquisas em relagéo ao tema como forma de avaliar
outros danos provocados, indiretamente, pela radiacdo ionizante. E, como estudado
nesse trabalho, mais especificamente em relagcéo a radiacao utilizada na radioterapia.

Frente ao exposto, para melhor compreenséo do efeito espectador promovido
pela radiagcdo no presente trabalho, é necessario compreender sobre células-tronco e
o papel destas no processo de hematopoese tendo em vista a utilizacdo da radiacao
como esquema de condicionamento de TMO, e a necessidade do reestabelecimento
da medula-6ssea apés o tratamento. Com isso, como exemplo de célula diretamente
atravessada pela radiacéo, teremos a Célula-tronco Mesenquimal, e como exemplo
de células espectadoras, € de grande interesse para o presente trabalho citar as
células-tronco hematopoéticas (CTH) saudaveis na reconstrucdo da hematopoese,

apos um processo radioterapico.

1.3.Células-tronco

A célula-tronco (CT) é caracterizada como uma célula ndo especializada que
possui capacidade de autorrenovacao e diferenciacdo, o que possibilita a formacgéao
de varios tipos teciduais a partir de estimulos externos (PEREIRA, 2008; MARTINEZ-
SANCHEZ; VERGARA-YANEZ; HERRERA-ALMANZA, 2021).

Esta célula é encontrada tanto no embrido quanto no individuo adulto, a qual
pode ser dividida de acordo com sua capacidade de diferenciacdo e tecido de origem.
Para tal, de acordo com a diferenciacéo, as células-tronco totipotentes séo aquelas
capazes de originar um organismo completo. O exemplo desta célula é o zigoto que
tem capacidade de originar tanto tecido embriondrio quanto células do folheto
extraembrionario. A célula-tronco pluripotente, diferentemente da anterior, ndo origina
um organismo completo pelo fato de ndo gerar os tecidos extraembrionarios, como a
placenta. Este tipo de célula-tronco é derivado do blastocisto, com isso, recebe o nome
de Célula-Tronco Embrionaria, podendo dar origem as estruturas dos trés folhetos
embrionarios. Ja, as células-tronco multipotentes, em um estado comparativo com a
totipotente e a pluripotente, sdo mais diferenciadas e estdo presentes no individuo
adulto. Deste modo, estas células multipotentes apresentam a capacidade de se

diferenciar em um menor numero de tipos teciduais, sendo esta diferenciacéo
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dependente do 6rgdo em que se encontram (SOUZA et al., 2003; MARTINEZ-
SANCHEZ; VERGARA-YANEZ; HERRERA-ALMANZA, 2021).

J&, de acordo com o tecido de origem, as CT sao classificadas em dois grupos,
as células-tronco embrionarias (CTE) originadas do blastocisto e células-tronco
adultas (CTA), encontradas no organismo adulto. As CTM e as CTH sédo CTA e
possuem grande capacidade de auto renovacao e diferenciagcdo (BERTANHA, 2016;
SANTOS et al., 2017; SOARES; ARGOLO NETO; CARVALHO, 2020).

1.4.Células-tronco mesenquimais

Também conhecidas como células estromais mesenquimais multipotentes, sdo
um grupo de células clonogénicas presentes ao longo da MO que originam o estroma
de suporte para a hematopoese (KASSEM e ABDALLAH, 2008; HOCKING e GIBRAN,
2010).

Somente na década de 70 foram encontrados dados concretos da existéncia
de células ndo-hematopoéticas na MO (FRIEDENSTEIN et al., 1976), conhecidas hoje
como as CTM. Estudos posteriores revelaram que estas células exibiam capacidade
de se diferenciar em tipos celulares mesodérmicos, como osteoblastos, condrécitos e
adipdcitos (MONTEIRO; ARGOLO NETO; CARLO, 2010; SANTOS et al.,, 2017;
MARTINEZ-SANCHEZ; VERGARA-YANEZ; HERRERA-ALMANZA, 2021).

Contudo, até os dias atuais, a CTM nao apresenta homogeneidade, ou seja,
nao ha descricdo de algum fendtipo especifico para esta célula. Como alternativa para
identificacdo, as CTM séo definidas por um conjunto de caracteristicas expressas in
vitro (LIU; ZHUGE; VELAZQUEZ, 2009). Com isso, de acordo com a Sociedade
Internacional para Terapia Celular (ISCT - International Society for Cellular
Therapy) para se comprovar gue uma célula-tronco é uma CTM se faz necesséria a
confirmacédo de, ao menos, 3 caracteristicas: |) capacidade de adesdo da célula ao
plastico do frasco do meio de cultura apresentando alta proliferacdo, com morfologia
semelhante aos fibroblastos; 1) capacidade de diferenciacdo em tecido adiposo,
0sseo e cartilaginoso quando exposta a estimulos especificos; Ill) apresentar ao
menos 3 marcadores positivos, como exemplo CD73, CD90e CD105, e, 3 marcadores
hematopoéticos negativos (CD34, CD45 e CD14) (BERTANHA, 2016).
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Na MO a CTM tem grande papel na manutencdo do microambiente
hematopoiético. Esta funcdo se deve ao fato desta célula dar origem ao estroma da
MO. O componente estromal da MO tem funcdo estrutural, com atuacdo na
construcdo e manutencdo do microambiente medular. As CTM interagem com as
células hematopoéticas e possuem capacidade imunomoduladora e modulam a
angiogénese. Estas funcdes sao estabelecidas pela producdo de citocinas,
quimiocinas, expresséo de moléculas de adeséo, de proteinas de matriz extracelular,
entre outros. (MONTEIRO; ARGOLO NETO; CARLO, 2010; SANTOS et al., 2017).

Dessa forma, as CTM sao capazes de influenciar a funcdo de outras células
através de interacao direta célula-célula e através da liberacdo de um amplo espectro
de fatores soluveis, como citocinas e fatores de crescimento (OLIVEIRA, 2010).
Dentre os fatores secretados estdo a Interleucina 6 (IL-6), fator estimulante de
colonias de granulécitos (G-CSF), fator estimulante de colbnias de mondcitos (M-
CSF), fator de crescimento de hepatoécitos (HGF) e fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).

1.5.Microambiente Hematopoético

Em 1978, Schofield relatou que o microambiente atua como regulador das CTH,
modulando seus processos de diferenciacdo, proliferacdo e auto-renovacéo
(SCHOFIELD, 1978), por conta da presenca de CTM. O microambiente medular é
composto basicamente pelo sistema celular hematopoético e estromal (DEANS e
MOSELEY, 2000). O estroma apresenta-se como uma estrutura compartimentalizada
e dinamica que, além de fornecer o parénquima de sustentacdo para as ceélulas
hematopoéticas, permite um “ambiente bioquimico” fundamental para a proliferacéo,
diferenciacao e maturacédo das mesmas (MAYANI et al., 1992). Entre esses aspectos,
a CTM é um importante componente do microambiente hematopoético pelo fato de
originar o estroma de suporte para a hematopoese e a producdo de importantes
fatores de crescimento que atuam diretamente sobre a hematopoese (KASSEM e
ABDALLAH, 2008; HOCKING e GIBRAN, 2010), como ja descrito.

O microambiente medular é altamente organizado e regula a localizacdo e
fisiologia das células-tronco bem como sua producéo e taxa de liberacdo celular da
MO para o sangue periférico (MAYANI et al., 1992; VITURI et al.,, 2000). Dessa
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maneira, a existéncia de fatores regulatérios pode formar microambientes indutivos
(TRENTIN, 1978; TESTA e DEXTER, 1990), que controlam a hematopoese pela
producdo e secrecao local de citocinas pelas células do estroma, co-localizacéo de
citocinas para a CTH nos locais de contato célula — célula e/ou célula — MEC (matriz
extra-celular) ou ainda, por estimulo direto pelo contato celular (RIOS e WILLIAMS,
1990; METCALF, 1994).

Dessa forma, a regulacdo da CTH é dada como um processo multifatorial,
envolvendo também aspectos fisicos, quimicos e mecéanicos (como temperatura,
tensdo de O, presenca de ions), sendo o controle da diferenciacdo, maturagéo e
proliferacdo desta ceélula um processo feito através de interagbes com o
microambiente (ANJOS; ALVARES-SILVA; BORELLI, 2000; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2014).

Ou seja, o equilibrio entre autorrenovacdo e diferenciacdo das CTH é
controlado pelos fatores intrinsecos e extrinsecos, os quais sdo modulados pelo
microambiente em que esta célula se encontra (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2014)
Em outras palavras, o processo de hematopoese e manutencdo de CTH séao

coordenados fisiologicamente por diversos fatores.

1.6.Célula-tronco Hematopoética

As CTH tém por caracteristica serem as mais imaturas dentre todas na
hierarquia das células sanguineas. Sao células-tronco adultas que contém capacidade
de autorrenovacao e de originar todas as linhagens hematopoéticas, tais como a
mieloide (que inclui eritroide) e linfoide. Ademais, tém habilidade de reconstruir a
hematopoese, a longo prazo e de forma completa, de um individuo apés submisséao
as terapias supressoras (radioterapia e quimioterapia). Em sua maioria, as CTH se
encontram em estado quiescente dentro de seus nichos e respondem aos estimulos
intrinsecos e extrinsecos (CHOTINANTAKUL; LEEANANSAKSIRI, 2012; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2014).

Quando classificadas, as CTH sé&o divididas em 2 subpopulagbes (com
caracteristica multipotente): LT-HSC (Long Term Hematopooetic Stem Cell) e ST-HSC
(Short Term Hemtaopooetic Stem Cell). A LT-HSC, também denominada “vida-longa”
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(long term) é responsavel por manter o pool hematopoético imaturo e nao
diferenciado. Esta célula se encontra na fase GO do ciclo celular. Este subconjunto se
autorrenova durante toda vida do individuo. A ST-HSC, mesmo se apresentando
também em estado quiescente, apresenta maior capacidade proliferativa para originar
os precursores das diferentes linhagens sanguineas, sendo originada da divisdo
celular assimétrica da LT-HSC. Esta diviséo resulta em outra LT-HSC, bem como uma
ST-HSC. Tendo isso, a linhagem de células é determinada: LT-HSC — ST-HSC —
Progenitores multipotentes (MPPs — 27ultipotente progenitors), em que cada estagio
de maturagéo promove mudancas irreversiveis (WEISSMAN, 2000; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2014).

Os MPPs, através de estimulos recebidos, entram em processo de maturacao,
até a formacdao das células maduras do sangue periférico; com isso, pode-se concluir
gue todos os elementos figurados do sangue (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) tém
a mesma origem: formados a partir da CTH que se encontra na MO, por um processo

denominado hematopoese.

1.7.Hematopoese

A hematopoese é caracterizada como um conjunto de eventos envolvidos em
funcdes fisioldgicas, sendo estas a automanutencéo do pool indiferenciado de CTH, a
formacdo e manutencdo do pool das células precursoras e a proliferacdo e
diferenciacdo destas células precursoras em diferenciadas (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2014).

No processo de hematopoese tem-se etapas estabelecidas, as quais sdo de
extrema importancia para o entendimento da producdo sanguinea, sendo elas:

estimulo, proliferacédo, diferenciacdo e maturacéao.

Em camundongos, as CTH (Lin"FIk2 Thyl.1'°“Sca-1*c-Kit*), de origem
mesodérmica, originam uma populacao heterogénea de progenitores hematopoéticos
multipotentes (MPP, Lin"Flk2 Thyl.1°"Sca-1*c-Kit*), com pequena ou nenhuma
capacidade de autorrenovacdo. Os MPPs, por sua vez, podem se diferenciar para a
linhagem linfoide, originando o progenitor linfoide comum (CLP, Lin~lI7r°¥c-Kit*Sca-
1%), do qual resultam linfocitos T e B e células natural killers, e progenitor mieloide

comum (CMP, Lin lI7r c-Kit*'Sca-1"CD34*CD16/32'°%), que origina 0s progenitores
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granulo-monociticos (GMP, Lin“II7rc-Kit*Sca-1"CD34*CD16/32"dh) e
megacariocitico-eritroides (MEP, Lin"lI7r c-Kit*Sca-1"CD34-CD16/32"°") (Figura 1)
(KONDO et al., 1997; AKASHI et al., 1999; WEISSMAN, 2000; BRYDER et al., 2006;
WEISSMAN e SHIZURU, 2008). Estudos indicam que o comprometimento das
células-tronco pluripotentes para determinada linhagem hematopoética ocorra nos
estagios iniciais da divisdo celular e de forma simétrica ou assimétrica, ou seja,
podendo resultar em duas filhas com graus de comprometimento diferentes (SUDA et
al., 1984; QUESENBERRY et al., 2005).

Figura 1 — Modelo hierarquico da hematopoese e caracterizagéo fenotipica das CTH e progenitores

hematopoéticos
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Fonte: Adaptado de Chotinantakul; Leeanansaksiri, (2012), utilizando ferramentas do Biorender.

Para que este processo hematopético ocorra, se faz necessaria a compreensao
do motivo pela qual a CTH sai do seu estado quiescente e comeca a se proliferar e
diferenciar. Os mediadores quimicos, como as citocinas e os fatores de crescimento,
controlam a proliferagdo ordenada e controlada das CTH. Esse processo mantém a

taxa de células sanguineas necessaria para a homeostase (ORKIN; ZON, 2008).
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Para sair do estado quiescente para o de divisdo celular h4 a ocorréncia de
diversas vias bioquimicas associadas a transducdes de sinas promovidas pelos
estimulos acima citados. Neste mecanismo, had a ativacdo de varios genes
relacionados ao crescimento e diviséo celular, como mostra na figura 2 (ORKIN; ZON,
2008). Diversos genes sao associados a manutencao de pluripoténcia, proliferacao e
destino celular. Dentre eles, pode-se citar Pou5fl (também conhecido como Oct4),
Sox2 e Nanog. Todos codificam para fatores de transcricdo que ligam elementos
promotores de genes-alvos. Muitos genes ativados ou inibidos sao compartilhados
para os 3 genes citados. Contudo, de forma geral, quando ligados, estes fatores de
transcricdo promovem a expressao génica de um subconjunto de genes-alvo
relacionados as células-tronco pluripotentes, e, de forma contraria, promovem a

repressao de outro subconjunto de genes-alvo (MAY; WANG, 2023).

Outros fatores de transcricdo estdo associados ao processo de diferenciacao
celular. O gene Spil codifica o fator de transcricdo denominado PU.1, envolvido na
diferenciacao inicial das células do sistema imunoldgico, entre outras funcdes
(TUERXUN et al., 2022). O fator de transcricdo Gata-1, por ser altamente expresso
nas células eritroides e megacariocitos, esta associado a diferenciacao da linhagem
destas células (BASTIDA et al., 2022). Gata-3 € outro membro da familia dos genes
GATA de fatores de transcricdo, este, tem funcéo no desenvolvimento de varios tipos
celulares, particularmente no sistema hematopoético, nas células T (AKGUL et al.,
2022).
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Figura 2 — Caracterizagdo dos principais fatores regulatérios do processo de diferencia¢éo da célula tronco
hematopoética e progenitores hematopoéticos
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O processo da hematopoese € dividido em granulopoese/monopoese,
linfopoese, eritropoese e megacariopoese. Os estimulos que regulam a
granulopoese/monopoese variam dependendo da célula que se quer produzir. A
citocina IL-3 e 0 GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating fator - fator
estimulador de colénias de granulécitos-macrofagos) tém funcdo de atuar na
proliferacdo de um amplo espectro dos precursores imaturos, em contrapartida, o G-
CSF e M-CSF sédo associados a um desenvolvimento mais especifico da linhagem
granulocitica e monocitica, respectivamente. Em relacao a regulacédo da eritropoese,
o hormdnio eritropoetina (EPO) tem papel fundamental neste processo. A producao
de EPO é regulada pela tensdo de oxigénio captada pelas células peritubulares no
coértex renal. Em conjunto a EPO, o ligante Kit, IL-3 e 0 GM-CSF também auxiliam na
regulacdo da producdo de hemécias. A linfopoese é controlada principalmente por
interleucinas. Quando a células e interesse € o linfocito, a citocina de forma geral que

promove a diferenciacdo neste tipo celular € a IL-6, considerada pleotropica, pois
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também esta envolvida com proliferagdo. Em sua subdiferenciacdo, quando sdo
formados os linfocitos B, as citocinas em a¢do sdo a IL-7 e IL-6. J&, quando as
citocinas expressas forem IL-2 e IL-3, a diferenciacdo produz linfécitos T. Em relacdo
a proliferacdo de plaquetas, in vitro, observa-se o processo regulado por IL-3, IL-6,
GM-CSF e ligante Kit. E in vivo, a megacariopoese € regulada pelo feedback negativo
exercido pela quantidade de plaquetas circulantes no sangue periférico, sendo o
principal estimulador a Trombopoetina (TPO) que é produzida principalmente no
figado e se liga aos receptores da familia Mpl (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2014)
(figura 3).

Figura 3 - Esquema simplista de estimulos para as diferentes poeses.
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Fonte: Adaptado de Zago; Falcdo; Pasquini, 2014. Utilizando ferramentas do Biorender.

Para que todo este processo de diferenciacéo e proliferacdo celular ocorra, €
preciso que haja o controle preciso do ciclo celular. De maneira orquestrada, o ciclo
celular consiste na duplicacdo de uma célula em duas células filhas com o mesmo
material genético. Com esta finalidade, as etapas do ciclo bem como seus controles
devem ser muito bem definidos. O ciclo se divide em duas fases principais: I) Intérfase
e 1) Mitose. A fase de intérfase se divide em 3 etapas: I) Fase G1; Il) Fase S; Ill) Fase
G2. Esta fase pode ser compreendida como a preparacdo da célula para o processo
de diviséo propriamente dito. Enquanto a fase de Mitose é a divisdo da célula em duas

células filhas (PRADO, 2022). Contudo, h& outra fase do ciclo conhecida como GO em
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gue as células entram em estado de inativacdo se as condicfes nao favorecerem a
duplicacéo celular, podendo ficar nesta etapa por longos periodos até que seja
possivel retomar as divisdes (SCHNEIDER, 2007; RODRIGUEZ-GOMEZ; FRIAS-
VAZQUEZ, 2014).

Para que haja a promocéao de todas as etapas e seja completo o ciclo celular,
checkpoints foram estabelecidos pela célula com a finalidade de regular este ciclo.
Séao 3 pontos de checagem principais ao longo de todo o ciclo: 1) Transicdo G1/S,
também chamado de ponto de restricdo, em que sdo avaliados a quantidade de
nutrientes, tamanho celular, presenca dos nucleotideos e é um processo dependente
de mitdgenos. Dado esse ponto, a célula tem o comando de dividir ou néo; Il)
Transicdo G2/M é o ponto em que é verificado se o DNA foi duplicado correta e
completamente. Ao finalizar essa checagem, a célula esta apta a prosseguir para a
fase de mitose; Ill) Transicdo Metafase/Anafase é o checkpoint de verificacdo do
alinhamento dos cromossomos na placa metafasica, bem como se estdo associados
ao fuso mitético. Avaliado este processo, a célula tem condicbes para terminar o
processo de mitose (MATELLAN; MONJE-CASAS, 2020), como representado na
figura 4.

Este processo de regulacdo € dado por um complexo mecanismo molecular
presente em cada checkpoint. As cinases dependentes de ciclina (CDKs) e suas
subunidades especificas regulatérias, denominadas ciclinas, sdo as moléculas-chave
de todo esse processo. As CDKs sdo enzimas que promovem a fosforilagcdo de
moléculas intracelulares com o objetivo de prosseguir com o ciclo celular. Contudo,
elas se encontram inativadas no citoplasma, uma vez que seus niveis permanecem
constantes ao longo do ciclo. Para ativa-las tem-se a producao, durante o periodo de
ciclagem, das ciclinas, que regulam a atividade das CDKs. Ou seja, as ciclinas sofrem
producédo e degradacéo durante o ciclo. Para cada ponto de checagem ha ciclinas
especificas, que, como ja mencionado, sofrem sintese e degradacéo ao longo de cada
um destes. No primeiro checkpoint, algumas ciclinas podem ser exemplificadas, tais
como: Ciclina E1 (codificada pelo gene Ccnel) (Zheng et al., 2023) e Ciclina D1 e D2
(codificadas pelos genes Ccndl e Ccnd2, respectivamente) (Qian et al., 2021; Su et
al., 2023). Para o segundo ponto de checagem, um exemplo a ser mencionado € a

Ciclina A. Da mesma maneira que o 3° ponto de verificacdo tem sua ciclina especifica,
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como a Ciclina B (SCHNEIDER, 2007; BENADIBA, 2008; MATELLAN; MONJE-
CASAS, 2020), como apresentado na figura 4

Figura 4 - Figura esquematizada do ciclo celular com suas duas fases (Intérfase e Mitose), bem como a
determinacéo dos seus checkpoints; Sintese e degradacgéo das ciclinas observadas pela concentracao destas
nos diferentes momentos do ciclo celular. Ademais, cada ciclicna associada a uma CDK em seus respectivos

checkpoints
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Fonte: Adaptado de Schneider (2007); Matellan; Monje-Casas (2020); Rodriguez-Gémez e Frias-Vazquez
(2014).

Outros mecanismos de controle do ciclo celular se dao por proteinas que inibem
o complexo CDKs + ciclina. A proteina p21, da mesma maneira que a p27, regulam
negativamente este complexo inibindo a ativacdo das CDKs pelas suas respectivas
ciclinas. Todo este processo regula a progressao do ciclo celularem G1 e S, de forma
a promover a parada da progressao do ciclo celular. Os genes que codificam para p21
e p27 (Cdknla e Cdknlb, respectivamente) expressam sitios de ligacdo para p53,
sendo esta, um regulador de transcricdo destas proteinas. No momento em que a
célula sofre um dano ao DNA, a proteina p53 é ativada e induz a expresséo de p21 e
p27 que inibem a ativacdo de CDKs (LIMA, 2013).

Em funcédo de tudo ja citado, compreendendo de maneira clara a importancia
das CTM na regulacdo da hematopoese, bem como os pontos importantes deste
processo, como a diferenciacdo e o ciclo celular, é preciso relembrar que algumas
doencas malignas acometem o sistema hematopoético. E para o tratamento destas,
pode-se usar da radiacao ionizante. Adicionalmente, € de suma importancia relembrar
0 conceito de que as CTH tém habilidade de reconstruir a hematopoese de um
individuo apds submisséo as terapias supressoras (radioterapia e quimioterapia).
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2. Hipdtese e Objetivos

Algumas doencas hematoldgicas malignas que comumente afetam a MO
utilizam a radioterapia como ferramenta terapéutica. Neste tratamento, a radiacao
ionizante atinge a MO com o objetivo de destruir as células malignas. Contudo, células
do microambiente hematopoético também podem ser diretamente afetadas. Dessa
forma, CTM saudaveis que participam da formacao do microambiente hematopoético,
formando ambientes adequados para a hematopoese, podem ser atingidas pela
radiacdo ionizante, sofrer alteracdes, e comprometer os mecanismos fisiolégicos de
controle das células hematopoéticas. Esta afirmativa se torna importante em razéo do
gue ja se sabe sobre o efeito espectador: que as respostas biologicas podem ocorrer
em células ndo diretamente irradiadas, mas que sao influenciadas, de alguma forma,
por sinais transmitidos por células irradiadas vizinhas. Assim sendo, o presente
trabalho teve como objetivo geral avaliar a influéncia da radiacdo nas CTM, bem como
o efeito espectador na modulacdo da hematopoese, ou seja, avaliar a influéncia
indireta que CTM irradiadas tém sobre a hematopoese, através da via de liberacéo de

fatores sollveis.

2.1.0Objetivos especificos

e Avaliar o efeito radiobiolégico da radiacédo ionizante sobre as CTM;

e Analisar a viabilidade celular em CTM irradiadas;

e Analisar a senescéncia e ciclo celular das CTM irradiadas, bem como a
expressao génica de fatores associados ao controle do ciclo;

e Analisar o dano celular causado pela radiacdo através da quantificacdo da
expressao de y-H2AX em CTM irradiadas;

e Dosar fatores soluveis produzidos pelas CTM irradiadas;

e Avaliar o efeito espectador sobre capacidade clonogénicas de células
hematopoéticas (C1498);

e Avaliar viabilidade, ciclo celular e proliferacdo celular de células
hematopoéticas (C1498) frente ao efeito espectador;

e Avaliar o efeito espectador sobre a expressao de genes envolvidos no ciclo
celular de células hematopoéticas (C1498);

e Avaliar o efeito espectador sobre aspectos imunofenotipicos
das células hematopoéticas (C1498);
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3. Material e Métodos

Figura 5 - Resumo gréafico da metodologia utilizada para o desenvolver do trabalho
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3.1.C¢élulas utilizadas neste estudo

Para o desenvolvimento do presente trabalho, dois tipos celulares foram
utilizados. Neste tdpico, estao descritas, de forma detalhada, cada uma destas células

e suas principais caracteristicas.

3.1.1. C3H1oT12

Linhagem celular obtida da American Type Culture Collection (ATCC® CCL-
226™), que apresenta morfologia fibroblastoide (figura 6), contudo, com funcdes de
célula-tronco mesenquimal (CTM) (ATCC, Ficha de informacéo do produto; TANG;

OTTO; LANE, 2004). Outras caracteristicas estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas da linhagem CsH1oT12

Categoria Células Animais imortalizadas
Animal Camundongo C3H (Mus musculus)
Doenca Sarcoma

Propriedade de crescimento Aderente

Tecido Embrionério

Fonte: Adaptado da Ficha Técnica do Produto ATCC.

Figura 6 - Fotomicrografia da cultura celular da linhagem CsHioT12. Aumento de 200x

Fonte: Autoria prépria (2022)
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3.1.2. C1498

Linhagem celular obtida da American Type Culture Collection (ATCC® TIB-
49™), Estas células foram originadas a partir de mutacdes espontaneas. Em 1941
foram isoladas de camundongos fémeas C57BL/6 (H-2) e comecaram a ser utilizadas
como modelo de leucemia aguda (MOPIN; DRISS; BRINSTER, 2016).

Atualmente, este modelo celular apresenta diversas caracteristicas (tabela 2),
dentre elas a morfologia semelhante ao linfoblasto (figuras 7 e 8), contudo, séo células
originadas de tecidos de leucemia mieloide aguda (LMA), podendo ser considerada
uma célula mieloide (ATCC, Ficha de informacdo do produto; MOPIN; DRISS;
BRINSTER, 2016). Entretanto, outros estudos demonstraram grande capacidade
desta célula em apresentar um fenoétipo de linfocito natural killer (NK), ou seja, com
diferenciacao linfoide (LABELLE; TRUITT, 2002).

Tabela 2 - Caracteristicas da linhagem C1498

Categoria Células animais imortalizadas

Animal Camundongo C57BL/6J (Mus musculus)
Doenca Leucemia Mieloide aguda

Propriedade de crescimento Suspenséao

Fonte: Adaptado da Ficha Técnica do Produto ATCC

Figura 7 — Fotomicrografia da cultura celular da linhagem C1498. Aumento de 200x.

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Figura 8 — Coloragéo de Roselfed do citocentrifugado da cultura de C1498 em meio DMEM. Aumento de 600x.

Fonte: Autoria prépria (2022).

3.2.Cultivo das C3HigT12

Para iniciar os experimentos, foram cultivadas CTM de linhagem CzHioT1/2,
descritas acima. Para esse cultivo, foi utilizado meio DMEM (Meio de Eagle modificado
por Dulbecco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e tampao Hepes
(2g/L) com pH final entre 7,2 e 7,4. Para garantir um cultivo estéril, foram adicionados
ao meio penicilina 1% (100Ul/mL) + estreptomicina (100mg/mL). Apds a preparacao
da placa (12 pocos), esta foi colocada em estufa de CO, 5% a 37°C. As células foram

cultivadas até confluéncia de 80%.

3.3.Irradiagédo

As CTM plagueadas foram irradiadas em aparelho de telecobaltoterapia 60Co
(modelo Alcian 1l da marca GGR-Varian, Palo Alto, CA, EUA) no Setor de Radioterapia
Experimental da UNIFESP-EPM. As doses de radiacdo utilizadas foram de 0.5, 1, 2,
4, 6, 8, 10, 15 e 20Gy (com taxa de dose de 55cGy/min), a fim de investigar qual a

melhor dose para realizacdo dos experimentos de avaliagdo do efeito espectador.
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Visto isso, as CTM (C3zH10T12) foram irradiadas em campo de 10cm x 10cm a
80,5cm de distancia. Uma placa de acrilico de 0,5cm de espessura foi utilizada como
suporte para as placas de cultura e a irradiacao foi realizada pela parte posterior
(Gantry a 80cm e 180°) pelo fato de que as células ficam aderidas no fundo da placa.
Posteriormente a irradiacao, a cultura celular foi colocada novamente na estufa de

CO2 5% a 37°C, para realizacdo dos experimentos futuros.

Como controle biolégico dos experimentos, a fim de comparar a alteracao que
a irradiacdo promove, CTM (C3H10T12) foram cultivadas de forma idéntica as ja
citadas, entretanto, ndo sofreram com a radiacdo. Estas células foram denominadas
de CTM 0Gy.

3.4.Avaliacado da viabilidade das CTM ap0s irradiagcao por citometria de fluxo

Com a finalidade de analisar a viabilidade celular das CTM irradiadas, foi
realizada uma analise através da marcacao das células com Anexina-V e 7-AAD, por

citometria de fluxo.

Os reagentes de Anexina-V e 7-AAD foram preparados conforme descrito na
tabela 3:

Tabela 3 — Preparo de Anexina-V e 7-AAD referente a uma amostra.

Anexina-V
Diluicéo 1:50
Tampé&o anexina 19,6 uL
Anexina-V FITC 0,4 uL
7-AAD
Diluicéo 1:200
7-AAD 1L

PBS (solucéo salina fosfato) 199 pL

Para o teste, foi realizada tripsinizacdo das CTM (CsHioT1s2) irradiadas e ndo
irradiadas, visto que estas células sao aderentes ao plastico do material de cultura. As
amostras foram lavadas com PBS (solugéo salina fosfato) e foram adicionados 20uL

do reagente de anexina-V (que avalia a apoptose por se ligar na fosfatidilserina
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externalizada durante o processo de morte celular). E as células ficaram incubadas

por 20 minutos protegidas da luz.

ApOGs este processo, foram adicionados 200uL do reagente de 7-AAD (que
avalia morte por necrose por intercalar com as bases do DNA de células em processo
de morte). Em seguida, foi realizada a leitura no citbmetro FACS Canto Il (FACScan®,
BECTON DICKSON, San Jose, EUA).

Foram realizados controles sem marcacdo (com CTM cultivadas em meio
DMEM); simples marcado para anexina-V e simples marcado 7-AAD. E as CTM 0Gy,
como ja descrito, foi utilizado como controle biolégico do experimento.

3.5.Avaliagdo da senescéncia e ciclo celular das CTM irradiadas

Tendo em vista os resultados da metodologia anterior, foram escolhidas as
doses de 4, 6 e 15Gy para continuar 0os experimentos. Sempre recordando que as

CTM 0Gy séo utilizadas como controle bioldgico.

Apoés irradiacdo, a célula pode sofrer com estresse e danos celulares, o que
esta sendo abordado neste estudo. E em decorréncia desses processos uma resposta
celular ativada é a senescéncia, ou seja, parada do ciclo celular de longo prazo. Para
gue fosse possivel caracterizar a quantidade de células senescentes apos a
irradiacao, foi utilizada a metodologia de identificacdo de B-galactosidase, enzima que
tende a estar com maior atividade em células senescentes (HOOTEN; EVANS, 2017).
Para tal, o Senescence B-galactosidase kit (Cell Signaling Technology Inc, USA), foi

utilizado seguindo todas as suas recomendacdes.

Com isso, para verificar se houve alteracéo no ciclo celular das CTM irradiadas,
foi realizada a metodologia de citometria de fluxo. Para tal, o reagente de 7-AAD foi
preparado conforme descrito na tabela 3. As CTM (C3zHi0T12) foram tripsinizadas e
lavadas com PBS. Apés a lavagem, o pellet foi ressuspenso em 1mL de etanol 70%
gelado e as amostras foram incubadas por 30 minutos. Foi realizada mais uma
lavagem com PBS e o sobrenadante foi descartado. 10uL de RNase foram
adicionados as amostras que foram incubadas por 10 minutos. Todo o material foi
ressuspenso em 200 pL do reagente de 7-AAD e levado para a leitura no citbmetro
FACS Canto Il (FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA).
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3.6.Expresséo de Bcl-2, Bax e Cdknla/b nas CTM irradiadas por RT-PCR

Com o objetivo de avaliar mais informagdes relacionadas ao controle do ciclo
celular das CTM irradiadas, foi realizada a avaliagdo da expressédo de Bcl-2, Bax,
Cdknla e Cdknlb nestas células através da metodologia de RT-PCR (reacdo em

cadeia da polimerase - polymerase chain reaction) em tempo real.

Para esta finalidade, a partir de 24 horas do plaqueamento e irradiagéo, as
células foram submetidas ao processo de extracdo de RNA.

3.6.1. Extragcao de RNA

Para o processo de extracdo de RNA, as células irradiadas e néo irradiadas
foram tripsinizadas e colocadas em microtubos tipo eppendorf e centrifugadas por 10
minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso com

1mL de PBS estéril. Foi realizada outra centrifugacéo para a lavagem.

O RNA das células foi extraido seguindo as recomendacdes do fabricante
RNeasy® Mini Kit (50) (QIAGEN, Germany). Apés a extracdo, o RNA foi
imediatamente mensurado no equipamento NanoVue Plus (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido). A identificacéo
da absorbancia dos acidos ribonucleicos se da sob luz UV com comprimento de onda
de 260nm e a concentracdo de RNA total é dada em ng/pL. A pureza da extracao foi
avaliada pela razdo A260nm/A280nm (valor da pureza deve se encontrar dentro do
intervalo de 1,8-2,2, sendo 2,0 o valor alvo) (SAMBROOK, 2001).

Para posterior sintese de DNA complementar a partir do RNA extraido, 0 RNA

foi armazenado a temperatura de -40°C, até a realizacao desta.

3.6.2. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O processo de sintese do cDNA se deu a partir da utilizacdo do High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), que utiliza a enzima
transcriptase reversa MultiScribe™. Este processo foi realizado a partir de 50ng/uL de
RNA total (por amostra) em um volume de 30uL em agua livre de DNase e RNase
g.s.p. (quantidade suficiente para). A proporcao dos reagentes utilizada para um total

de 30uL/amostra esta descrita na tabela 4, totalizando 60uL (amostra + reagentes).
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Tabela 4 - Relacao dos reagentes para sintese de cDNA, bem como suas respectivas quantidades referente a 1
amostra.

Mix de reagentes + amostra, para sintese de cDNA

Reagente Volume em pL
Agua livre de DNase e RNase 9,6
10x RT Buffer 6
10x RT Randon primers 6
MultiScribe Reverse 3

Transcriptase

RNAse inhibitor 3

dNTP mix, 200mM 2,4

Amostra 30
Total 60

A reacdo foi feita seguindo as seguintes condicfes de ciclagem: incubacéo dos
reagentes por 10 minutos a 25°C, aquecimento a 37°C por 120 minutos e 85°C por 5
minutos e resfriamento a 4°C. A eficacia do processo de transcricao foi considerada

equivalente para todas as amostras.

O cDNA obtido foi armazenado a —40 °C até a realizagdo da PCR em tempo

real.

3.6.3. PCR em tempo real

A anadlise da expresséo génica foi feita pelo método de quantificacdo relativa,
no qual foi utilizado um gene de referéncia como controle endégeno (Gapdh;
Mm99999915 gl). Foi avaliada a expressao dos genes Bcl-2 (Mm00477631_m1),
Bax (Mm00432051_m1), Cdknla (Mm00432448 m1) e Cdknlb (Mm00438168_ml).

A determinacédo da expresséao dos dados avaliados foi realizada por rt-PCR em
tempo real utilizando o sistema TagMan® (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA) e os
ensaios foram conduzidos no equipamento A&B StepOne Plus Real-Time PCR
System® (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). Para a realizacdo do rt-PCR foi
utilizado um volume total de reacédo de 10pL (por amostra), volume este descrito na
tabela 5:
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Tabela 5 - Relacdo dos reagentes para realizagdo do RT-PCR em tempo real, bem como suas respectivas
quantidades.

Mix de reagentes + amostra, para RT-PCR

Reagente Volume em pL
TagMan® Fast Universal Master Mix 5
(Applied Biosystems, Carlsbad, EUA)
H20 livre de DNase e RNase 3,5
Amostra 1
Iniciador (sense e antisense) — marcado 0,5

com sonda FAM e referéncia passiva
ROX

Total 10

O processo de ciclagem se deu nas seguintes condi¢des: pré-incubacao por 20
segundos a 95°C (para desnaturacao das dupla-fitas de cDNA), seguido de 40 ciclos
de 01 segundo a 95°C e 20 segundos a 60°C.

Os valores de Ct, que correspondem ao inicio de amplificacdo da reacédo de
RT-PCR foram utilizados para a obtencdo dos dados quantitativos da expressao
génica de cada amostra (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para tal, foi utilizada a formula

de quantificacédo relativa:

Taxa de expressao relativa e 2'(ACt amostra — ACt Calibrador) - 2' AACt

O ACt foi obtido pela subtracdo da média dos Cts do gene de interesse pela
meédia dos Cts do controle enddgeno, para normalizacao dos dados. Como calibrador,
foi utilizada a média aritmética do ACt das CTM 0Gy (nao irradiadas), empregada

como base para resultados comparativos.

A normalizacéo da expressao de cada gene se deu baseada na expresséo do
gene endégeno Gapdh (Mm99999915 gl) e os resultados foram expressos em
valores relativos usando o limiar de ciclo (de acordo com o método AACt), como ja

descrito.

Como controle de qualidade, todas as reac¢des foram realizadas em duplicata e

para cada placa de reacao foram utilizados controles negativos e realiza¢cao do poco
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‘branco” para cada gene avaliado. Em que no “branco” ndo se tem a adigdo da

amostra, e sim, de 1pL de agua.

3.7.Expresséo de y-H2AX nas CTM irradiadas por citometria de fluxo

Com o objetivo de verificar dano ao DNA induzido pela radiacdo nas CTM, foi
guantificada a expressado de y-H2AX (serina 139 fosforilada). Esta, € uma histona
fosforilada que representa uma resposta celular perante um dano ao DNA, ao passo
gue este resulte em quebra da dupla fita, sendo este um processo agudo da irradiacéo
(RYBAK et al., 2016).

Para esta analise, foi realizada tripsinizacdo das CTM irradiadas e lavagem com
PBS. Dado isso, para a marcacgao primaria intracelular, as células foram fixadas com
paraformoldeido (2%) durante 20 min, lavadas com glicina (0,1 M) e permeabilizadas
com Triton X-100 (0,001%) durante 20 min, e 0 anticorpo anti-y-H2AX conjugado com
Alexa Fluor 647 (Anexo A) foi adicionado (diluido conforme instru¢des do fabricante),
seguido do processo de incubacgéao overnight. Em sequéncia, as células foram lavadas
com PBS e ressuspensas em 200uL de PBS. A aquisicao foi realizada por citometria
de fluxo (FACS Canto Il (FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA).

Toda a andlise foi realizada ap6s 3 horas da irradiacdo (por se tratar de um
processo agudo da exposicdo a radiacdo), padronizado por curva dose resposta do
trabalho de Nogueira-Pedro (2022) tanto nas células irradiadas com 4, 6 e 15Gy,

quanto nas CTM 0Gy.

3.8.Separacédo do meio

Foi necessaria a separacdo do meio das culturas de CTM irradiadas e nao
irradiadas visto que foi realizado experimento de dosagem de citocinas neste meio
(vide tépico 3.9). Ademais, o efeito espectador neste estudo foi avaliado através do

sistema de cultura condicionada de células hematopoéticas.

Para tal, foi utilizado o processo de filtracdo da cultura de CTM irradiadas em
filtros de 0,22um (MilliPore), para garantir que nenhuma célula estivesse presente no
meio. Os sobrenadantes 4, 6 e 15Gy foram separados. Os sobrenadantes 0Gy

também foi separado da mesma maneira, para se obter o grupo controle.
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Os sobrenadantes foram congelados a -40°C para 0s posteriores

experimentos.

3.9.Citocinas e NO produzidas pelas CTM irradiadas por ELISA

A fim de dosar os fatores sollveis (citocinas) e o 6xido nitrico (NO) produzidas
pelas CTM irradiadas, os quais possuem acdo modulatéria em relacdo a
hematopoese, foram utilizados os sobrenadantes 4, 6 e 15Gy e 0Gy (como controle
do experimento) para a dosagem das seguintes citocinas e fatores de crescimento: IL-
6, TGF-B, HGF, G-CSF e M-CSF.

Toda a analise de citocinas foi realizada por metodologia de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) (DouSet® ELISA, R&D Systems), de acordo com as
orientacbes do fabricante. E para a quantificacdo de Oxido nitrico (NO) no
sobrenadante das CTM irradiadas e néo irradiadas, foi utilizada a técnica de
guimioluminescéncia de alta sensibilidade na deteccdo da molécula, com uso do
aparelho de analise NOA™ 280 (Sieversinstruments, Inc. Boulder, CO, USA).

3.10. Sistema de cultura condicionada

Como ja descrito no topico 3.8 foi realizado um sistema de cultura condicionada
para os demais experimentos. O sistema de cultura condicionada tem como objetivo
promover o ambiente favoravel para andalise do efeito espectador mediado pela

secrecao de fatores soluveis (HALL, 2003).

Células de linhagem C1498 obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC® TIB-49™) foram utilizadas como modelo de célula hematopoética para a
avalicdo do efeito espectador. Estas células cultivadas em sistema de cultura
condicionada com sobrenadante 6Gy foram descritas neste trabalho como Grupo 6Gy.
Enquanto as células controle, as quais foram cultivadas seguindo o mesmo processo,

entretanto, com sobrenadante 0Gy, foram denominadas neste estudo de Grupo 0Gy.

Como controle negativo do experimento, foram cultivadas células C1498

somente com meio DMEM, sendo essa cultura denominada Grupo DMEM.
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Tendo isso, a tabela 6 foi montada para esclarecer o sistema de cultura

condicionada utilizado neste trabalho, sendo também esquematizado de forma grafica

na figura 9.
Tabela 6 — Relacdo dos grupos de cultura condicionada.
Cultura Condicionada
Grupo Descricéo
DMEM 5.10° células C1498™ + 500uL de meio DMEM®
DMEM + G-CSF  5.10° células C1498% + 500uL de meio DMEM® + G-CSF®)
6Gy 5.10° células C1498™ + 500uL de sobrenadante 6Gy®
6Gy + G-CSF  5.10° células C1498™ + 500puL de sobrenadante 6Gy ¥ + G-CSF®

0Gy 5.10° células C1498" + 500puL de sobrenadante 0Gy®)

0Gy + G-CSF  5.10° células C1498™ + 500puL de sobrenadante 0Gy ® + G-CSF®

@) Células hematopoéticas da linhagem C1498, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®
TIB-49™),

@ Meio de cultura DMEM 1:1 contendo baixa glicose (Cultilab, Campinas, Brasil), penicilina 1%
(100Ul/mL) + estreptomicina (100mg/mL), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB).

) 50uL de mouse G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor), 75-125pg/mL (RD Systems®).
® Sobrenadante de 24 horas de cultura de CTM (CsH10T1/2) previamente irradiadas: Sobrenadante 6Gy.
®) Sobrenadante de 24 horas de cultura de CTM (CsH10T12): Sobrenadante 0Gy.

Figura 9 — Esquema gréfico do sistema de cultura condicionada utilizado neste estudo.

a) Culturacondicionada
Separacao —I N ' -
~ [ domeo e v w
(7))
o
C3Hyg Tz irradiadas Sobrenadante 6Gy C1498 + Sobrenadante 6Gy C1498 + Sobrenadante 6Gy
+ G-C5F
b) Culturacendicionada
Separacao —] R -
I domeo T\ ] v w
w
(]
C3Hqg Tqz n@oirradiadas Sobrenadante OGy C1498 + Sobrenadante 0Gy (1498 + Sobrenadante 0Gy
+ G-C5F

Fonte: Autoria Propria, utilizando ferramentas do Biorender.
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3.11. Avaliacao do efeito espectador provocado pelas CTM irradiadas
sobre a capacidade clonogénica de células hematopoéticas em cultura
3D

Com o objetivo de avaliar possivel alteracdo na capacidade clonogénica das
células C1498 frente ao efeito espectador, foi realizada cultura 3D na qual as células
foram cultivadas em metilcelulose (MethoCult® M3134 — que apresentam adicdo de
G-CSF), visto que altera¢cfes nos genes de ciclo celular foram encontradas. Este é um
meio de cultura adequado para o crescimento de células progenitoras hematopoéticas
para ensaios de unidades formadoras de colonia, contudo, como se trata de um meio
incompleto, se fez necessaria a adicdo de meios para suplementacdo deste
(STEAMCELLS Technologies, Ficha de Informacdes do Produto).

Para esta cultura, foi necessario deixar o meio MethoCult® descongelando
overnight a 2-8°C, como especificagdes do fabricante. Com o auxilio de seringa (5mL),
foi transferido 3mL deste meio para um tubo Falcon de 15ml e suplementado com
500uL dos sobrenadantes 6Gy e 0Gy (em tubos diferentes) e um tudo com adicéo de
DMEM. Ap6s homogeneizados, foram adicionadas 200 células em cada tubo Falcon
e, com auxilio novamente de uma seringa, todo o conteudo do tubo foi colocado em
um poco da placa de cultura de 6 pocos. Sendo realizados assim, o plagueamento
dos grupos DMEM + G-CSF, 0Gy + G-CSF e 6Gy + G-CSF (descritos na tabela 6),
haja vista que o meio MethoCult® M3134 contém G-CSF (STEAMCELLS

Technologies, Ficha de Informacg6es do Produto).

Em um poco vazio foi colocado agua esterilizada para garantir a umidade
apropriada para o crescimento das colbnias. Ap0s a preparacdo da placa, esta foi

colocada em estufa de CO, 5% a 37°C.

Foi observado o crescimento das colbnias e estas foram quantificadas em 14

dias.

Foi realizado um total de 3N em dias alternados para manter o perfil de

experimentos independentes.
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3.12. Efeito espectador em relacéo a proliferacdo das C1498 avaliado por

metodologia de MTT em metilcelulose

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliacdo da proliferacdo das células C1498
e viabilidade das col6nias (PRABST et al, 2017) em meio de metilcelulose, frente aos
meios condicionados. Para tal, em placas de 24 pocos, 35 células foram plaqueadas
com 500uL de meio de metilcelulose (MethoCult® M3134) + 83uL de meios
condicionantes, com a metodologia equivalente a descrita no tépico 3.11.

ApoOs 14 dias de incubacdo em estufa de CO2 5% a 37°C, foi realizado o
experimento de MTT. Foram adicionados 500uL de meio DMEM nos cultivos em
metilcelulose para promover a solubilidade do meio de cultura, e foram adicionados
100uL do reagente de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)
5mg/dL com concentracdo final de reagente no poco de 0,5mg/dL. As placas foram
incubadas por 4 horas em estufa de CO2 5% a 37°C e, ao final, as amostras foram
centrifugadas a 14.000rpm por 15 minutos, descartados o0s sobrenadantes e
ressuspendidos os cristais de formazan formados em 1mL de DMSO
(dimetilsulfoxido). Apés 30 minutos de incubacéo com o DMSO a 37°C com agitacao,
as amostras foram lidas no aparelho Varioskan Flash (Thermo Scientific) no

comprimento de onda de 570nm.

3.13. Avaliacao da producéo de mieloperoxidase pelas células C1498 em

cultura 3D frente ao efeito espectador

A fim de avaliar a producdo de mieloperoxidase (MPQO) das células
hematopoéticas frente ao efeito bystander em cultura 3D, 0s grupos experimentais
DMEM, 0Gy e 6Gy foram plaqueados em placa de 24 pocos em meio de metilcelulose
(MethoCult® M3134), em um total de 35 células em 500uL de meio de metilcelulose +
83uL de meios condicionantes, conforme descrito no topico 3.11. A MPO é uma
enzima expressa em maioria nos leucécitos granulares, como os neutroéfilos e suas
células precursoras (em menor quantidade). Contudo, outros leucécitos
polimorfonucleares podem expressar esta enzima que esta relacionada com a
resposta imunoldgica inata (JESUS et al., 2022). Apds 14 dias, 500uL de PBS foram
adicionados nos pocos de amostras para promover solubilizacdo da metilcelulose.

17uL do reagente de benzidina (0,3g de benzidina em 99ml de etanol PA + 0,189 de
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nitroprussiato de sédio diluidos em 1mL de H20) + 33uL de H2O2 pura 10 volumes
foram incorporados nas amostras diluidas. A aquisicdo dos resultados se deu por
espectrofotometria no aparelho Varioskan Flash (Thermo Scientific) com o
comprimento de onda de 470nm. Como controle do experimento, foi realizado o poc¢o

“branco”.
3.14. Efeitos das CTM irradiadas sobre o ciclo celular e viabilidade das
C1498

Com a finalidade de avaliar o ciclo celular e viabilidade das células
hematopoéticas C1498 frente ao efeito espectador de CTM irradiaras, foi realizada a
metodologia de citometria de fluxo.

Todos os grupos experimentais descritos na tabela 6 foram utilizados para esta

etapa.
3.14.1. Ciclo celular

24 horas antes do plagueamento, as células C1498 foram submetidas ao
periodo de caréncia com meio DMEM 0,5% SFB. Para andlise do ciclo celular, as
culturas celulares foram lavadas 1x com PBS 2% SFB e o pellet ressuspenso em
200uL de Triton X 0,1% (+ 0,1% de citrato de s6dio em PBS) + 20uL de RNase (4Q).
As amostras foram incubadas por 25 minutos. Apds o tempo, foram adicionados 8L
de lodeto de propidio (PI) + incubacao de 5 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura
no citbmetro FACS Canto Il (FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA).

Foram realizados controles sem marcacdo (com C1498 cultivadas em meio
DMEM) e simples marcado PI. E o grupo 0Gy foi utilizado como controle biolégico do

experimento.

3.14.2. Viabilidade

A andlise de viabilidade foi realizada através da marcacdo com Anexina-V e Pl
(reagente que se liga em duplas fitas de DNA a partir do momento em que este
consegue adentrar as células pelos poros formados pelo processo de morte celular).
Para tal, as células C1498 foram lavadas 1x com PBS 2% SFB e ressuspendidas em
50uL de tampéao anexina + 3uL de anexina-V e incubadas por 30 minutos ao abrigo
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da luz. Foram adicionados 8uL de Pl e, em seguida, foi realizada a leitura no citdmetro
FACS Canto Il (FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA).

Foram realizados controles sem marcacédo (com C1498 cultivadas em meio
DMEM); simples marcado para anexina-V e simples marcado PI. E o grupo 0Gy foi

utilizado como controle biologico do experimento.

3.15. Avaliacao do efeito das CTMirradiadas sobre aregulagdo génicade
células hematopoéticas por RT-PCR

De forma complementar as metodologias ja descritas, sendo evidenciadas
diferencas entre as culturas condicionadas com sobrenadante 0Gy e 6Gy, foi realizada
a analise de transcricdo génica para genes especificos de controle do ciclo celular,

pluripoténcia e diferenciagéo celular.

Para esta avaliacdo da regulacdo das CTM irradiadas sobre aspectos da
hematopoese, com relacdo ao efeito espectador, foram utilizadas as células
hematopoéticas de linhagem C1498. Um ensaio de cultura condicionada foi realizado,
baseado no ja exposto na tabela 6, em placas de 24 pocos. Foram plaqueados um
total de 6 N (contendo os 6 grupos cada) em dias alternados para manter o perfil de

ensaios independentes, como esquematizado na figura 11.

Figura 10 — Esquema de plaqueamento de 1N.
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5.10° células C1498 + 500ul de meio
correspondenteacada grupo +est imulo

Sobrenadante 6Gy

Fonte: Autoria Propria, utilizando ferramentas do Biorender.
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A partir de 24 horas do plaqueamento, as células foram submetidas ao
processo de extracdo de RNA e, posteriormente, ao processo de sintese de cDNA
como descrito nos topicos 3.6.1 e 3.6.2, respectivamente.

3.15.1. PCR em tempo real

A andlise da expressao génica foi feita pelo método de quantificacéo relativa,
no qual foi utilizado um gene de referéncia como controle endégeno (Gapdh;
Mm99999915 gl). Foi avaliada a expressao dos genes Ccndl (Mm00432359 m1),
Ccnd2 (Mm00438070_m1), Ccnel (MmM01266311_m1), Cdknla (Mm00432448 _m1),
Cdknlb (Mm00438168_m1), Sox2 (MmO03053810_s1), Nanog (Mm02019550 s1),
Pou5f1 (Mm03053917_g1), Gatal (Mm02019550 s1) e Gata3 (Mm02019550 s1),
Sfpil (Mm02019550_s1).

A determinacéo da expresséo dos dados avaliados foi realizada por RT-PCR

igualmente descrito no item 3.6.3.

3.16. Avaliacdo do efeito espectador provocado pelas CTM irradiadas

sobre a expresséo de marcadores de linhagem de células C1498

A fim de se avaliar se o efeito espectador promove alteracdo imunofenotipicas
nas ceélulas hematopoéticas (C1498), foi realizada citometria de fluxo. Os grupos

experimentais 0Gy e 6Gy (com e sem G-CSF) descritos na tabela 6 foram avaliados.

Como inicio desta etapa, as amostras foram lavadas 1x com PBS 2% SFB, o
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 200uL de PBS 2% SFB.
Foram adicionados todos os anticorpos de superficie nas diluicbes de 1:100 para
aqueles de concentracdo de 0,5mg/mL e 1:40 para aqueles de concentracéo
0,2mg/mL, cada qual em seu respectivo tubo determinado pelo painel descrito na

tabela 8, com a descri¢do de cada anticorpo presente no ANEXO A.

Tabela 7 — Painel de anticorpos utilizados para diferencia¢é@o celular por imunofenotipagem

Painel 1 Painel 2 Painel 3 Painel 4
CD11b Ly6C B220 CD3
Ly6G CD115
F4/80 MAC-3

Fonte: Autoria Propria, adaptado de Mopin, Driss e Brinster (2016).
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As amostras foram mantidas incubadas por 1 hora no gelo ao abrigo da luz.
Dado este periodo, estas foram lavadas 1 vez com PBS suplementado com 2% de
SFB e ressuspensas com 200uL de PBS 2% de SFB e lidas por citometria de fluxo.

Para todos os painéis foram realizados os controles sem marcacao e simples

marcados para todos os anticorpos utilizados.

3.17. Analise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade e
classificados em paramétricos ou ndo paramétricos pela aderéncia a curva
Gaussiana. Foi adotado o nivel de significancia de 5% com intervalo de confianca de
95% e, a partir das analises estatisticas de One-way ANOVA, foi realizado teste
complementar de Dunnet, para analises de 3 ou mais variaveis. Ja, para comparagoes
entre 2 variaveis foi aplicado Teste T de Student. A analise estatistica foi realizada

utilizando-se o programa GraphPad Prism (Software Inc, San Diego, EUA).
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4. Resultados alcancados

4.1 A irradiagdo modula negativamente a viabilidade de CTM

Quando avaliadas as células-tronco mesenquimais apds o processo de
irradiacdo nas doses de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 e 20Gy foram observadas alteracdes

na viabilidade celular.

Foi visto que as doses de 0.5 a 4Gy ndo promoveram aumento significantivo
em relacdo a apoptose quando comparadas ao grupo controle de CTM 0Gy,
diferentemente das doses de 6 a 20Gy, as quais apresentaram diferencas que
corroboram com o aumento do processo apoptotico das células irradiadas (6Gy
p=0.0175; 8Gy p=0,0175; 10Gy p=0,0031; 15Gy p=0,0032; 20Gy p<0,0001). Dessa
forma, a porcentagem de células viaveis se apresenta de forma inversamente
proporcional as células em processo apoptético. Com isso, baseado nas analises
estatisticas acima descritas, e como ja esperado, a significancia da diferenca de
células viaveis e o controle sO se da a partir da dose de 6Gy (6Gy p=0.0407; 8Gy
p=0,0059; 10Gy p<0,0001; 15Gy p<0,0001; 20Gy p<0,0001) (figura 11).

Doravante a esses dados foi possivel entender que a viabilidade das CTM
irradiadas € dependente da dose de radiacdo e que somente a partir de 6Gy se tem
significancia estatistica. Com isso, foi possivel delinear o comeco da escolha da dose

para avaliacdo do efeito espectador.

A dose a ser escolhida foi aquela em que as células sofreram com radiacéo
ionizante e apresentaram marcadores de danos. Entretanto, grande parte da sua
cultura permaneceu viavel para que esta pudesse produzir fatores que promovessem

o efeito espectador.

Dado isso, as doses escolhidas para as demais analises nas CTM irradiadas
foram de 4, 6 e 15Gy, a fim de se estreitar a apenas uma. A dose de 4Gy foi escolhida
por ser a ultima dose em que néo apresentou diferenga com o controle. Nesta mesma
linha de pensamento, a dose de 6Gy foi a segunda dose escolhida por comecar a
apresentar diferenca estatistica, entretanto grande parte de suas células ainda

permanecem viaveis. E para a comparac¢do com uma dose mais elevada, foi escolhida
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a dose de 15Gy. A dose de 20Gy nao foi escolhida pelo fato de muitas células

entrarem em apoptose e nao ser relevante para cumprir com o objetivo do estudo.
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Figura 11- Avaliacao da viabilidade celular das CTM ap6s 24h do processo de irradiagéo. Os dados séo expressos
como a média + SD de 6 experimentos independentes. (a) e (a.1) Estratégia de andlise dos dados adquiridos no
citbmetro de fluxo. (b) Viaveis: Porcentagem de células viaveis em diferentes doses de radiagdo ionizante, ou seja,
sem marcacao de Anexina-V e 7-AAD; Apoptose: Porcentagem de células em apoptose apos a irradiagdo com
diferentes doses, em que estas células s&o positivas tanto para Anexina-V quanto 7-AAD. Em que *p<0,05;
**n<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

4.2 Ciclo celular e senescéncia das CTM sofrem alteracdo com a irradiacao

Quando analisada a senescéncia das CTM irradiadas, foi possivel observar
diferenca estatistica entre a dose de 6Gy e o controle (p=0,0086) bem como a de 15Gy
com o controle (p=0,0315). Corroborando com o dado acima descrito em que a dose
de 4Gy nao apresenta diferencas em relacdo as CTM ndao irradiadas (p=0,9134)
(figura 12c¢)

Contudo, a analise de ciclo celular revelou diferenca em todas as doses de
irradiacdo. Em relacdo a porcentagem de células na fase G0/G1, conforme ha um
aumento de dose, maior a relagao de células nesta fase (valor de ‘p’ em comparagao
como o controle: 4Gy p=0,03; 6Gy p=0,0059; 15Gy p=0,0002). Tendo isso, de forma

inversamente proporcional foi observada a diminuicdo de células nas fases S/G2/M
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ao passo que a dose de radiacdo aumenta (valor de ‘p’ em comparagdo como o
controle: 4Gy p=0,0477; 6Gy p=0,0026; 15Gy p=0,0001) (figura 12b).
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Figura 12 — Avaliacéo do ciclo celular e senescéncia das CTM apdés 24 horas do processo de irradiagdo. Os dados
séo expressos como a média + SD de 6 experimentos independentes. (a) e (a.1) Estratégia de andlise dos dados
adquiridos no citdmetro de fluxo. (b) Representa a porcentagem de células em GO/G1 e S/G2/M apés irradiagao
com as doses de 4, 6 e 15Gy, e comparacao com o controle biol6gico 0Gy. (c) Porcentagem de células senescentes
apés irradiacdo com diferentes doses (4, 6 e 15Gy), tendo como controle biolégico, as CTM néo irradiadas (0Gy).
Em que *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.3 A radiacdo promove alteracdo na expressédo génica de Bax e Cdknla de
CT™M

Como resultado, pdde-se observar que houve diferenca estatistica na
expressdo de Bax (figura 13a) quando comparada a dose de 6Gy com o controle
(p=0,0027), bem como a de 15Gy com o controle (p=0,0071). Em contraponto, a
expressdo de Bcl-2 nas células irradiadas ndo apresentou diferenca digna de nota
guando comparadas ao controle 0Gy (figura 13b) (4Gy p=0,1379; 6Gy p=0,8058;
15Gy p=0,3247). Tendéncia observada de forma semelhante a expresséao de Cdknlb,
em que ndo houve diferengas significantes entre as doses estudadas quando
comparadas ao grupo controle (4Gy p=0,9976; 6Gy p=0,1079; 15Gy p=0,5084) (figura
13d). No entanto, a expressédo génica de Cdknla apresentou diferenca estatistica
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guando comparadas as doses de 6Gy com o controle, bem como a de 15Gy com o
controle (4Gy p=0,9806; 6Gy p=0,0229; 15Gy p=0,003) como pode ser observado na
figura 13c.

a) b) 0 d)
Expressao de Bax nas CTMs Expressao de Bcl-2 nas CTMs Expressao de Cdknla nas CTMs Expressdo de Cdkn1b nas CTMs
25+ 15+ 10— 2.5+
" : ! F =
T 204 ' - 3 o s 2 204
o & Q.
L |3 s s ( [
< 154 . ~ E 6= < 154
< | s 2 T - sy sere
H z = =
£ 104 £ 4 E 10+
E E © 2
X ) T T
8 054 o = 2 - X 05+
(<] ° - =
v v
0.0~ n——-—|—|—|— 0.0~

0Gy 4Gy  6Gy  15Gy 0Gy 4Gy GGy  15Gy 0Gy 4Gy  6Gy  15Gy 0Gy 4Gy  6Gy  15Gy

Figura 13 — Expresséo dos genes relacionados ao controle de apoptose nas CTM ap0s 24h de irradiagédo. Os
dados sdo expressos como a média = SD de 6 experimentos independentes. (a) Expressdo de Bax mRNA em
relacdo ao gene enddégeno GAPDH. (b) Expressdo de Bcl-2 mRNA em relagdo ao gene endégeno GAPDH. (c)
Expressao de Cdknla mRNA em relacéo ao gene endégeno GAPDH. (d) Expressdo de Cdknlb mRNA em relagdo
ao gene enddégeno GAPDH. Com destaque para a dose de 6Gy que foi escolhida para o decorrer do estudo. Em
que *p<0,05; *p<0,01.

4.4 Expresséo de y-H2AX nas CTM aumenta diretamente com o aumento da

dose de radiacéao

A expressao de y-H2AX apresentou diferenca estatistica nas doses de 6 e 15Gy
guando em comparacao com a CTM 0Gy (figura 14) (4Gy p=0,3288; 6Gy p=0,0021;
15Gy p=0,001).

Ou seja, foi demostrado que as células que sofreram com radiacdo ionizante
podem apresentar danos no seu DNA dependentes da dose, disponibilizando mais
informacBes que corroboram com os experimentos ja realizados, em que as CMTs
irradiadas com 4Gy nédo sofrem com a radiacdo e somente ha diferencas estatisticas

a partir da dose de 6Gy.
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Figura 14 — Quantificagdo de y-H2AX nas CTM apés 3 horas de irradiacdo. Com destaque para a dose de 6Gy
gue foi escolhida para o decorrer do estudo. Os dados sdo expressos como a média + SD de 6 experimentos
independentes. (a) Estratégia de andlise com representacédo em histograma referente a marcagéo com o anticorpo
anti-p-y-H2AX das doses de 0, 4, 6 e 15Gy. (b) Representagdo grafica do resultado da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia de todos os experimentos independentes. Em que *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Entretanto, quando comparado o dano de 6Gy com o de 15Gy através do Teste
T de Student, péde-se observar que ndao houve diferenca estatistica (p=0,8138).
Tendo em vista isso, somado aos resultados de viabilidade, ciclo celular, senescéncia
e expressao génica (Bax, Bcl-2, Cdknla/b) foi possivel escolher a dose de 6Gy para

ser utilizada nos experimentos para avaliacao do efeito espectador.

Em outras palavras, a dose de 6Gy foi escolhida por ser uma dose em que ha
danos ao DNA com menor taxa de apoptose, promovendo uma cultura com células
capazes de produzir fatores sollveis, que atuam como principal via do efeito
espectador. Corroborando com o pensamento de dose ideal para a continuidade deste

estudo.

4.5 A producdao de IL-6 pelas CTM é diminuida com a irradiacao

Como j& descrito, os fatores soluveis sédo ferramentas fundamentais para
promocéo do efeito espectador da radiacdo. Dado isto, as citocinas e NO avaliados
foram analisados e apenas a producdo de IL-6 apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparadas as doses de irradiacdo com o controle 0Gy (4Gy
p=0,02; 6Gy p=0,0279; 15Gy p=0,0589) (figura 15).
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Figura 15 — Relacé&o das citocinas e NO produzidos pelas CTM irradias, ap6s 24h. Os dados s&o expressos como
amédia + SD de 6 experimentos independentes. (a) Niveis de produ¢do em pg/mL de G-CSF pelas CTM irradiadas.
(b) Niveis de producdo em yM de NO pelas CTM irradiadas. (c) Niveis de producéo em pg/mL de HGF pelas CTM
irradiadas. (d) Niveis de producéo em pg/mL de IL-6 pelas CTM irradiadas. (e) Niveis de producdo em pg/mL de
TGF-B pelas CTM irradiadas. (f) Niveis de produgdo em pg/mL de M-CSF pelas CTM irradiadas. Em que *p<0,05.

4.6 CTM irradiadas modulam negativamente a capacidade clonogénica de

células hematopoéticas

Como inicio dos resultados relacionados ao efeito espectador promovendo
alteracdes na hematopoese, dados os 14 dias do ensaio, as colbnias foram contadas

com auxilio da microscopia optica invertida.

Em relacdo ao numero de colbnias por grupo, foi observada uma queda no
grupo 6Gy em relacdo ao grupo 0Gy. Ao aplicar o teste estatistico T de Student para
determinar a presenca de diferenca entre os dois grupos, foi demonstrado um valor

de p = 0,054 (figura 16).
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Figura 16 — Contagem do niimero de col6nias celulares originadas a partir do plaqueamento de C1498 em meio
MethoCult® apés 14 dias de experimento. Os dados sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos
independentes. Representacéo grafica da comparagao entre os grupos 0Gy e 6Gy, em relagdo a todas as culturas
realizadas, aplicando o teste T de Student. Em que *p<0,05.

Ao analisar as colonias em relacdo ao tamanho e aspecto, diferencas foram
dignas de nota. Comparando o grupo 0Gy em relacéo ao grupo 6Gy foi possivel definir
gue as colbnias formadas sdo mais densas em 0Gy, aspecto esse observado de forma
contraria nas culturas do grupo 6Gy, como pode ser verificado na figura 17. Esse
processo pode indicar alteracdo na capacidade proliferativa das células frente ao

efeito espectador.
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Figura 17 — Fotos representativas da cultura de C1498 em metilcelulose (MethoCult®) em 14 dias de experimento.
As fotos foram apresentadas no aumento de 40x. (a) e (b) representam as culturas com sobrenadante 0Gy,
enquanto (c) e (d) registram as culturas condicionantes com sobrenadante 6Gy.

4.7 Proliferacdo e metabolismo das células hematopoéticas em cultura 3D

tendem a diminuir sob o efeito espectador

De forma complementar a técnica realizada no topico anterior, o ensaio de MTT
realizado nas culturas de C1498 em metilcelulose demonstrou uma queda visivel na
proliferacdo e metabolismo celular no grupo 6Gy em relagéo ao controle 0Gy, como
pode ser observado na figura 18. Contudo, essa diminuicdo ndo se caracterizou

estatisticamente significantiva.
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Figura 18 — Dados de absorbancia, em nm, das col6nias apds o ensaio de MTT da cultura 3D em metilcelulose
(MethoCult®). Os dados sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. Representacéo
grafica da comparacé&o entre os grupos 0Gy e 6Gy, em relagéo a todas as culturas realizadas, aplicando o teste T
de Student.

4.8 Efeito das CTM irradiadas modula a producdo de MPO pelas C1498 em
cultura 3D

A investigacdo quanto a producdo de MPO das células C1498 cultivadas em
meio de metilcelulose juntamente com o0s sobrenadantes condicionantes, na
comparacao dos dois grupos experimentais 0Gy e 6Gy, ndo demonstrou diferencas
dignas de atencao (p=0,2159), de modo a ser observado na figura 19. Contudo, ao
admitir que a quantidade de MPO produzida pelas col6nias seria proporcional ao MTT,
foi realizada uma padronizacdo para os valores esperados de MPO no grupo 6Gy,
levando em consideracao os valores encontrados do MTT e MPO do grupo 0Gy. Por
conseguinte, foi realizada a comparacéao entre os valores esperados de MPO para o
grupo 6Gy e os valores obtidos pelo experimento (figura 20). Nesta andlise o valor de

MPO de 6Gy foi significativamente maior que o esperado (p=0,0082).
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Figura 19 - Dados de absorbancia, em nm, das coldnias apds o teste de MPO da cultura 3D em metilcelulose
(MethoCult®). Os dados sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. Representacéo
grafica da comparacé&o entre os grupos 0Gy e 6Gy, em relagéo a todas as culturas realizadas, aplicando o teste T
de Student.
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Figura 20 — Dados das comparagdes dos valores de absorbancia esperado de MPO em relagdo aos valores de
MTT e os valores obtidos apds a realiza¢éo do experimento. O célculo do valor esperado de MPO utilizou como
base os valores de MPO em relacéo aos de MTT da cultura do grupo 0Gy. A partir deste pronto, foi calculado como
estimativa os valores de MPO que a cultura 6Gy poderia apresentar com base nos resultados de MTT. Dado isso,
o valor esperado foi comparado ao valor obtido no experimento e obtida uma diferenc¢a significativa de aumento
de producdo da enzima em relagédo a proliferacao e metabolismo celular. Em que *p<0,05; **p<0,01.

Dado este ponto, os resultados dos experimentos realizados com as células
hematopoéticas C1498 serdo demonstrados, separadamente, em dois grandes

blocos: sem estimulo de G-CSF e com estimulo de G-CSF.
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4.9 Efeito espectador nao altera significativamente o ciclo celular e
viabilidade de células hematopoéticas em ambiente ndo estimulado com
G-CSF

Quando analisada a viabilidade das células hematopoéticas C1498 frente ao
efeito espectador, os seguintes parametros foram determinados: células viaveis;
células mortas por necrose; células mortas por apoptose. Dentro destes parametros,
foi possivel verificar que quando comparados 0s grupos e interesse, sendo estes 0
0Gy (controle biolégico) e o 6Gy, ndo foi observada diferencas estatisticamente

significativas, como demonstrado na figura 21b.
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Figura 21 - Avaliacdo da viabilidade celular das C1498 ap6s 24h do processo de cultura condicionada. Os dados
séo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. (a), (a.1) e (a.2) Estratégia de analise dos
dados adquiridos no citbmetro de fluxo. (b) Viaveis: Porcentagem de células viaveis nos diferentes grupos
experimentais, ou seja, sem marcacao de Anexina-V e PI; Necrose: Porcentagem de células em necrose marcadas
com PI; Apoptose: Porcentagem de células em apoptose positivas tanto para Anexina-V quanto PI.

Em relacdo aos dados de ciclo celular das C1498 em culturas condicionantes,
a comparagéao entre os grupos 0Gy e 6Gy ndo demonstrou diferencas estatisticamente

significantes quando comparadas entre si (p=0,9751) (figura 22b).
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Figura 22 — Avaliacéo do ciclo celular das C1498 apds 24 horas do processo de cultura condicionada. Os dados
sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. (a) e (a.1) Estratégia de andlise dos dados
adquiridos no citémetro de fluxo. (b) Representa a porcentagem de células em G0/G1 e S/G2/M apds cultura
condicionada.

4.10 Efeito espectador ndo promove modulacdo significativa na
expressao génica de células hematopoéticas em cultura ndo estimulada
com G-CSF

Apés a analise estatistica de Teste T de student, que visou comparar o Grupo
0Gy sem estimulo com o Grupo 6Gy sem estimulo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes em relacdo a expressao génica de todos 0s genes
avaliados. Contudo, alguns genes demonstraram tendéncias de diminuicdo ou

aumento da expressao quando realizada a comparacao.

Quando avaliada a expressdo génica dos genes que codificam para
componentes de regulacdo do ciclo celular, como Ccndl1 que codifica para ciclina D1,
Ccnd2 que codifica para ciclina D2, Ccnel que codifica para ciclina E, Cdknla que
codifica para proteina p21, bem como Cdknlb que codifica para proteina p27, é
possivel observar uma tendencia de diminuicdo na expressdo de Ccndl, Ccnel e

Cdknlb, como mostra a figura 23a, 23c e 23e, respectivamente.
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Figura 23 — Expressdo de genes associados ao ciclo celular na C1498 submetida ao sistema de cultura
condicionada com os sobrenadantes 6Gy e 0Gy sem estimulo de G-CSF. Os dados sdo expressos como a média
+ SD de 4 experimentos independentes. (a) Expresséo de Ccndl mRNA em relagdo ao gene enddgeno GAPDH
na cultura condicionada. (b) Expressdo de Ccnd2 mRNA em relacdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura
condicionada. (c) Expresséo de Ccnel mRNA em relacéo ao gene endégeno GAPDH na cultura condicionada. (d)
Expressado de Cdknla mRNA em relacdo ao gene endégeno GAPDH na cultura condicionada. () Expresséo de
Cdknlb mRNA em relacdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada; (f) Expresséo de Pou5f1 mRNA
em relagdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada. (g) Expressdo de Nanog mRNA em relagdo ao
gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada. (h) Expressdo de Sox2 mRNA em relagdo ao gene enddgeno
GAPDH na cultura condicionada; (i) Expresséo de Gata-1 mRNA em relagdo ao gene enddégeno GAPDH na cultura
condicionada. (j) Expresséo de Spil mRNA em relagédo ao gene enddégeno GAPDH na cultura condicionada. (k)
Expressao de Gata-3 mRNA em relacéo ao gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada.

A expressao de fatores de transcricdo mediada pela codificacdo dos genes
Pou5fl, Sox2 e Nanog, associados a pluripoténcia de células-tronco, determinacao
do destino celular e proliferacéo, renovacgao e pluripoténcia celular, respectivamente,

nao apresentou diferencas estatisticas (figura 23f, 23g e 23h, respectivamente).

Fatores associados a diferenciacdo mieloide e linfoide B, bem como de
desenvolvimento eritroide, Spil e Gata-1 respectivamente, ndo foram estatisticamente
diferentes quando comparados os grupos 0Gy e 6Gy. Da mesma maneira, nao foi

encontrada diferenca estatisticamente significante na expressao de Gata-3, gene
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associado ao desenvolvimento de células T. Dados estes observados na figura 23i 23]
e 23k.

411 Efeito espectador ndo modula a diferenciacdo das células

hematopoéticas em ambiente ndo estimulado com G-CSF

Os resultados de imunofenotipagem como observado na figura 24b,
demonstram que as células C1498 sao negativas para Ly6G e positivas para CD11b.

Esta positividade também pode ser observada na figura 24c, juntamente com a
negatividade de F4/80.

¥
1
9
=
=
s
~
o

Single Cels s o1 o2

2 g
1 f
Comp-PE-CYT-A - COVID
b ° 5,
St diastuand "
Comp-PECYT.A - COM1D
e 3
-

COtbe

CompPECyT-A - CO1ID ot

e) f) f1)

200K =

150K =

Comp-PE-A - LYEC
=

SCH
g B
PO
m

ount

150K ~

x
3 j
&

100K =

"g' i >
“x G 100~
]

v g

Figura 24 — Estratégia de analise para as amostras de imunofenoctipagem, tanto com e sem estimulo, para todos
paineis. (a) sele¢édo da populacéo estudada; (a.1) exclusédo dos dublets; (b) Verificacdo da expressédo de CD11b x
Ly6G; (c) Verificacdo da expressdo de CD11b x F4/80; (d) selecdo da populagdo positiva para CD11b; (d.1)
comparacao da expressao de CD11b da amostra (histograma vermelho) com o controle sem marcagao (histograma
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azul); (e) Verificagdo da expressdo de CD115 x Ly6C; (f) Selecdo da populacdo positiva para Mac-3; (f.1)
Comparacéo da expresséo de Mac-3 da amostra (histograma vermelho) com o controle sem marcacao (histograma
azul); (g) Selecdo da populagdo positiva para B220; (g.1) Comparacdo da expressdo de B220 da amostra
(histograma vermelho) com o controle sem marcacao (histograma azul). (h) selecdo da populagéo positiva para
CD3; (h.1) comparagédo da expresséo de CD3 da amostra (histograma vermelho) com o controle sem marcagéo
(histograma azul);

Para os marcadores de superficie Ly6C e CD115 também foi observada a
auséncia de expressdo nas células C1498, como demonstrada na figura 24e.
Entretanto, para este painel, foi identificada a positividade para Mac-3. Os marcadores
B220 e CD3 também se fizeram positivos neste tipo celular. Por conseguinte, os
marcadores que se mostram positivos para C1498 foram avaliados frente ao efeito
espectador. No que tange a porcentagem de células C1498 marcadas com CD11b,
frente aos sobrenadantes 0 e 6Gy nédo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos 0Gy e 6Gy (p=0,49). A porcentagem de células positivas para Mac-3
também néo foi alterada pelo efeito espectador (p=0,4405). A relacéo de células que
expressam o marcador de B220, bem como a expressdo de CD3, também n&o foi

alterado (p=0,2471 e p=0,3740, respectivamente), como demonstrados na figura 25.

a) Células C1498 CD11b* b) Células C1498 Mac-3* ) Células C1498 B220" d) Células C1498 CD3*
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Figura 25 — Expresséo de marcadores de superficie associados com a diferenciacdo celular da C1498 submetida
ao sistema de cultura condicionada com os sobrenadantes 6Gy e 0Gy sem estimulo de G-CSF. Os dados sé&o
expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. (a) % de células CD11b* em relagdo ao total de
células; (b) % de células B220* em relagado ao total de células; (c) % de células CD3* em relacéo ao total de células;

4.12 Células hematopoéticas tem seu ciclo celular modulado
negativamente pelo efeito espectador em ambiente estimulado com G-
CSF

Tendo como base a mesma estratégia de gates descrita na figura 21 do tépico
4.9, bem como os mesmos padrdes de estratégia analitica, ao compilar os dados de

viabilidade das C1498 frente as culturas condicionadas estimuladas com G-CSF, néo
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foram encontradas diferencas estatisticas quando comparados os Grupos 0Gy + G-
CSF e 6Gy +G-CSF (p=0,1951) (figura 26).
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Figura 26 - Avaliagdo da viabilidade celular das C1498 apés 24h do processo de cultura condicionada estimulada
com G-CSF. Os dados sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. Viaveis:
Porcentagem de células viaveis nos diferentes grupos experimentais, ou seja, sem marcagdo de Anexina-V e PI;
Necrose: Porcentagem de células em necrose marcadas com PI; Apoptose: Porcentagem de células em apoptose
positivas tanto para Anexina-V quanto PI.

O mesmo padréo de analise do topico 4.9 se repete quando analisados 0s
dados de ciclo celular das C1498, entretanto, neste momento, com culturas
condicionadas estimuladas com G-CSF. Um novo dado se mostrou relevante quando
comparados os grupos 0Gy + G-CSF e 6Gy + G-CSF, no qual a porcentagem de
células na fase S/G2/M do grupo 6Gy + G-CSF se apresenta estatisticamente menor

gue o outro grupo (p=0,0289) (figura 27).
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Figura 27 — Avaliagao do ciclo celular das C1498 ap6s 24 horas do processo de cultura condicionada estimulada
com G-CSF. Os dados sdo expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. Representa a
porcentagem de células em GO/G1 e S/G2/M ap6s cultura condicionada estimulada com G-CSF. Em que *p<0,05.

4.13 Expressédo génica de células hematopoéticas frente ao efeito
espectador sofre modulacdo de Ccnd-1 e Gata-3 em ambiente

estimulado com G-CSF

Decorrida a andlise estatistica, tendo como finalidade a comparacao entre os
grupos 0Gy+G-CSF e 6Gy+G-CSF, foram encontradas diferencas estatisticamente

relevantes em relacdo a expresséo génica de Ccndl e Gata-3.

Do mesmo modo interpretativo do tépico 4,10, foram analisadas as expressdes
génicas das ciclinas e proteinas reguladoras do ciclo celular, contudo, neste momento,
com o diferencial do estimulo com G-CSF. Neste ponto, foi observada diferenca
estatistica na codificacdo do gene Ccndl (figura 28a). Todavia, os genes Ccnd2 e
Ccnel, mesmo ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas,
demonstraram tendéncia de diminuicdo de suas expressdes no grupo 6Gy+G-CSF,

guando comparadas com seu grupo 0Gy+G-CSF, como apontado na figura 28b e 28c.
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Figura 28 - Expressdo de genes associados ao ciclo celular na C1498 submetida ao sistema de cultura
condicionada com os sobrenadantes 6Gy e 0Gy com estimulo de G-CSF. Os dados séo expressos como a média
+ SD de 4 experimentos independentes. (a) Expresséo de Ccndl mRNA em relagdo ao gene enddgeno GAPDH
na cultura condicionada. (b) Expressdo de Ccnd2 mRNA em relacdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura
condicionada. (c) Expresséo de Ccnel mRNA em relacéo ao gene endégeno GAPDH na cultura condicionada. (d)
Expressado de Cdknla mRNA em relacdo ao gene endégeno GAPDH na cultura condicionada. () Expresséo de
Cdknlb mRNA em relacdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada; (f) Expressdo de Pou5f1 mRNA
em relagcdo ao gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada; (g) Expressdo de Nanog mRNA em relagdo ao
gene enddgeno GAPDH na cultura condicionada. (h) Expressdo de Sox2 mRNA em relagdo ao gene enddgeno
GAPDH na cultura condicionada; (i) Expresséo de Gata-1 mRNA em relagdo ao gene enddégeno GAPDH na cultura
condicionada. (j) Expresséo de Spil mRNA em relacédo ao gene enddégeno GAPDH na cultura condicionada. (k)
Expressado de Gata-3 mRNA em relacéo ao gene endégeno GAPDH na cultura condicionada. Em que *p<0,05;
**p<0,01.

Em relacdo a expressdo de Pou5fl, Nanog e Sox2 ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significante, do mesmo modo da cultura sem estimulo

como apontado no tépico 4.10 (figura 28f, 28g e 28h, respectivamente).

No que se refere ao fatores Spil e Gata-1 o padrdo de expressdo génica se

mantém, ndo sendo expressas diferengas estatisticamente significativas (figura 25j e
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28I, respectivamente). Contudo, ao comparar 0s grupos em relacéo ao gene Gata-3

foi notdria a diferenca observada, em que o grupo 6Gy + G-CSF apresenta menor
expressao em relagéo ao controle (figura 28k).

Apbs as andlises de todas as expressdes génicas, comparando os grupos 0Gy
(controle) e 6Gy, tanto sem quanto com estimulo de G-CSF, foi possivel a elaboracéo
de um heat map (figura 29). Este tipo de gréafico auxilia na visualizacao e interpretacdo
de dados moleculares (RYAN et al., 2020), com isso, fica mais clara toda interpretacéo
ja construida nos tépicos 4.10 e 4.13.

DMEM
oGy
6Gy

DMEM + G-CSF
0Gy + G-CSF
6Gy + G-CSF

Figura 29 — Heat map elaborado com os dados j& apresentados de 4 experimentos independentes (grupos 6Gy e
0Gy sem estimulo) juntamente com os dados dos 4 experimentos independes dos grupos com G-CSF. Na escala,

a cor azul claro representa a maior expressao do determinado gene, enquanto a cor rosa claro € determinante do
contrario.
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4.14 CTM irradiadas modulam negativamente a diferenciacdo linfoide

das C1498 atraveés do efeito espectador, em culturas com G-CSF

Utilizando das mesmas estratégias de andlises descritas na figura 24, tomando
como verdadeiro, novamente, a negatividade de Ly6G, F4/80, CD115 e Ly6C, foram

realizadas as analises de imunofenotipagem das C1498 nos grupos 0Gy + G-CSF e
6Gy + G-CSF.

A porcentagem de células hematopoéticas positivas para CD11b, Mac-3 e
B220, mantiveram-se no padrdo dos grupos nao estimulados, ndo apresentando
diferencas estatisticas quando comparados os grupos experimentais (p=0,2757,
p=0,2831, p=0,4145 e p=0,1710, respectivamente) (figura 30a, 30b e 30c). Todavia, a

porcentagem de células positivas para CD3 se destacou quando analisado o grupo
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6Gy + G-CSF. Foi evidenciada diminui¢cdo da diferenciagao linfoide no grupo em que
h& modulagdo pelo sobrenadante irradiado, quando comparado com o controle
biolégico (p=0,0486), como observado na figura 30d.

a) Células C1498 CD11b* b) Células C1498 Mac-3* €) Células C1498 B220* 9) Células C1498 CD3*
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Figura 30 — Expresséo de marcadores de superficie associados com a diferenciacéo celular da C1498 submetida
ao sistema de cultura condicionada com os sobrenadantes 6Gy e 0Gy sem estimulo de G-CSF. Os dados séo
expressos como a média + SD de 3 experimentos independentes. (a) % de células CD11b* em relagdo ao total de
células; (b) % de células Mac-3* em relagdo ao total de células; (c) % de células B220* em relagdo ao total de
células; (d) % de células CD3* em relacdo ao total de células. Em que *p<0,05.
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4. Discussao

A radiacdo ionizante ha tempos tem sido utilizada como uma ferramenta
diagnéstica e terapéutica especialmente no tratamento do cancer. Na terapia, 0
objetivo da radiacdo € causar um dano irreversivel ao DNA levando a célula tumoral
a morte por apoptose. Neste contexto, h4 um grande desafio para a radiobiologia, uma
vez que se tém observado um efeito em que as alteracdes genéticas e bioquimicas
ndo se aplicam restritamente as células diretamente atingidas pela radiacdo, mas
também, as células adjacentes as células-alvo, as quais apresentam alteracdes
similares as células irradiadas, efeito esse chamado de “efeito do espectador”
(BASKAR, 2010; MANCINI, 2023; MORAES, 2018; PELLIZZON, 2020).

Dessa forma, a radioterapia (processo terapéutico que se utiliza da radiacéo
ionizante) pode ser empregada no tratamento de pacientes portadores de neoplasias
hematolégicas. Esse processo radioterapico tem como foco, principalmente, as
células malignas da MO (GIORDANI et al., 2004; MANCINI, 2023). Entretanto, na MO
0 microambiente medular também pode ser afetado, de forma focada ou néao, afetando
células que compbes esse microambiente, com destaque para as CTM que
desempenham papel importante na sustentacdo da hematopoese e na
imunorregulacdo (SANTOS et al., 2019). Assim, a utilizacdo da radiacdo néo afeta
somente as células malignas presentes na MO, bem como o tecido normal também
pode ser atingido (BASKAR, 2010).

Tendo isso, este estudo pesquisou sobre o efeito da irradiacdo nas CTM e se
as células viaveis apos esse processo teriam alteracdo na secrecéo de seus fatores,
0 que poderia modular células adjacentes, pelo efeito espectador. Como comentado,
este efeito se caracteriza pelos danos gerados indiretamente pela radiacdo nas
células adjacentes as células diretamente atingidas (MORAES, 2018; PELLIZZON,
2020). E, os mecanismos completos desses efeitos secundarios da radiacdo ainda
sdo pontos pouco elucidados (YAHYAPOUR et al., 2018).

Com isso, para se iniciar os experimentos, apos a realizacdo da cultura de CTM,
estas foram submetidas a irradiacdo com diferentes doses. Doses de 0.5, 1, 2, 4, 6,
8, 10, 15 e 20Gy foram utilizadas a fim de encontrar a dose ideal que corroborasse

com os objetivos deste estudo.
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A dose escolhida teve como principal ponto: CTM que sofreram com a radiagéo
e apresentaram danos ao DNA, contudo, suas culturas permaneceram em maioria
viaveis. Essas caracteristicas foram essenciais para se estudar o efeito espectador
pela via de liberacdo de fatores sollveis. E, durante o processo de escolha da dose,
foram avaliadas a viabilidade celular, senescéncia, ciclo celular, expressao de genes
associados ao controle do ciclo e a fosforilagéo de histonas, nas CTM, visto que estes
parametros sofrem modulacdo através da radiacdo ionizante (WU et al., 2017).

Na avaliacdo de viabilidade ap6s o processo de irradiacdo, as CTM
apresentaram resisténcia até a dose de 4Gy. A partir da dose de 6Gy a morte celular
foi diretamente proporcional ao aumento da dose. A morte celular por apoptose € a
mais importante quando se trata da inducdo por radiacéo ionizante (CARVALHO;
VILLAR, 2018). A partir disso, as doses de 4, 6 e 15Gy foram escolhidas para
continuidade das analises. A dose de 4Gy foi escolhida por ser a ultima dose em que
nao se apresenta diferenca com o controle. Nesta mesma linha de pensamento, a
dose de 6Gy foi a segunda dose escolhida por comecar a apresentar diferenca
estatistica, entretanto grande parte de suas células ainda permaneceram viaveis. E
para a comparacdo com uma dose mais elevada, foi escolhida a dose de 15Gy.
Ademais, a dose de 20Gy néao foi escolhida como comparativo de alta dose devido
promocéo de elevada morte celular, o que tornaria inviavel o estudo, visto que foi
preciso que células estivessem vivas para producao de fatores sollveis e promocao

do efeito espectador.

A senescéncia e alteracéo do ciclo celular sdo outros pontos alterados em uma
célula quando esta € exposta a radiacdo ionizante (SCHMITT et al., 2007). Essas
alteracdes sédo importantes para parar a proliferacao celular caso algum dano néo seja

reparado e a célula ndo tenha entrado em apoptose.

Visto isso, as CTM, submetidas a irradiacdo, apresentaram diferencas na
senescéncia nas doses de 6 e 15Gy em relacdo ao controle. Hooten e Evans (2017)
descreveram que as células em resposta ao estresse e/ou dano celular induzem a
parada do ciclo celular de longo prazo, ou seja, inducao de senescéncia, corroborando
com os dados encontrados nesta analise. Quando avaliado o ciclo celular, todas as
doses escolhidas de 4, 6 e 15Gy apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao

controle, corroborando com a premissa de que as células irradiadas tendem a
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estacionar o seu ciclo celular para promover ativacdo dos mecanismos de reparo do
DNA e evitar a proliferacdo do material genético aberrante. Outros estudos, como de
Schneider (2007), mostram que as células expostas a algum tipo de estresse podem
regular negativamente o ciclo celular, inibindo as CDKs. Nogueira-Pedro et al. (2022)
também demostraram que CTM irradiadas tém alterac¢&o no ciclo celular e no processo
de senescéncia ao passo que as doses de radiacdo sao elevadas. Isso atesta 0s
dados encontrados no presente estudo.

Dentro do ciclo celular, os genes Bax e Bcl-2 que tém funcdes pré-apoptotica e
anti-apoptotica, respectivamente (RAMEZANI et al., 2019), foram avaliados nas CTM
irradiadas, como também os genes Cdknla e Cdknlb. Foram observadas alteracfes
na expressao de Bax nas doses de 6 e 15Gy, estes dados nesse gene pro-apoptotico
vao ao encontro com o descrito nos resultados de viabilidade das CTM apds a
irradiacdo, em que ha maior processo apoptético nas celulas com doses acima de
6Gy. Em adicdo, quando avaliada a expresséo do gene Cdknla, que codifica para a
proteina p21 reguladora do ciclo celular, foi observada uma up regulacdo, com
diferenca estatisticamente significante acima da dose de 6Gy, indicando ser este um
ponto importante para a regulacdo negativa do ciclo celular das CTM irradiadas
demonstrada anteriormente. O gene Cdknlb, que codifica para a proteina p27, outro
ponto de regulacéo do ciclo celular (HALPERIN et al., 2023), quando quantificada sua

expressdo, nao apresentou diferenca estatistica, bem como o Bcl-2.

O dano no DNA provocado pela irradiacdo, visto que este ponto foi essencial
para a continuidade dos experimentos, foi avaliado através da dosagem de y-H2AX
nas CTM irradiadas (4, 6 e 15Gy). Este, além de ser um marcador precoce de danos
ao DNA, promove o recrutamento de mecanismos de reparo e se relacionam a
senescéncia e ciclo celular (HOOTEN; EVANS, 2017; NOGUEIRA-PEDRO, 2022). A
analise deste marcador mostrou alteracdes significativas nas doses de 6 e 15Gy,
guando comparadas aos controles, entretanto, sem diferenca quando comparadas
entre si. Os dados de y-H2AX suplementam todos os outros jA mostrados de ciclo
celular e senescéncia, visto que a fosforilacdo de histonas é um dano agudo, o qual
ativa mecanismos de reparo no DNA, necessitando assim de parada do ciclo celular.
Com isso, a parada no ciclo celular, que pode evoluir para senescéncia, € proporcional

a fosforilacdo de histonas.
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Todos esses dados apresentados evidenciam que a CTM é
radiobiologicamente resistente até a dose de 4Gy e que comeca a apresentar
diferencas estatisticas a partir da dose de 6Gy. Com isso, ao passo que se aumenta
a dose de radiacao ionizante, os marcadores de leséo, alteragdes no ciclo celular e
senescéncia sdo evidenciadas. Ou seja, ha uma maior resposta ao dano celular, como
também descrito em outros estudos (HOOTEN; EVANS, 2017).

Por conseguinte, caracterizadas as alteragdes nas CTM a partir da exposi¢cao
a radiacédo ionizante, foi escolhida a dose de 6Gy para 0s experimentos relacionados
a avaliacao do efeito espectador. A escolha desta dose foi baseada por esta promover
danos no DNA com menor taxa de apoptose, sendo capaz de continuar viavel e
produzir fatores que possam atuar como via de acao do efeito espectador (BALDUZZI
et al., 2010; HODNY et al., 2010), como ja explicado anteriormente.

Como ja descrito em outros momentos, a via de liberagéo de fatores soluveis é
a via estudada neste trabalho, com isso, neste estudo foram quantificados: G-CSF,
HGF, IL-6, TGF-$ e a producédo de NO também foi avaliada nas CTM irradiadas (4, 6
e 15Gy). Nao foram observadas diferencas significativas na maioria destes produtos
dosados. Entretanto, foi destacada a diminui¢cdo da producéo de IL-6 quando as CTM

sdo irradiadas com 4 e 6Gy.

A familia da IL-6 esta envolvida na diferenciacdo, sobrevivéncia, proliferacao e
apoptose das células com ela estimulada. Os membros desta familia possuem
caracteristicas pro e anti-inflamatorias, e muitos sdo descritos como componentes
importantes no processo de hematopoese. A IL-6 esta envolvida na diferenciacao e
sobrevivéncia das CTH, bem como na linfopoese (HEINRICH et al., 2003; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2014). Dado isso, alteracées na producdo dessa citocina
poderiam comprometer o processo de hematopoese. Hipbtese testada na
continuidade do estudo pelo método de cultura condicionada com células

hematopoéticas.

Frente ao exposto, para avaliacdo do efeito espectador em células
hematopoéticas (C1498), foram realizados sistemas de culturas condicionadas, sendo
estas estimuladas ou ndo com G-CSF. Tendo isso, alteracbes promovidas pelo efeito
espectador na capacidade clonogénica foram analisadas neste estudo. Mothersill e

Seymour (2006) relatam que o efeito espectador promove, de forma adaptativa,
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alteracbes na proliferacdo celular. No presente trabalho, quando as células
hematopoéticas foram submetidas ao processo de cultura 3D condicionada com 0s
sobrenadantes 0Gy e 6Gy, o numero de colbnias formadas foi menor quando a cultura
era condicionada com sobrenadante 6Gy. Ademais, as colonias de C1498 formadas
apresentaram fenoétipos diferentes. As do grupo 0Gy se apresentaram de forma mais
densa em relacdo as do grupo 6Gy. Estas analises podem indicar que o efeito
espectador promove alteracdo na proliferacdo celular, o que fez necessario o
prosseguimento com outras metodologias que comprovassem e explicassem tais
resultados. Relacionada a cultura 3D, vale ressaltar que o meio de cultura de
metilcelulose utilizado era suplementado com G-CSF na fabricacdo, evidenciando
aqui o efeito espectador mediado pelos sobrenadantes condicionantes somados ao
estimulo de crescimento. Este fator de estimulo proliferativo foi escolhido por estar
relacionado a diferenciacao granulocitica. E esta era a vertente direcionada para este
estudo, visto que as células C1498 sdo modelos de LMA, por mais que possam ser

diferenciadas em células linfoides.

De modo a integralizar ainda mais os dados de proliferacdo expostos, foram
realizadas analises de citometria de fluxo para viabilidade e ciclo celular das C1498.
Neste contexto, o efeito espectador promoveu alteracdo na viabilidade das C1498
tanto em um ambiente ndo estimulado com G-CSF, quanto estimulado. Para
realizacdo desta analise, a forma interpretativa se deu sobre 3 vertentes: células
viaveis; células em necrose e células em apoptose. Foi escolhido diferenciar os tipos
de morte celular visto que no processo apoptético as células recebem um estimulo
para inicia-lo, sendo este um dano ao DNA ou a proteinas reguladoras importantes,
sem ativacao do sistema imunoldgico, com a participacao de processos bioquimicos
dependentes de enzimas. Em contrapartida, no processo necrotico, as células sofrem
com danos principalmente a membrana celular, o que a leva a morte e destruicdo com
liberacdo do seu conteudo citoplasmatico, ativando vias do sistema imune (D’ARCY,
2019). Nesta avaliacédo, o grupo 6Gy ndo estimulado ndo apresentou aumento das
células em apoptose quando comparado com o controle biolégico (Grupo 0Gy). E, da
mesma maneira, a morte por apoptose se tornou evidente, demonstrando diferencas
significativas entre o grupo 0Gy + G-CSF e 6Gy + G-CSF, em que o segundo
apresenta maior porcentagem de células neste tipo de morte. Os dados de necrose

nao se fizeram interessantes uma vez que se mantém com a mesma taxa de
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proporcao em todos os grupos analisados. Quando comparadas as mortes, percebe-
se que a diferenca entre 0s grupos somente na morte por apoptose demonstra o efeito
espectador agindo de modo a controlar os processos bioquimicos, enziméaticos e de
controle génico das células hematopoéticas C1498.

Acerca do ciclo celular, de modo esperado, os sobrenadantes condicionantes
promoveram diminuicdo da ciclagem das células hematopoéticas. Ao analisar os
grupos ndo estimulados, 0 e 6Gy ndo apresentaram diminuicdo das células em
S/IG2/M, quando comparados entre si. Outrora, ao ser adicionado estimulo para
proliferacdo (G-CSF), as CTM irradiadas com a dose de 6Gy promoveram maior
parada do ciclo celular das células C1498, do que as CTM ndo irradiadas, com
diferenca estatisticamente significativa. Deste modo, corroborando com os dados de
proliferacdo e formacéo de col6nias acima descritos, se fez valida a observagéao de
gue, quando € induzida a proliferacdo (por G-CSF), os fatores soluveis produzidos
pelas CTM irradiadas reduzem a capacidade proliferativa e de ciclagem de células

hematopoéticas.

Dentre estes fatores solUveis, como ja descrito nesta discussao, a IL-6 torna-
se ponto importante de interpretacdo visto todas suas funcdes ja esclarecidas. A
sinalizacao da familia de IL-6 para diferenciacao, e principalmente a proliferacao, se
da por ativacdo das vias de JAK-STAT e MAPK (HEINRICH et al., 2003). Por
conseguinte, a menor producéo e liberacédo de IL-6 pelas CTM irradiadas (com dose
de 6Gy) pode ser considerado ponto relevante nas alteracdes de proliferacdo das

células C1498 discutidas neste estudo.

A avaliacdo de possiveis alteracdes na modulacdo génica nas C1498
promovidas pelo efeito espectador foi outra vertente analisada neste trabalho.
Relacionada a genes associados ao controle do ciclo celular e proliferacao, tendo em
vista todo o exposto, a avaliacdo teve por objetivo elucidar se as alteracdes
encontradas na proliferacéo e ciclo celular foram moduladas a nivel transcricional. Em
seguimento, foram observadas diferencas mais significativas quando o sistema de
cultura condicionada (grupos 0Gy e 6Gy) estava sendo exposto ao estimulo com G-
CSF. A diferenca estatistica observada se deu no gene Ccndl (Grupo 6Gy + G-CSF)
em relagdo ao grupo 0Gy + G-CSF. Este gene codifica para ciclina D1, que é um

importante regulador do ciclo celular, fazendo parte do checkpoint da fase G1 para
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fase S. (MATELLAN; MONJE-CASAS, 2020). Com isso, a diminuicdo da expressio
desse gene resultou em diminuicdo de células que conseguiram progredir no ciclo
celular (passar da fase G1 para a fase S), corroborando com a diminuicéo das células
C1498 nas fases S/G2/M quando estimuladas com G-CSF, em ambiente espectador.
Contudo, ndo apenas o gene Ccndl pode ser considerado para tal alteracdo. A down
regulacdo génica de Ccnd2 e Ccnel no grupo 6Gy + G-CSF, e discreto aumento de
Cdknla e Cdknlb, por mais que ndo se deram de forma estatisticamente significante,
podem ser descritos como auxiliadores do processo de diminuigdo da ciclagem das
células hematopoéticas (C1498), juntamente com a alteracdo em Ccndl. De modo a
ser interpretado que o efeito espectador frente a regulacdo génica altera, segundo o

presente estudo, a expressao génica da ciclina D1.

Outras pesquisas descrevem a importancia do efeito espectador promovido
pela radiacdo frente a hematopoese, principalmente em relagcdo as CTH (HU et al.,
2021; SHEN et al., 2012). Contudo, estes estudos nao caracterizam somente uma
célula presente no microambiente como principal desencadeadora deste efeito.
Nestas pesquisas, camundongos séo irradiados e submetidos ao TMO, tendo todo
microambiente medular atuando como fonte do efeito espectador, e as células
hematopoéticas espectadoras sendo as CTH transplantadas. Entretanto, as
modulacdes nas células hematopoéticas descritas nestes trabalhos vao ao encontro

dos efeitos caracterizados no presente estudo.

Os trabalhos de HU et al. (2021) se embasaram na caracterizacdo do
denominado efeito espectador promovido pela radiacdo em células hematopoiéticas
CD34* purificadas do corddo umbilical humano, sendo a primeira pesquisa atual a se
aprofundar sobre esta tematica em células hematopoéticas humanas transplantadas.
Enquanto o estudo de Shen et al. (2012) avalia o efeito espectador promovido pela
radiacdo em CTH de camundongos F1 (CD45.1*/CD45.2*) adquiridos do The Jackson
Laboratory ou Taconic Farms. Contudo, ambos estudos denotam a importancia de se
aprofundar na tematica efeito espectador promovido pela radiacéo, principalmente em
ambito de TMO com regime de condicionamento contendo irradiacdo de corpo total
(TBI - Total Body Irradiation). Em ambos os artigos h4 uma modulag¢do negativa de
diversos processos da producéo sanguinea promovido pelo efeito espectador, o que
demonstra a importancia de um maior nUmero de pesquisas com qualidade sobre

esse tema. Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa de Hu et al.,
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também foi demonstrada diminuicAo na capacidade de restabelecimento da
hematopoese, repovoamento de células hematopoéticas de camundongos
transplantadas em modelos irradiados, demonstrando modulac&o negativa pelo efeito
espectador. No contexto geral, este efeito promove reducao da reconstituicdo medular
pelas células hematopoiéticas a longo prazo, bem como a diminuicdo da capacidade
de formacdo de colbnias de células progenitoras hematopoiéticas humanas e de

camundongos.

Em relacdo a capacidade clonogénica das células hematopoiéticas humanas,
o estudo de Hu et al. (2021) demonstra que o processo clonal das células
hematopoéticas transplantadas nos camundongos, foi diferente nos camundongos
irradiados em comparacao aos controle. Foi descrito que nos animais irradiados, 1 em
cada 2979 células iniciaram o processo clonal, enquanto nos animais controle, 1 em
cada 1416 células. De modo a caracterizar com mais propriedade esta alteracdo na
capacidade clonogénica, o estudo demonstra que o efeito espectador promove
aumento da apoptose destas células, o que resulta em um enxerto prejudicado a longo

prazo.

No que se refere a diferenciacao celular, contudo, ainda dentro do contexto de
expressao génica, o gene Gata-3 também apresentou diferenca estatistica quando a
cultura condicionada era submetida ao estimulo com G-CSF. Este gene se apresentou
menos expresso no grupo 6Gy + G-CSF quando comparado com o controle bioldgico.
Este gene € pertencente a familia GATA de fatores de transcricdo e esta associado
principalmente a diferenciacdo de células T (AKGUL et al.,, 2022). Wan (2014)
descreve que, de acordo com alguns estudos, a ativacdo do gene Gata-3 esta
associada ao desenvolvimento de linfocitos T, bem como a maturacao e funcéo destas
células. Embora esta sinalizacao ainda seja pouco compreendida, ha pesquisas que
descrevem que a ativacdo de Gata-3 interfira na sinalizacdo Notch, de grande
importancia para o desenvolvimento destes linfocitos (RADTKE; MACDONALD;
TACCHINI-COTTIER, 2013; WAN, 2014). Frente ao exposto, se fez possivel a
interpretacdo de que as células hematopoéticas submetidas ao efeito espectador
promovido pela radiacdo, em ambiente estimulado, teria menor regulacdo do
desenvolvimento para células linfoides. Para tal confirmacao, a realizacdo do painel

de imunofenotipagem foi de suma importancia.
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A menor expressao de Gata-3 como direcionamento para a imunofenotipagem,
muda a visdo priméria desta pesquisa. Como pormenorizado anteriormente, era
esperado que as células C1498 sofressem alteracdes relacionadas ao perfil
granulocitico. Entretanto, a regulacdo negativa de Gata-3 trilhou outra vertente para
continuidade dos experimentos. Neste contexto, o painel de diferenciagdo visava
identificar se realmente haveria menor diferenciacdo linfoide das células

hematopoéticas.

A expressao dos marcadores de superficie Ly6G, F4/80, CD115 e Ly6C nas
células C1498 foi negativa, sendo utilizados apenas os marcadores CD11b, Mac-3,
B220 e CD3 para a interpretagao da diferenciacao celular. CD11b se relaciona com a
marcacao de células granulociticas (SCHMID et al., 2018); Mac-3 esta associado ao
processo monocitico (JUNG et al., 2017); B220 estéa relacionado as células B (LEE et
al.,, 2021) e, quando avaliada a porcentagem de células positivas para estes
marcadores, de forma individual, em todos os grupos experimentais, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas, demonstrando que o efeito
espectador promovido pelas CTM irradiadas ndo modula a diferenciacdo em:
granulécitos, mondcitos e linfocitos B. Todavia, como esperado pela alteracbes em

Gata-3, a porcentagem de células CD3" foi alterada pelo efeito espectador.

O cluster of diferentiation 3, denominado também como CD3, é um marcador
de superficie utilizado para diferenciar os linfocitos do tipo T. Ao expressar na
membrana CD3, a célula pode ser considerada linfocito T (Linf T), podendo ser Linf
TCD4 ou Linf TCD8 (NATALINI et al., 2021). Tendo isso, ao realizar a marcacao das
células C1498 que estavam em cultura condicionada, foi observada diminuicao
estatisticamente significante da diferenciacao linfoide nestas células no grupo 6Gy +
G-CSF quando comparadas com o controle biolégico. Entretanto, esta diferenca néao
foi observada quando as culturas ndo apresentavam estimulo de proliferacao.
Associado ao resultado de down regulacdo de Gata-3, este resultado evidencia, de
forma clara, que as CTM irradiadas com dose de 6Gy sdo capazes de diminuir a

diferenciacao de células hematopoéticas na linhagem linfoide.

De modo a caracterizar a menor expressao de Gata-3 que, por conseguinte,
acarreta alteragbes na diferenciagéo linfoide, a IL-6 pode ter grande papel. Como

descrito anteriormente, além da menor producéo desta citocina pelas CTM irradiadas
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poder estar relacionada a diminuicéo de proliferacdo e ciclo celular, seu papel pode
ter grande influéncia, também, na diferenciacao linfoide, visto que a IL-6 € uma grande
reguladora da linfopoese.

Como processo de caracterizagdo celular, a marcacdo de MPO se torna de
grande importancia visto que esta enzima esti presente somente nos granulécitos,
bem como seus precursores e progenitores (JESUS et al., 2022). Neste ambito,
guando realizadas as medidas de absorbancia das amostras de cultura 3D frente a
producdo de MPO, em relacdo ao MTT, diferencas estatisticas foram dignas de nota.
A cultura celular, de forma completa, apresentou maior producdo de MPO no Grupo
6Gy. Vale ressaltar que o aumento de MPO em cultura 3D n&o significa um aumento
de diferenciacdo granulocitica, uma vez que néo foi caracterizado este perfil nesta
cultura celular, podendo representar apenas um aumento de producéo desta enzima

pelas células hematopoéticas frente ao efeito espectador.

De forma breve, os dados apresentados nesse trabalho indicam que ha,
verdadeiramente, alteracdes nas C1498 desencadeadas pelo efeito espectador
promovido pelas CTM irradiadas com dose de 6Gy (figura 31), comprovadas por
diferentes metodologias que se complementam entre si. Contudo, o presente trabalho
nao so caracteriza alguns efeitos, como também abre alternativas para novas
pesquisas frente a esta tematica. Foram demonstradas alteracbes na hematopoese
promovidas pelo efeito espectador somente quando havia estimulo proliferativo. Estes
resultados podem indicar que as células hematopoéticas, em um ambiente que
tenham modulacdo por CTM irradiadas, quando requisitadas para proliferar e se

diferenciar, teriam comprometimento de seu metabolismo.
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| da producao de IL-6 | da expressao de Ccnd1, Ccnd2, Ccne1

| da expressao de Gata-3
| diferenciacao linfoide

t da expressao de MPO

Figura 31 — Resumo gréafico dos principais resultados obtidos neste trabalho. Quando as CTM (células-tronco
mesenquimais) sdo irradiadas com dose de 6Gy, apresentam diminui¢&o da viabilidade, por conseguinte, aumento
da morte celular; diminui¢céo da ciclagem; aumento da senescéncia e diminui¢cdo da producéo de interleucina 6.
Estas CTM irradiadas modulam negativamente, através do efeito espectador (em ambiente estimulado), as CH
(células hematopoéticas), as quais apresentam as seguintes altera¢des: diminuicdo da capacidade clonogénica;
diminuicdo da viabilidade e aumento da morte celular; diminuicdo da expresséo; diminuicdo da diferenciagédo
linfoide; aumento da produg&o de MPO em cultura 3D.

Embora o presente estudo tenha caracterizado diversos efeitos espectadores
provocados pelas CTM irradiadas em células hematopoéticas, algumas limitagbes sao
evidentes. Uma limitacdo metodologica que pode ser caracterizada neste trabalho € o
tipo celular hematopoético utilizado como ferramenta de representacdo da célula
hematopoética: C1498. Como pormenorizado no material e métodos, esta € célula
uma imortalizada, originada de um tecido neoplasico de LMA que pode apresentar
tanto um fendtipo mieloide quanto linfoide, em que as caracteristicas fenotipicas néo
representam de modo completo uma célula-tronco/progenitora hematopoética
saudavel. Todavia, esta limitacdo foi contornada por se conhecer suas alteracfes e
padrdes, favorecendo o processo de escolha das metodologias para analisa-las,
tornando fidedignos todos os resultados obtidos frente a sua utilizacdo. Muitos estudos
foram utilizados no decorrer desta discussdo como forma de comparagdo de
resultados, contudo, como ja descrito, estes trazem o efeito espectador promovido

pela radiagdo em ambiente medular completo, ndo apenas caracterizando o papel das
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células-tronco mesenquimais. Este tipo de limitagdo pode ser interpretado de duas
vertentes, a primeira, dificultando o processo de discussao dos resultados, e a
segunda como ponto positivo na importancia de realizar o presente trabalho, visto que

ndo ha muitas pesquisas nesta area.

O aprofundamento da literatura em compreender 0s processos regulatérios da
CTM tanto na hematopoese quanto na imunorregulacéo, vem se tornando cada vez
mais necessario, visto que esta célula esta presente em diversos tecidos e, uma vez

alterada, pode comprometer diversos processos fisioldgicos.

5. Concluséao

As CTM sao radiobiologicamente resistentes até a dose de 4Gy, apresentando
alteragdes significativas somente acima de doses de 6Gy. Com isso, CTM irradiadas
com 6Gy, todavia, viaveis, promovem a modulacdo de células hematopoéticas, de
forma indireta, denominado efeito espectador. Este efeito nas células de linhagem
hematopoética demonstraram ser capazes de modular a capacidade clonogénica,
bem como promover alteracdes génicas em Ccndl e Gata-3, alterando o ciclo celular,
diferenciacao linfoide e producdo de MPO destas células. Alteracdes estas obtidas
somente em ambiente em que o efeito espectador age juntamente ao estimulo

proliferativo.
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Anexo A — Lista dos anticorpos utilizados para diferenciacdo das

C1498 por imunofenotipagem

Anti-y-H2AX (clone: 20E3, lote: 9719, Cell Signaling Technology Inc, USA)
Anti-Ly6G PE (clone: RB6-8C5, lote: 8312751, BD Biosciences);
Anti-CD11b PECy7 (clone: MI/70, lote: 7199852, BD Biosciences);
Anti-F4/80 APC (clone: BM8, lote: E07285-1638, eBioscience);

Anti-MPO FITC (clone: 2D4, lote: GR345088-4, Abcam);

Anti-MAC-3 PerCP (cloneM3/84, lote: 0314297, BD Biosciences);
Anti-Ly6C PE (clone: HK1.4, lote: B195688, BioLegend);

Anti-CD115 APC (clone: T38-320, lote: 1225422, BD Biosciences);
Anti-B220 FITC (clone RA3-6B2, lote: EO0307, eBioscience).

Anti CD3 FITC (clone 145-2021, lote: 30663, BD Biosciences).
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