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RESUMO

IRRADIACAO DE SANGUE USANDO FONTE DE 137Cs: DETERMINAQAO DA
RESPOSTA DE VIAS E GENES RELACIONADOS A SUPERFAMILIA B7-
CD28/CTLA4

A compreensdo da interacdo da radiacdo com o meio biologico e os efeitos produzidos
sdo relevantes para as préaticas que incluem o uso das radiagbes ionizantes (RI). Um dos
principais efeitos produzidos no meio bioldgico decorrentes da exposicao as Rl € o dano no DNA.
Recentemente, estudos tém abordado a mudanca de expressdo de genes relacionados as
células do sistema imune em resposta as RI. Entretanto, os efeitos das RI sobre os genes e vias
relacionadas a superfamilia de moléculas B7-CD28/CTL4A ainda ndo estdo bem caracterizados.
Neste estudo, investigou-se a modulagdo da resposta de genes e vias relacionados a essa
superfamilia de moléculas em fungédo da exposi¢do de células B & dose de 10 Gy. Foram
utilizados dados de transcriptomas disponibilizados no banco de dados Gene Expression
Omnibus (GEO) e a relag@o entre genes e vias foi estabelecida através do banco de dados
Reactome. O comportamento dessas vias foi analisado através de calculos associados a
atividade e diversidade relativas. A andlise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas e
corregbes de Bonferroni foram utilizados para identificar genes diferencialmente expressos.
Dados relacionados aos transcriptomas foram tratados e analisados através dos softwares
Rstudio, ViaComplex e SPSS. Neste estudo foram investigadas 56 vias associadas ao sistema
imunologico, das quais 28 vias mostraram alteragbes significativas no comportamento
relacionado a atividade e diversidade relativas. Além disso, 10 Gy produziu um aumento
significativo (p< 0,05) na expresséo dos genes CD28, CD80, CD86 e ICOSLG, relacionados a
essa superfamilia de moléculas. A expressdo desses genes promove, através de sinais co-
estimulatérios, a manutencdo da resposta imune inicializada pela interacdo TCR-MHC. Essa
dose também produziu diminui¢do significativa (p< 0,05) na expressdo dos genes PDCD1 e
PDCD1LG2. Ainibicdo da expressédo desses genes indica que a sinalizagdo coestimulatoria ndo
foi interrompida pelos sinais inibitorios produzidos pela interagdo PDCD1/PDCD1LG2. Também
observou-se que 10 Gy promoveu a expressao de genes associados as citocinas especializadas
na ativagao, proliferacdo e diferenciacdo das células B. Portando, de acordo com esses achados,
conclui-se que a resposta imunoldgica é ativada pelas Rl através da exposicéo das células B a
dose de 10 Gy.

Palavras-Chave: Células B, Radiacdes ionizantes, Efeitos biologicos.



ABSTRACT

IRRADIATION OF BLOOD USING A ¥’CS SOURCE: DETERMINATION OF THE
RESPONSE OF PATHWAYS AND GENES RELATED TO B7-CD28/CTLA4
SUPERFAMILY

The lesions produced in the DNA is one of the most important effects produced in
the cell due to the interaction of the ionizing radiation with the biological environment.
Recently, studies have showed that ionizing radiation is able to modulate the immune
response. However, modulation of the response of genes and pathways related to the B7-
CD28/CTL4A superfamily by ionizing radiation is not yet fully characterized. In this study,
we investigated the modulation of the response of genes and pathways related to this
superfamily of molecules in function of B-cell exposure to 10 Gy. We used transcriptome
data available from the Gene Expression Omnibus (GEO) database and the relationship
between genes and pathways was established through the Reactome database. The
behavior of these pathways was analyzed using calculations associated with relative
activity and diversity. Analysis of variance (ANOVA) with repeated measurements and
Bonferroni corrections were used to identify differentially expressed genes. Data related
to the transcriptomes were treated and analyzed using the software Rstudio, ViaComplex
and SPSS. In this study, 56 pathways associated with the immune system were
investigated. It was observed that irradiation significantly altered 28 of these 56 pathways.
In addition, 10 Gy produced significant increase (p< 0,05) in expression of the genes
CD28, CD80, CD86, and ICOSLG, related to the superfamily of molecules. Activation of
these genes promotes, through co-stimulatory signals, the maintenance of the immune
response initialized by the TCR-MHC interaction. Furthermore, this dose produced
significant decrease (p< 0,05) in expression of the genes PDCD1 e PDCD1LG2. Inhibition
of expression of these genes indicates that costimulatory signaling has not been stopped
by the inhibitory signals produced by the PDCD1/PDCDI1LG?2 interaction. It was also
observed that 10 Gy promoted the expression of genes associated to cytokines
specialized in the activation, proliferation and differentiation of B cells. Therefore,
according to the findings obtained here, the immune response is activated by ionizing
radiation through exposure of the B cells to the dose of 10 Gy.

Keys words: B Cells, lonizing radiation, Biological effects.
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1 INTRODUCAO

As aplicacgOes das radiagdes ionizantes (RI) na medicina foram realizadas logo
apos a descoberta dos raios X, por Réentgen, em 1895, e do elemento radio, emissor
de raios gama, descoberto por Marie Curie, em 1896 (KULAKOWSKI, 2011;
SANSARE et al., 2011). Hoje, as Rl sdo usadas também em diversas areas da
atividade humana, como na industria, na agricultura e em seguranca.

Ao longo do tempo, outros tipos de RI, como feixes de elétrons, protons e
néutrons, foram incorporados na rotina dessas areas de atividade. Também, novas
metodologias e tecnologias associadas as Rl foram desenvolvidas e aplicadas nessas
rotinas com o objetivo de maximizar os beneficios do uso dessas radiacdes em
detrimento ao efeitos indesejaveis que elas podem causar (FAZEL et al., 2009). Hoje,
em radioterapia, as Rl sdo utilizadas como agentes citocidas, para produzir efeitos
localizados, e podem ser direcionados com grande precisédo ao (s) sitio (s) do tumor
(GOLDEN et al., 2012; CAO et al., 2015). Isso é importante para a preservacao da
integridade das células sadias. A radiologia diagnéstica € um outro exemplo em que
a tecnologia analdgica vem sendo substituida pela digital com o objetivo de reduzir os
efeitos indesejaveis provocados pela radiacdo ao paciente.

Estudos associados a base biologica da radioterapia tém mostrado que a
resposta a radiacdo pode ser caracterizada em termos de fatores que influenciam a
capacidade da RI de produzir danos ao DNA (BROWN et al., 2014). Neste contexto,
o modelo radiobiolégico proposto por Withers considera que os danos produzidos no
DNA pela Rl induzem diferentes tipos de resposta biolégica (WITHERS, 1975; STEEL
et al., 1989). De acordo com a literatura, esse modelo tem sido descrito como efeitos
5Rs da radiobiologia (reparacao ao dano, redistribuicédo no ciclo celular, repovoamento
acelerado, reoxigenacdo e radiossensibilidade intrinseca) (STEEL et al., 1989,
BROWN et al. 2014, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). Os efeitos 5Rs de
radiobiologia representam os principios terapéuticos necessarios para maximizar os
efeitos anticancerigenos, minimizando os efeitos toxicos no tecido normal incluido no
campo de tratamento (FORMENTI & DEMARIA, 2009).

Recentemente, tem sido demonstrado que a resposta biolégica induzida por RI
exerce efeitos pro-inflamatorios e imunomoduladores contra  células
tumorais (DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014, ROSES et al, 2014, KUMARI et al.,
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2016). Estudos associados as terapias complementares a radioterapia, como por
exemplo a imunoterapia, tém contribuido para o aperfeicoamento de metodologias
relacionadas ao tratamento do cancer (OTT et al., 2013, CALLAHAN & WOLCHOK,
2013, KONDO et al., 2016, KIM et al., 2016). De acordo com a literatura, tem sido
demonstrado que a RI pode exercer efeitos sobre o microambiente tumoral, como
modulacdo positiva da resposta imune, que aumenta a eficacia das respostas
imunitarias antitumorais dos pacientes no ambiente clinico mesmo em locais distantes
(PARKER et al., 2013, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). Estudos que relacionam
a dose aos efeitos bioldgicos produzidos pela radiacdo tém demonstrado que a
radiacdo produz efeitos imunolégicos distintos, capazes de modular as respostas
imunologicas em um padrao dose-dependéncia (RUBNER, 2012; HELLWEG, 2015).
Nesses estudos, observou-se que doses baixas (doses menores que 0,1Gy) podem
causar possiveis efeitos anti-inflamatorios (RUBNER, 2012; POCKLEY, 2012; MARIN
et al., 2015). Enquanto, doses moderadas (doses maiores que 0,1Gy e menores ou
iguais a 1 Gy) estimulam o aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias, como
resposta a irradiagdo (HELLWEG, 2015; RODEL et al., 2015). Doses elevadas (doses
maiores que 1 Gy) provocam a modulacdo do sistema imune induzida pela RI, bem
como a inducdo de respostas imunitarias antitumorais (POCKLEY, 2012; MARIN et
al., 2015; RODEL et al., 2015; CANDEIAS & TESTARD, 2015).

De acordo com a literatura, a Rl exibe propriedades imunomoduladoras que
podem ativar a resposta imunitaria (VANNEMAN & DRANOFF, 2012; CAO et al.,
2015, HERRERA et al., 2016). Neste contexto, as interacfes entre as moléculas de
superficie das células T e das células apresentadoras de antigenos (APC)
desempenham um papel essencial na ativagdo das células T e, consequentemente,
na modulacao da resposta imunolégica (RILEY &JUNE, 2005; BOUR-JORDAN et al.,
2011; CHEN & FLIES, 2013). Estudos recentes demonstraram que a RI provoca
aumento na expressdo de moléculas de superficie imunomoduladoras (MHC,
moléculas co-estimuladoras, moléculas de adeséo e receptores de morte) e moléculas
secretoras (citocinas e mediadores inflamatérios) nas células sanguineas
(FRIEDMAN, 2002; POCKLEY, 2012). Neste contexto, a producdo de moléculas
coestimuladoras induz sinais coestimulatorios que modulam positivamente a resposta
imune (SMITH-GARVEY et al., 2009; PODOJIL & MILLER, 2009; CHEN & FLIES,
2013). Ao contrario das moléculas coestimuladoras, as moléculas inibitérias quando

expressas nas superficies das células T, atenuam o sinal coestimulador responsavel
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pela modulacédo positiva da resposta imune (FIFE et al., 2009; PODOJIL & MILLER,
2009; CHEN & FLIES, 2013). Em imunologia, o grupo de moléculas, a superfamilia
B7-CD28/CTLA4, tem como membros as moléculas co-estimuladoras e inibitérias
responsaveis pela modulacdo da resposta imune (segundo sinal) (WONG et al., 2005,
SMITH-GARVIN et al., 2009, RIHA & RUDD, 2010, HAMMERMAN et al., 2016).

Estudos associados a imunoterapia tém desenvolvido métodos para bloquear
moléculas inibitorias da resposta imune (CTLA4 e PDCDL1, por exemplo) como terapia
complementar & radioterapia no tratamento de cancer (SNYDER et al., 2014,
TOPALIAN et al., 2015, BORDON, 2015, CAROSELLA et al., 2015, FEARON, 2016).
Pelo que foi exposto, a compreenséao dos efeitos bioldgicos causados pelas radiacbes
ionizantes ao sistema imunoldgico é importante para a busca de novas metodologias
relacionadas ao tratamento do cancer, assim como inovacfes de procedimentos
associados a radioprotecao.

Apesar dos avancos, a regulacdo da sinalizacdo associada a resposta
imunoldgica pela radiacdo ndo esta completamente elucidado. Este estudo tem como
objetivo geral analisar dados de transcriptomas disponibilizados no banco de dados
Gene Expression Omnibus (GEO) relacionados as células B isoladas a partir do
sangue periférico e irradiadas com dose 10 Gy. De acordo com o objetivo geral, 0s
objetivos especificos estabelecidos neste estudo foram analisar a resposta das:

1) vias do sistema imunologico, para se obter uma visdo geral do
comportamento dessas vias em fungéo da radiagéo;

2) expressbes dos genes associados a superfamilia de moléculas B7-
CD28/CTLA4;

3) expressdes dos genes associados as interleucinas através do fold change

e modelagem de suas interacdes na rede.

4) expressdes dos genes associados as citocinas relacionadas as células B

atraves do fold change e modelagem de suas interagcdes na rede.
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2 DESENVOLVIMENTO TEORICO

Nesta secdo estdo descritos conceitos associados a biologia, fisica e
ferramentas da bioinformatica que constituem o cenario interdisciplinar da biologia

sistémica relacionada ao presente estudo.

2.1 Resposta Imunoldgica

Um dos principais aspectos de defesa de um organismo esta associado a sua
capacidade de reconhecer e eliminar agentes patogénicos que podem afetar sua
integridade, causando doencas (PILLAI et al., 2015). O conjunto de tecidos, células e
moléculas que protegem o organismo da acdo desses agentes € denominado de
sistema imunoldgico. Neste aspecto, 0s mecanismos de reacdo do organismo contra
esses patdgenos sao denominados de respostas imunolégicas. Desta forma, a
resposta imune desencadeada a partir da ativacdo de células e moléculas associadas
ao sistema imune depende da especificidade do patégeno no organismo. Nesse
contexto, os mecanismos de defesa do organismo contra os efeitos de agentes
estranhos (ndo proprios) sdo mediados pelas reacdes iniciais da imunidade inata e
pelas respostas tardias da imunidade adaptativa (ABBAS, 2012).

A imunidade inata pode ser definida como o conjunto de mecanismos de defesa
do organismo que independe de contato prévio com o0 agente patogénico. Uma das
caracteristicas basicas associadas a imunidade inata € sua limitada capacidade para
distinguir um microrganismo de outro e sua natureza regularmente estereotipica,
segundo a qual ela funciona quase do mesmo modo contra a maioria dos agentes
infecciosos. Os mecanismos do sistema imune inato representam a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra 0s agentes patogénicos, que respondem aos estimulos
produzidos pelos patégenos de maneira inespecifica (ABBAS, 2012). Um dos
principais mecanismos de ativacdo da imunidade inata sdo as barreiras fisico-
guimicas, que sdo formadas para impedir a entrada dos agentes infecciosos no
organismo do hospedeiro, como por exemplo, a pele. Além disso, a imunidade inata é
mediada por células efetoras da imunidade, incluindo macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas e células Natural Killer (NK), bem como as proteinas plasmaticas como o
sistema complemento e citocinas. A imunidade inata ndo s6 proporciona a defesa
inicial contra os antigenos estranhos (ndo préprio) como também exerce funcbes

importantes na inducao da resposta imune adaptativa (MURPHY et al., 2012).
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Em contraste a imunidade inata, existem mecanismos de defesa mais
evoluidos, que aumentam de magnitude e de capacidade defensiva a cada exposi¢ao
a um determinado patdégeno. Essa forma de imunidade € denominada de imunidade
adaptativa. A imunidade adaptativa € caracterizada por uma notavel especificidade
para moléculas distintas e, além disso, possui capacidade de memoaria, necesséria
para desencadear respostas imunes mais rapidas e eficientes (PILLAI et al., 2015). A
imunidade adaptativa € também denominada de imunidade especifica devido as suas
diferentes especificidades associadas a resposta imune. Os componentes da
imunidade especifica sdo os linfacitos e os seus anticorpos. As substancias estranhas
gue induzem respostas imune especificas sdo denominadas de antigenos (ABBAS et
al., 2012).

Neste contexto, os linfécitos sdo células importantes na resposta imunitaria por
expressarem receptores para diversos antigenos. Em imunologia, os linfécitos que
ainda néo foram diferenciados pelos antigenos sédo denominados de linfdcitos inativos.
Por outro lado, os linfocitos que ja encontraram seus antigenos tornaram-se ativados
e diferenciaram-se em linfécitos totalmente funcionais, denominados de linfocitos
efetores (PILLAI et al., 2015). Os principais linfécitos responsaveis pela resposta
imune adaptativa séo os linfécitos B e T, que possuem diferentes fun¢des no sistema
imune e tipos distintos de receptores antigénicos. Os linfcitos B sintetizam e secretam
anticorpos na corrente sanguinea, com o0 proposito de identificar e neutralizar
determinados patdgenos, enquanto os linfocitos T produzem receptores especificos
com o objetivo de identificar possiveis infeccdes ou alteracdes em células que
compdem o organismo (COICO & SUNSHINE, 2015). Neste contexto, a proliferagédo
e diferenciacdo dos linfocitos sédo reguladas a partir da interacdo entre antigeno e
receptor, como por exemplo, os receptores de células B (BCR, do inglés B-cell
receptor) que, ao interagirem com o0s antigenos especificos, ativam os linfocitos B e
esses se diferenciam em células plasmaticas. Essa € a forma efetora dos linfécitos B
e seus anticorpos produzidos, os quais sdo a forma secretada do BCR e tém
especificidade antigénica idéntica (ABBAS, 2012). Dessa forma, o0 antigeno que ativa
um determinado linfocito B torna-se o alvo dos anticorpos produzidos por essa célula.

As moléculas de anticorpos sao conhecidas como imunoglobulinas (Igs), e os
receptores de antigeno dos linfécitos B sdo, também, conhecidos como
imunoglobulina de membrana (mlg, do inglés membrane immunoglobulin) ou

imunoglobulina de superficie (slg, do inglés surface immunoglobulin) (MURPHY et al.,
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A resposta das células B ao antigeno requer a ajuda das células T auxiliares e
esses antigenos sdo denominados antigenos T dependentes. Muitos antigenos nao
proteicos, com epitopos repetitivos, ndo necessitam da cooperacdo das células T e
sdo denominados antigenos T independentes. Na resposta T dependente, a resposta
imune requer o reconhecimento do antigeno pelos linfécitos T auxiliares e sua
cooperacdao com os linfocitos B, estimulando a expanséo clonal dos linfécitos B, a
mudanca de classe, a maturacdo de afinidade e a diferenciacdo em células B de
memoéria. Nesse processo de ativacao, as células T expressam CD40LG (do acrénimo
em inglés — Cluster Differenciation 40 Ligand) na sua superficie, que interagem com
0s receptores CD40, expressos na supeficie das células B, conforme a Figura 1.
Cluster de diferenciacao (CD) é um conjunto de moléculas de superficie utilizado para
realizar a diferenciacdo da célula em outros tipos celulares, que executam funcées
especificas no organismo. Neste contexto, moléculas de superficie CD28 sao
constitutivamente expressas na superficie das células T, que interagem com 0s seus
ligantes B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), cuja a expressao na superficie das células B
ativadas ¢é significativamente aumentada. Nesse contexto, as interacdes
CD40/CD40LG e B7-CD28 permitem a transmissao dos sinais de estimulo e induzem
a producéo de citocinas (PALLAI, 2015).

Figura 1. Esquema que representa 0s processos bioldgicos necessarios para a

ativacao da célula B.
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Fonte: Adaptado de King, 2009.

O receptor de células T (TCR, do inglés T cell receptor), € relacionado a lg, mas
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é distinto em sua estrutura e propriedades de reconhecimento. Apds a ativacdo de
uma célula T, depois de seu primeiro contato com o antigeno, ocorre a proliferacéo e
diferenciacdo em um dos diferentes tipos funcionais de linfécitos T efetores. As
funcdes das células T efetoras séo divididas em trés grandes classes: morte, ativacédo
e regulacdo. De acordo com a literatura, os linfocitos T expressam o TCR de ligacdo
ao antigeno na sua superficie que reconhece epitopos associados as moléculas de
antigeno de leucécitos humanos (HLA) (MURPHY et al.,, 2012). As moléculas
associadas ao complexo de histocompatibilidade principal | (MHC ) sdo expressas na
superficie de praticamente todos os tipos de células, incluindo os linfocitos B. As
células T sdo ativadas ap6s a formacao de uma sinapse entre o TCR e uma molécula
MHC | apresentando um epitopo correspondente. As células T citotoxicas CD8 sao
capazes de reconhecer a sinalizacdo do MCH | e respondem pela secrecdo de
perforina e granzima B, que causam a morte da célula-alvo (ABBAS, 2012).

Outra classe de linfocitos T, as células T auxiliares (CD4) sédo ativadas por
interacdo com moléculas MHC II, que sao expressas por células apresentadoras de
antigenos (APC) especificas, como as células B. As células CD4 produzem sinais
adicionais essenciais e secretam citocinas que influenciam o comportamento e a
atividade de outras células, que incluem as células B e os macrofagos. As células CD4
fornecem os sinais para as células B, estimuladas por antigenos, que influenciam sua
producdo de anticorpos, e para 0os macrofagos, permitindo que se tornem mais
eficientes para matar os patdégenos capturados. Por outro lado, as células T
reguladoras (Treg) Suprimem a atividade de outros linfécitos e auxiliam no controle da
resposta imune (MURPHY et al., 2012).

A ativacdo de células relacionadas a imunidade adaptativa, tais como 0s
linfécitos T, € um mecanismo importante na resposta imune contra a acdo dos
antigenos no organismo (ABBAS, 2012). Estudos recentes tém demonstrado que as
moléculas de superficie associadas a superfamilia de moléculas, denominadas de B7-
CD28/CTLA4, desempenham um papel importante em vias que regulam a ativagao de
células B e T, bem como a diferenciacdo de células efetoras. Essas vias podem
contribuir para a modulacédo positiva ou negativa da resposta imune mediada pela
ativacdo dacélulaBe T.

De acordo com o modelo de dois sinais, proposto por Bretscher e Cohn, a
ativacdo das células T € iniciada através do reconhecimento do antigeno pelo TCR

apresentado ao MHC, expresso na superficie da APC (Bretscher & Cohn, 1970).
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Nesse modelo, a sinalizagdo do TCR na célula T inativa corresponde ao primeiro sinal
necessario para ativacdo das células T, conforme a Figura 2. No entanto, o sinal
produzido pela interacédo entre o TCR e MHC é insuficiente para produzir uma resposta
efetiva das células T (MURPHY et al., 2012). Neste contexto, a falta de sinais
coestimulatorios resulta em tolerancia das células T, denominada anergia. Por outro
lado, a interac@o de moléculas coestimulatorias (segundo sinal) resulta na modulacao
positiva da sinalizacdo do TCR, que promove a ativacao das células T (CEERAZ et
al., 2013).

Figura 2. Esquema que representa o modelo de dois sinais: ativacao da célula
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Fonte: Adaptado de Sharpe & Freeman, 2002.

Estudos recentes tém mostrado que a interagdo entre moléculas
coestimulatorias e seus ligantes, por exemplo o complexo B7-CD28, desempenha um
papel importante na modulacao positiva da resposta imune. Os ligantes CD80 e CD86
sao expressos na superficie APC e interage com o receptor CD28 na superficie das
células T (GREENFIELD et al., 1998). Esta interagcdo também promove a proliferacéo
e producdo de citocinas, bem como a sobrevivéncia célular. Por outro lado, a
atenuacdo ou inibicdo da resposta imune ocorre atraves de sinais inibitorios que
provém da interacdo B7-CTLA4. Nesse processo, um dos ligantes CD80 e CD86 se
liga a um receptor inibitério CTLA4, que inibe a resposta das células T e controla de

forma crucial a toleréncia e a autoimunidade das células T periféricas.
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De acordo com a literatura, foram identificados outros ligantes homdélogos aos
receptores CD80 e CD86, e os seus receptores. Esses ligantes B7 homologos (B7-H")
incluem: ligante morte celular programada 1 (PDCD1LG1), ligante ICOS (ICOSLG),
B7-H3 (CD276), B7x (VTCNL1) e ligante morte celular programada 2 (PDCD1LG2)
(FLIES & CHEN, 2007). Todos os membros da familia B7 sdo proteinas
transmembranares ou ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), caracterizadas por
dominios extracelulares relacionados com os dominios variaveis e constantes da
imunoglobulina (COLLINS et al., 2005). De acordo com suas fung¢des, os membros da
familia B7 sé&o classificados em trés grupos.

As moléculas coestimulatérias associadas as interacdes B7-CD28/CTLA-4 e
ICOSLG/COS formam o grupo I. Um dos seus principais membros da familia de
receptores CD28, o receptor CD28, é expresso constitutivamente em células T em
repouso. A interacdo B7-CD28 proporciona um sinal positivo, que é necessario para
a ativacao, proliferacdo e maturacéo de linfécitos T efetores, induzindo a producéo de
interleucina-2 (IL2) e fatores antiapoptoéticos (ACUTO, 2003). Contudo, o receptor
CD28 néao afeta a ativacao das células T, a menos que a via de sinalizacdo do TCR
seja ativada pelo antigeno cognato. Entretanto, o receptor inibitério CTLA4 se
expressa na superficie das células T somente ap0s a sua ativagao e se liga ao CD80
e CD86 com uma afinidade muito maior (50-200 vezes maior) em relacéo ao receptor
CD28 (CHAMBERS et al., 2001). A interagéo B7-CTLA4 fornece um sinal negativo ou
inibitério para reduzir a ativagéo das células T (SELIGER et al., 2008). Além de regular
a ativacdo de células efetoras, o receptor CTLA4 desempenha um papel importante
na inducéo de tolerancia periférica, bem como na regulacdo negativa da atividade de
células T auxiliares e aumento da atividade imunossupressora de células T
reguladoras (Treg) (GREENWALD et al., 2005; WING et al., 2008; PEGGS et al., 2009).
A molécula FOXP3 reprime transcricdo de IL2 e regula positivamente a expressao de
CTLA4, assim células Treg expressam constitutivamente moléculas CTLA4 em suas
superficies (SUN et al., 2012).

O ligante ICOSLG é uma molécula de superficie expressa em células B,
macrofagos e DC, que também pode ser detectada em fibroblastos, células epiteliais
e células endoteliais. Este ligante interage com a molécula coestimulatoria ICOS para
realizar suas fungBes imunoldgicas. De acordo com a literatura, a molécula ICOS,
membro de receptores da familia CD28, se expressa na superficie de células T

ativadas e células B, para fornecer os sinais necessarios para modular positivamente
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a resposta imune (HUTLOFF et al., 1999). As células T (ICOS*) tém demonstrado
estar envolvidos na rejeicdo de transplante (HARADA et al., 2003), bem como
respostas autoimunes (HAWIGER et al., 2008; YU et al., 2007). Considera-se que o
ICOS desempenha um papel na manutencéo de rea¢des imunoldgicas duradouras e
€ expresso em niveis particularmente elevados nas células T do centro germinativo
de células auxiliares foliculares (TFH). Mutacdes no gene ICOS humano resultam na
imunodeficiéncia do hospedeiro, provavelmente decorrente da perda da funcéo das
células TFH. Esta doenca manifesta-se através de fendmenos autoimunes, bem como
cancer e susceptibilidade a infeccao (GRIMBACHER et al., 2003).

As  moléculas inibitérias  associadas as interagbes PDCDI1-
PDCD1LG1/PDCD1LG2 formam o grupo Il. O RNAm de PDCD1LG1 é expresso,
amplamente, em diferentes tecidos humanos, embora a sua distribuicdo constitutiva
de proteinas seja limitada a uma fracdo de células hematopoiéticas e algumas células
parenquimatosas. No entanto, a maioria das células do tecido normal parece ser
capaz de regular positivamente a molécula PDCD1LG1 na presenca de fortes sinais
inflamatérios (MAZANET & HUGHES, 2002; SAUDEMONT et al., 2005; AUGELLO. et
al., 2005; HORI et al., 2006). Isso sugere que a molécula PDCD1LG1 pode regular
respostas imunes tanto em Orgaos linfoides como nado linféides. Além disso, a
PDCD1LG1 é expressa abundantemente em células tumorais, indicando que a sua
expressao proteica € controlada por mecanismo pés-traducionais. Este controle pode
ser realizado por citocinas pro-inflamatdrias, como INFG, ou perda de supressores
tumorais, incluindo fosfatase homéloga a tensina (PTEN, do inglés Phosphatase and
Tensin Homologue) (THOMPSON et al., 2009).

Em contraste com PDCD1LG1, a expressédo da proteina PDCD1LG2 pode ser
regulada positivamente apds ativacdo através das citocinas INFG, fator estimulador
de coldnia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e IL4 (YAMAZAKI et al., 2002).
PDCDI1LG1 e PDCD1LG2 possuem agdes co-estimuladoras e coinibitorias em células
T. No entanto, até agora s6 foram identificadas as fun¢des inibidoras iniciadoras do
receptor, PDCD1. O receptor PDCD1 é expresso em células T ativadas, células B e
mondcitos e em um nivel baixo em células natural killer (NK). A molécula inibitoria
PDCD1 é regulada positivamente apds TCR ou BCR engajamento em linfécitos e
estimulacdo de antigeno persistente mantém o aumento da expressdo de PDCD1
(RIELLA et al., 2012).

Um papel importante das interacdes PDCD1-PDCD1LG1/PDCD1LG2 é limitar
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a atividade das células T nos tecidos periféricos no momento da resposta inflamatoria
a infeccao e limitar a auto-imunidade (CARTER et al., 2002). A interacdo PDCD1-
PDCD1LG1/PDCDI1LG2 inibe a proliferacdo de linfécitos T, a sobrevivéncia e as
funcdes efetoras (citotoxicidade, liberacdo de citocinas), induz a apoptose de células
T especificas de tumores, promove a diferenciacdo de células T CD4* em células Treg
FOXP3*, bem como a resisténcia das células tumorais para ataque dos linfocitos T
citotoxicos (CTL) (WHITESIDE, 2010). Além disso, a mesma interacdo PDCD1-
PDCD1LG1/PDCD1LG2 é responsavel pelo comprometimento funcional das
respostas de células T CD8* especificas do antigeno durante a transformacao maligna
e infeccdes virais cronicas (DONG et al., 1999; TSENG et al., 2001; KEIR et al., 2006).

As moléculas homélogas B7H3, B7x e B7H6 formam o grupo lll. A molécula
B7H3 é identificada como um coestimulador da resposta de células T, sendo
expressada pela estimulacdo em mondcitos por GM-CSF e em células dendriticas por
INFG e IL4. Uma vez que o receptor para B7H3 ainda néo foi identificado, as analises
funcionais séo atualmente dificeis de executar e o papel de B7-H3 na regulacdo das
células T ainda ndo estd caracterizado. Estudos associados a esta molécula tém
demonstrado que B7H3 estda envolvido na regulacdo do crescimento celular e
diferenciacéo de tecidos ndo-hematopoiéticos (SUH et al., 2003).

A expressdo de RNAm de B7x ocorre em tecidos periféricos e na maioria das
células hematopoiéticas e estromais ativadas, mas a expressdo de proteina esta
ausente na maioria dos tecidos soméaticos. De acordo com a literatura, o receptor
associado a molécula B7x ainda ndo identificado em células T ativadas. Neste
contexto, atenuador de linfocitos B e T (BTLA) foi proposto como possivel parceiro de
interacdo de B7x, mas estudos posteriores hdo conseguiram confirmar essa interacao.
Contudo, estudos funcionais mostram que o B7x inibe a proliferacdo de células T e
producao de IL2, bem como torna as células tumorais resistente a apoptose (PRASAD
et al., 2003; SALCEDA et al., 2005). Outro membro do grupo lll, B7H6 € um homologo
PDCD1LG1/B7H3 que se liga especificamente ao receptor ativador de NKp30
expresso em células NK. O B7H6 nao é detectado em tecidos humanos normais em
estado estacionario, mas é expresso em ceélulas tumorais. No entanto, suas funcdes
imunoldgicas permanecem desconhecidas (BRANDT et al., 2009).

Nesse contexto, considerando-se a fungédo da superfamilia de moléculas e a
resposta imune, a influéncia dos efeitos produzidos pelas radia¢des ionizantes sobre

a regulacdo dos genes associadas a superfamilia de moléculas B7-CD28/CTLA4
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ainda ndo foram completamente elucidados.

2.2 Efeitos Bioldgicos das Radiacdes

A magnitude do efeito biolégico causado pelas radiagBes ionizantes esta
relacionada a quantidade de energia absorvida pelo 6rgédo ou tecido, representada
pela grandeza fisica denominada de dose absorvida. A unidade relacionada a dose
absorvida foi definida como gray (Gy) pelo Sistema Internacional de Unidades (SI),
em 1975, através da 152 CGPM (do acrénimo em francés - Conférence générale des
poids et mesures - CGPM). Essa unidade representa a quantidade de energia, um
joule (J), de radiagcéo ionizante absorvida pela massa de um quilograma (kg) da
matéria.

A ICRU (do acrénimo em inglés - International Commission on Radiation Units
and Measurement) classificou as radiagdes ionizantes em duas classes, diretamente
e indiretamente ionizante, de acordo com os diferentes processos dos quais as
radiacOes carregadas e ndo carregadas interagem com a matéria (BARNES, 1999).
As radiacdes eletromagnéticas, como 0s raios X e gama, sao denominadas de
indiretamente ionizantes porque a energia transferida para a matéria ndo € realizada
através da interacao direta dos fétons com os atomos que compdem a matéria, mas
de forma indireta através dos ions produzidos a partir desta interacdo. As energias
das radiacGes X e gama aplicadas em medicina pode variar de poucos quilo elétrons
volts (keV) a 20 mega elétrons volts (20 MeV). Nesse intervalo de energia, as
interagbes predominantes estdo associadas a absorcdo fotoelétrica, espalhamento
Compton e producgéo de pares (TURNER, 2008).

No espalhamento Compton, a energia do féton incidente € transferida
parcialmente para um elétron associado a um dos atomos que constitui 0 meio. Nesse
processo, a energia cinética do elétron ejetado é atenuada devido interacdes desse
elétron com o meio (DAVISSON & EVANS, 1952). Diferentemente desse processo,
no efeito fotoelétrico, a energia do foton incidente é totalmente transferida para o meio,
através de uma Unica interacdo. Na producgéo de pares, o fenbmeno s6 ocorre quando
o féton incidente possui energia maior que 1022 keV, equivalente ao dobro da massa
de repouso do elétron (OKUNO & YOSCHIMURA, 2010). Ao contrario dos outros dois
fendbmenos, a producdo de pares é originada da interacdo do foton com o campo

Coulombiano do nudcleo atdbmico. Nesta interagdo toda a energia do foton é
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transformada num par elétron-pésitron, que tém suas energias cinéticas atenuadas
através dos processos de excitagcdo e ionizagdo do meio (TURNER, 2008).

Feixe de elétrons é um tipo de radiacdo usado em medicina classificada como
radiacdo diretamente ionizante devido ao fato da energia associada a este tipo de
particula ser transferida de forma direta para os atomos da matéria que constituem o
alvo de interesse. Embora o intervalo de energia relacionado a esse tipo de feixe
possa ser da ordem daquele dos fotons de raios X e gama, outro tipo de modelo fisico
€ usado para descrever a interacdo dessas particulas com a matéria, de acordo com
0 modelo proposto por Beth (TURNER, 2008).

Diferentemente das interacBes eletromagnética, as interacdes de feixes de
elétrons com a matéria sdo predominadas por interacées de Coulomb. Como no caso
dos raios-X e gama, o feixe de elétrons pode interagir com a matéria através de
processos elasticos e inelasticos. No espalhamento eléstico, os elétrons do feixe séo
espalhados pelo campo elétrico produzido pelos nucleos atémicos que compdem o
meio. Por outro lado, a disperséo inelastica ocorre através da interacdo entre os
elétrons incidentes e os elétrons orbitais dos atomos que constituem o meio. Esse tipo
de interacdo é caracterizado pela perda de energia dos elétrons incidentes através da
excitacdo dos atomos que constituem o meio (KRUMEICH, 2011). As interacdes
inelasticas consistem em seis efeitos de dispersao inelastica: excitacdo do fénon,
excitacdo de plasmon, elétrons secundarios, raios X caracteristicos e elétrons Auger,
catodoluminescéncia e Bremsstrahlung (GOAZ & PHAROAH, 1999; TURNER, 2008;
KRUMEICH, 2011).

No processo de interacdo da radiacdo com o meio bioldgico ocorre
transferéncia de energia do feixe de radiacdo incidente ao tecido irradiado. A
absorcao de energia pelo meio bioldgico induz a ionizacéo e excitacdo de atomos e
moléculas, decorrentes de uma acgéo direta ou indireta da radiagéo ionizante no
DNA, por exemplo (HALL, 2009). De acordo com a Figura 3, o efeito direto das
radiacdes ionizantes no DNA ocorre atraves da interagdo da radiacdo, diretamente,
com atomos e estruturas que compdem o DNA. Por outro lado, o efeito indireto
ocorre atraveés da interacdo da radiacdo com moléculas do meio, geralmente
moléculas de agua, localizadas nas proximidades da molécula de DNA, que resulta
na formacédo de radicais livres. Estes radicais podem inativar oS mecanismos

celulares ou interagir com o material genético.
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Os efeitos ionizantes da radiacdo também geram reacdes oxidativas que

causam alteracoes fisicas em proteinas, lipidios e carboidratos, prejudicando suas
estruturas e/ou funcdes (LEHNERT & IYER, 2002; SPITZ et al., 2004). Espécies

reativas de oxigénio e estresse oxidativo decorrentes da interacéo da radiacdo com

0 meio biologico, podem contribuir com fatores relacionados a citotoxidade,

clastogénico, metabdlico e mudancas morfologicas celular, que causam a

instabilidade genémica. Os danos produzidos no DNA decorrentes da exposi¢ao do

meio bioldgico as radiacdes ionizantes incluem quebra da fita simples (SSB), quebra

da fita dupla (DSB), ligacdes cruzadas entre proteina-DNA e modificacdes de bases

(WARTERS & HOFER, 1977).

Figura 3. Acéo direta e indireta da radiacdo no DNA.
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Fonte: Adaptado dé HALL, 2009.

Quebras da fita simples e modificacdes de bases sao efeitos produzidos pelas

radiacOes ionizantes, a nivel molecular, que ndo afetam a integridade do genoma,

pois o filamento de nucleotideos intacto serve de molde para os mecanismos de

reparo. Por outro lado, quebras da fita dupla do DNA sé&o lesbes altamente toxicas,
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dependendo da gravidade dos danos podem levar a instabilidade genética. Isso
ocorre devido a perda das informacdes genéticas armazenadas na sequéncia de
nucleotideos danificados. Durante os processos de divisdo celular, mecanismos de
controle do ciclo celular, chamados de checkpoints, sdo ativados para verificar a
integridade do genoma. Dessa forma, as células alteradas tém o ciclo celular
interrompido em uma das fases de intervalo, G, ou G,, através da ativacdo de
proteinas p53 especilizadas na localizagdo do dano e ativagdo das vias de reparo
ao dano do DNA (WATSON et al., 2004).

Neste contexto, os mecanismos de manutencdo do genoma, como as vias de
reparo por unido de extremidades ndo-homologas e homologas, sao ativadas para
reparar as lesbes associadas as quebras duplas de DNA produzidas pelas
radiacOes ionizantes. No mecanismo de reparo por unido de extremidades nao-
homologas, as extremidades da molécula de DNA alterada, apesar de terem perdido
alguns nucleotideos por degradacéo espontanea, sao justapostas para recombinar.
O mesmo complexo enzimatico realiza o processo de ligacdo entre as duas
extremidades. Nesse processo ocorre perda da informacao genética armazenada
na sequéncia de bases do DNA danificado, que promove a instabilidade genética
(ALBERTS, 2010; ALBERTS, 2011). No mecanismo de reparo por unido de
extremidades homoélogas ocorrem processos de recuperac¢ao da informacao perdida
devido a degradacdo da sequéncia de nucleotideos. Nesse processo, O
cromossomo homoélogo faz uma copia da sequéncia de nucleotideos perdida com a
guebra da dupla-fita e transfere a informacdo armazenada por essas sequéncias
para o sitio de quebra no cromossomo lesado. A partir da recuperacdo da
informacdo genética armazenada na sequéncia de nucleotideos degradada, o
cromossomo lesado mantém a sequéncia original do DNA, garantido a estabilidade
genética (ZAHA, 2003). Se a resposta associada as vias de reparo ao dano do DNA
for inibida ou falhar, a célula entra em um processo de morte programada,
denominado de apoptose, como ultimo recurso para impedir a proliferacéo da célula
alterada e manter a estabilidade genética.

As radiagOes ionizantes podem induzir mecanismos de morte celular distintos,
qgue visam a eliminagdo de células irradiadas que apresentam instabilidade genética.
A morte celular programada (apoptose) € um processo frequente de morte celular

produzida pela interacdo da radiacdo ionizante com o meio biolégico. A apoptose é
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um mecanismo de manutencdo do genoma altamente controlado, que garante a
eliminacdo das células alteradas sem induzir reac¢des inflamatérias. Este mecanismo
€ ativado através da elevacdo dos niveis de p53, liberacdo de citocromo c e,
eventualmente, a ativacao das caspases poés-irradiacdo (FUKUDA et al., 2005). As
radiacdes ionizantes, assim como o calor e a hipdxia, podem induzir a apoptose se a
lesdo for moderada, mas em doses elevadas, esses estimulos podem resultar em
necrose. A apoptose é fundamentalmente diferente da necrose, a necrose é
caracterizada pela perda de integridade das membranas e digestdo enzimatica das
células, consequentemente, isso ocasiona em reacgdes inflamatérias (KUMAR et al.,
2015).

O outro efeito gerado a partir de danos produzidos no DNA é a senescéncia,
gue ocorre por meio de uma programacao genética que envolve deterioracdo dos
teldbmeros e ativacdo de genes supressores tumorais. Lesdes persistentes no DNA
sdo consideradas como principais causas de senescéncia celular induzida pela
radiacdo ionizante. Neste processo, as células que entram em senescéncia perdem
a capacidade proliferativa apdés um determinado numero de divisdes celulares.
Estudos recentes tém demostrado que a senescéncia celular pode bloquear o
desenvolvimento de alguns tipos de cancer, como o linfoma (KAHLEM et al., 2004).

A radioterapia € uma importante modalidade de tratamento contra o cancer que
utiliza a radiacdo ionizante para restringir a capacidade de reproducao das células
malignas associadas a esta doenca. Estudos associados a base biol6gica da
radioterapia tém mostrado que a resposta a radiacdo pode ser caracterizada em
termos de fatores influenciam a capacidade da radiacdo de produzir danos ao DNA
(BROWN et al., 2014). Neste contexto, o modelo radiobioldgico proposto por Withers
considera que os cinco fatores associados a radiobiologia necesséarios para
maximizar os efeitos anticancerigenos, minimizando os efeitos toxicos no tecido
normal incluido no campo de tratamento (WITHERS, 1975; STEEL et al., 1989).
Esses fatores tém sido descrito classicamente como "5R's de radiobiologia™
reparacao, redistribuicdo, repovoamento, reoxidacao e radiossensibilidade (STEEL
et al., 1989, BROWN et al. 2014, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014).

A reparacdo de dano celular é um fator de manutencdo da integridade
gendmica que visa o reparo das células alteradas. As bases biolégicas do processo

de reparo ao dano séo exploradas, no tratamento do cancer, porque a resposta ao
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dano depende do tipo de tecido irradiado (normal ou tumoral). Entretanto, a
redistribuicdo no ciclo celular é o fator da radiobiologia que considera a dependéncia
da radiosensibilidade da célula em relac&o a fase do ciclo celular. Esse processo é
considerado, no tratamento do cancer, para induzir dano irreversivel (morte) nas
células tumorais que estejam nas fases mais radiosensiveis, como as fases G, e
mitose. Por outro lado, a fase do ciclo celular mais radioresistente é a fase S. De
acordo com a literatura, o fator da radiobiologia associado ao repovoamento
acelerado refere-se a capacidade de crescimento das células tumorais que
sobrevivem aos processos de interacdo da radiacdo com o meio bioldgico. No
entanto, a reoxigenacdo de células tumorais sobreviventes apds a irradiacao
considera que a maioria das células tumorais apresenta a caracteristica de serem
poucas oxigenadas (células hipdxicas). Este processo promove a morte das células
tumorais oxigenadas e permite o reparo dos vasos sanguineos do microambiente
tumoral com o propdsito de fornecer mais oxigénio para as células tumorais
hipoxicas. Por outro lado, a radiossensibilidade é um fator associado ao tratamento
do cancer que refere-se as caracteristicas moleculares intrinsecas das células, que
incluem a expressdo de genes e proteinas, capacidade de reparo e programacao
genética (WITHERS, 1975; STEEL et al., 1989; DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014).

De acordo com a literatura, o grau de radiossensibilidade de uma célula esta
relacionada diretamente com a sua capacidade reprodutiva e inversamente ao grau
de diferenciacdo da mesma. Nesse contexto, as células com altas taxas
proliferativas, como as tumorais, sdo sensiveis as acfes nocivas produzidas pelas
radiacOes ionizantes. Devido a esse fato, as radiagOes ionizantes séo utilizadas
como agentes citocidas. No entanto, as células associadas ao sistema imune
também s&o afetadas pelos efeitos nocivos da radiacdo. Os linfocitos B, por
exemplo, sdo células radiossensiveis que possuem altas taxas de proliferacdo e um
curto periodo de vida (ABBAS, 2012). Por outro lado, a radiossensibilidade dos
linfocitos T geralmente depende do seu grau de diferenciacdo. Neste contexto, os
linfocitos inativos, por serem menos diferenciados, sdo mais radiossensiveis que 0s

linfécitos efetores.

A caracterizacdo dos linfécitos associadas a radiossensibilidade esta bem
elucidada na literatura. No entanto, os efeitos da radiacdo sobre a imunodulacéo e
em linfocitos, ainda ndo estdo completamente elucidados. De acordo com de la
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Cruz-Merino, a radiacdo ionizante exerce efeitos interessantes no sistema
imunoldgico, os quais sdo dose-dependentes (DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014).
Neste contexto, doses baixas (doses menores que 0,1Gy) podem causar efeitos
anti-inflamatdrios na éarea irradiada (RUBNER, 2012; POCKLEY, 2012; MARIN et
al., 2015). Enquanto, doses moderadas (doses maiores que 0,1Gy e menores ou
iguais a 1 Gy) podem estimular o aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como resposta a irradiacdo (HELLWEG, 2015; RODEL et al., 2015).
Os efeitos mais nocivos produzidos pela radiacdo sdo observados em doses mais
elevadas (doses maiores que 1 Gy) como, por exemplo, a modulagéo do sistema
imune induzida pela radiacdo (POCKLEY, 2012; MARIN et al., 2015; RODEL et al.,
2015; CANDEIAS & TESTARD, 2015).

Estudos recentes tém demostrado que a radiacdo regula positivamente a
expressdo de moléculas de superficie imunomoduladoras, que incluem as moléculas
MHC e moléculas coestimuladoras, como CD28, CD80 e CD86. Além disso, a
radiacdo induz o aumento da producéo de citocinas que estdo envolvidas na emissao
de sinais entre os linfécitos B e T, por exemplo, durante o desencadeamento das
respostas imunes. Neste contexto, o grupo de citocinas que podem influenciar na
resposta imune a irradiacao, induzindo inflamacao por exemplo, incluem as citocinas
IL1B, IL6, IL8, TNF-a e TGF-B (DI MAGGIO et al., 2015).

Estudos associados a producao dessas citocinas, bem como a expressao de
genes, tém sido realizados através do uso de técnicas que buscam obter informacdes
relacionadas aos niveis de expressdo génica. A técnica de microarranjo € uma
ferramenta de exploracdo bioldégica que busca quantificar os perfis de expresséo
associado a milhares de genes em um Unico experimento. De acordo com a literatura,
a técnica de microarranjo tem se mostrado uma relevante ferramenta de exploracéo
bioldgica a nivel molecular, como por exemplo, em estudos relacionados ao cancer
(PANG, 2016).

2.3 Técnica de Microarranjo

O desenvolvimento de novas tecnologias, como consequéncia do Projeto
Genoma Humano, possibilitou a exploracéo biolégica a nivel molecular, bem como
descrever a dinamica de genes envolvidos no desenvolvimento de doencas ainda nao

completamente elucidadas (COLLINS, 1999). Um dessas ferramentas, a tecnologia
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de microarranjo, se destaca por apresentar uma abordagem rapida e eficaz do
comportamento de milhares de genes, em um Unico experimento (SCHULZE &
DOWNWARD, 2001; BLOHM & GUISEPPI-ELIE, 2001; TEMPLIN et al., 2002). Essa
técnica foi impulsionada pela necessidade de se analisar a grande quantidade de
informacgao gerada pelo sequenciamento de genomas. De acordo com a literatura, a
técnica de microarranjo consiste na quantificacao dos niveis de expressao génica que,
através da analise dessas expressdes, nos fornece informacdes sobre o
microambiente analisado (HUANG et al., 2009; GYORFFY et al., 2010; JOHNSON et
al., 2015).

Os microarranjos de DNA, produzidos pela industria Affymetrix, por exemplo,
sdo formados por oligonucleotideos imobilizados em uma pequena lamina de vidro
(ou nylon), medindo aproximadamente de 1,3 cm x 1,3 cm (GOHLMANN &
TOLLOEN, 2009). Neste contexto, as moléculas de oligonucleotideos dispostas
guimicamente na superficie do microchip sdo organizadas através de sondas, que
atuam como detectores de genes expressos. Na superficie do microarranjo, um
gene pode ser representado por uma ou mais sondas. O microarranjo GeneChip 2.0
Genoma Humano U133A (fabricante: Affymetrix) € uma Unica matriz representando
15.500 genes humanos bem caracterizados que podem ser utilizados para explorar,
a nivel molecular, o comportamento de processos biol6gicos normais e disfuncionais
(OUDES et al, 2006).

Estudos recentes tém utilizado a técnica de microarranjo como ferramenta de
investigacdo do comportamento de diversos tipos de células (por exemplo, as
células do sistema imune) submetidas a diferentes estimulos e tratamentos
(PAULSSON & MICKE, 2014; PICCIRILLO et al., 2014). De acordo com a literatura,
o processo de quantificacdo de transcrito inicia-se a partir da extracdo das moléculas
de RNAm sintetizadas nas células de interesse, conforme a Figura 4a (AUER et al.,
2009; SLONIM & YANAI, 2009). A partir da coleta das amostras, realiza-se
processos de transcriptase reversa com o propdsito de ampliar, linearmente, as
amostras de RNAm. Durante esse processo, moléculas de DNA complementares
(DNACc) séo polimerizadas a partir das amostras de RNAm extraidas das células
(Figura 4b).
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Figura 4. Protocolo Affymetrix associado a obtencdo de dados de transcritomas a
partir das técnica de microarranjo. O processo de quantificacdo de transcritos inicia-
se através da extracdo das moléculas de RNAm das células de interesse. A partir
da moléculas de RNAmM sdo geradas moléculas de DNAc a partir do processo
denominado de transcriptase reversa. Essas moléculas de DNAc séo transcritas in
vitro, sintetizando moléculas de RNAc biotilinados, que sao fragmentadas em
cadeias de 35 a 200 bases com o propésito de facilitar a hibridizacdo dos
oligonucleotideos na superficie do microchip. Em seguida, ocorre a marcacéo das
moléculas hibridizadas com Estreptavidina Ficoeritrina, que € um marcador
fotoluminescente. As intensidades fluorescentes séo adquiridas com um scanner a
laser, gerando a imagem associada a intensidade do sinal luminoso. Esses dados

sdo convertidos em dados de expressdo génica através de meétodos de

processamento.
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A ampliagdo das moléculas RNAm garante a estabilidade das amostras e,
através do processo de transcricdo, as moléculas de DNAc servem de molde para
sintese de RNA complementares (RNAc) biotinilado (Figura 4c) (AUER et al., 2009).
Ap6s a amplificacdo das amostras, as moléculas de RNAc biotinilados sao
fragmentadas para facilitar a hibridizagdo das moléculas alvo com os
oligonucleotideos dispostos na superficie do microarranjo (Figura 4d e Figurade)
(BECKER et al., 2003; AUER et al., 2009).

De acordo com a literatura, a hibridizacéo refere-se ao processo biolégico
onde ocorre o pareamento das bases nitrogenadas associadas as moléculas alvo
com a sequéncia de bases das sondas fixadas na superficie do microarranjo
(FULEKAR, 2009). Considerando uma molécula alvo (RNAc biotinilado) constituida
pela sequéncia de bases AUGCU, a mesma pode hibridizar-se apenas em uma das
sondas complementares, de sequéncia TACGA. Ap6s o tempo de reacdo do
processo de hibridizacdo, ocorre a remocdo das moléculas ndo hibridizadas para
evitar a interferéncia dessas moléculas na quantificacdo dos transcritos (AUER et
al., 2009; SLONIM& YANAI, 2009).

Para quantificar as moléculas de RNAc hibridizadas, marcadores
fotoluminescentes (Estreptavidina Ficoeritrina) ligam-se aos antigenos de deteccéo
(biotinilado) e, em seguida, séo excitados através de um scanner a laser (Figura 4g).
Nesse processo, os marcadores fotoluminescentes sdo utilizados para indicar a
extensdo da hibridizacdo das diferentes sondas. Posteriormente a leitura no scanner
de fluorescéncia, realiza-se a digitalizagéao e interpretagdo da imagem (Figura 4h).
De acordo com as informagdes obtidas no imageamento do microchip, a intensidade
dos sinais luminosos emitida pelas moléculas fotoluminescentes associadas a
sonda i, por exemplo, esta diretamente relacionada com a expressdo do gene
correspondente dessa sonda (AUER et al.,, 2009). Para realizar a interpretacdo
desses resultados, as posicOes das sondas e intensidades das emissbes
fluorescentes sdo capturadas e convertidas em dados que séo transferidos para um
sistema de arquivos, na extensdo .CEL (BECKER et al., 2003; BOLON-CANEDO et
al., 2014).
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2.3.1 Banco de dados

Devido ao grande numero de estudos associados ao processo quantitativo
da expressdo génica a partir da tecnologia de microarranjo e, consequentemente,
devido a quantidade de informacdo armazenada através dessa técnica, tornou-se
necessaria a implementacdo de bancos de dados para armazenar e disponibilizar
dados de microarranjo (BARRETT et al.,, 2009; RUNG & BRAZMA, 2013). Um
desses repositorios desenvolvidos para este proposito foi o0 banco de dados Gene
Expression Omnibus (GEO).

GEO € um repositério publico de dados internacional que arquiva e
disponibiliza livremente dados de expresséo génica apresentados pela comunidade
cientifica. Além do armazenamento de dados, o banco de dados GEO oferece um
conjunto de ferramentas que permitem aos usuarios identificar, analisar e visualizar
dados obtidos através do uso da técnica de microarranjo, como por exemplo, a web
ferramenta GEO2R (BARRETT et al.,, 2009). O GEO2R permite realizar
investigacbes a partir de comparacdes entre grupos de amostras em diferentes
condic¢des (normal e experimental) (BARRETT et al., 2013). Atualmente, o banco de
dados GEO armazena 1927351 amostras relacionadas a 73235 estudos (séries),
gue estao disponibilizados em 16363 plataformas (acessado em 19 de setembro de
2016). Nesse banco de dados, os dados de microarranjo séo disponibilizados na
extensdo .CEL (dados brutos sem tratamentos) ou na versao tratada (dados de
expressdo de genes tratados a partir de um método processamento) (BARRETT et
al., 2011).

Considerando a versao bruta dos dados, realiza-se o tratamento dos dados
de microarranjo para eliminar os ruidos dos sinais, normalizar dados e converter a
intensidade do sinal luminoso em dados de expresséo génica (CHEN et al., 2009;
MUHLBERGER et al., 2011). Os métodos de processamento de dados mais
utilizados sdo os métodos média robusta de multiplos chips (RMA — Robust Multichip
Average) e microarranjo de suite versédo 5.0 (MAS 5.0 — Microarray Suite version
5.0) (IRIZARRY et al., 2003; BOLSTAD et al., 2003). Esses meétodos de
processamento podem ser realizados através do pacote estatistico affy associado a
linguagem de programacdo R, disponibilizados pela Bioconductor. Bioconductor

fornece ferramentas para a andalise e compreensao de dados gendmicos de alto
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rendimento (GAUTIER et al., 2004; GENTLEMAN et al., 2006).

Estudos associados a determinacao dos padrdes de expressado génica a partir
da técnica de microarranjo sao relevantes para caracterizacdo de variacdes nos niveis
de expressao entre 0s processos biologicos normais e disfuncionais. A investigacao
do comportamento de genes e vias associados as suas atividades auxiliam na
compreensao da interacdo de um grupo de genes, que formam um sistema bioldgico

para executar uma determinada funcao.

2.4 Redes Bioldgicas

A biologia sistémica é o ramo da ciéncia que descreve as interacdes de
determinados constituintes de um organismo como um conjunto. Os genes contidos
no genoma, por exemplo, se expressam para formar proteinas que interagem como
um conjunto através de vias biolégicas, com o propdsito de executar determinadas
funcBes nas células. Os processos biolégicos sao muitas vezes representados na
forma de redes, como as redes de interacdes proteina-proteina e vias metabdlicas
(AITTOKALLIO & SCHWIKOWSKI, 2006). O estudo das redes biologicas, sua
modelagem, andlise e visualizacdo sdo relevantes para se obter uma melhor
compreensao de processos bioldgicos ainda ndo completamente elucidados. Nesse
sentido, as redes de regulacao genética e de transducéo de sinal descrevem como 0s
genes podem ser ativados ou inibidos e, consequentemente, quais proteinas sao
sintetizadas na célula de interesse, no instante da analise. Geralmente, tal regulacéo
pode ser causada por proteinas reguladoras ou estimulos externos como, por
exemplo, a radiacao ionizante.

Em termos matematicos, uma rede de interacfes € denominada de grafo. A
representacdo de grafos de proteinas, por exemplo, € realizada a partir de trés
estruturas basicas: nos, modulos e vias. De acordo com a literatura, um dos nos da
rede representa uma proteina associada as suas interacbes (representadas por
arestas) com outras proteinas (Figura 5a). A sinalizacdo de ndés fortemente
conectados pode representar ativacdo de proteinas que desempenham um papel
importante dentro do complexo funcional da célula. Diferentemente dos nos, os
modulos representam grupos de proteinas que, geralmente, interagem entre si para
executar uma determinada fungéo, ou apenas desempenham fungdes relacionadas

(Figura 5b). Por outro lado, as vias representam o0s caminhos que conectam
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sinalizacbes de entrada (por exemplo, emitidas por proteinas reguladoras) a
sinalizacbes de saida (Figura 5c). Neste contexto, uma via determina a relacao
funcional entre as proteinas que desempenham func¢des semelhantes (PAPIN et al.,
2005; SIMAO et al., 2012).

Figura 5. Representacfes que englobam as redes de proteinas: (a) nos que
representam uma proteina e suas respectivas interacoes (arestas); (b) médulos que
representam a interacdo de um grupo de proteinas com func¢des relacionadas; e (c)
vias que representam caminhos entre 0s sinais de entradas e de saidas. Cada

representacao esta evidenciada pela coloracdo roxa.
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Fonte: Adaptado de Papin et al., 2005.
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Considerando o grande numero de organismos e informacdes relevantes
associadas as vias, foram implementados bancos de dados que fornecem
informacdes sobre os sistemas bioldgicos com o propadsito de simplificar o acesso dos
pesquisadores a estas informacdes. O banco de dados Reactome € um repositorio
publico de dados que armazena e disponibiliza informagdes sobre vias e processos
bioldgicos relacionados a organismos humanos (CROFT et al., 2014). Nesse banco
de dados, as informacgfes sobre as vias sdo estruturadas por biélogos especialistas,
em colaboracdo a equipe editorial da Rectome e com base nas referéncias

disponibilizadas na literatura (PubMed) e em outros bancos de dados (como, o NCBI
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EntrezGene, UCSC, KEGG e ChEBI) (CROFT et al., 2010; FABREGAT et al., 2016).
Neste contexto, as informagdes disponibilizadas no Reactome podem ser utilizadas
em outros bancos de dados que fornecem informacdes sobre interacdes de proteinas,
como por exemplo, o banco de dados String.

O banco de dados String fornece informacdes relacionadas as interacdes
proteina-proteina, classificando-as de acordo com a fonte das interacdes. Neste
contexto, as fontes de interacfes ativas para construir as ligacées entre as proteinas
sdo denominadas de: mineracao de texto (artigos), dados experimentais, banco de
dados, co-expresséo, conservagao de genes vizinhos, fusdo génica e co-ocorréncia.
Todos estudos de interacbes de proteinas realizadas a partir do banco de dados
String, podem ser complementadas por uma analise de confiabilidade, que inclui uma
normalizacdo pelo numero de espécies abrangidas e pelos genes envolvidos
(MERING et al., 2003; SIMAO et al., 2012). Neste contexto, as redes geradas nesse
banco de dados podem ser analisadas a partir do software de manipulagcéo e anélise
de dados, denominado de Cytoscape. O Cytoscape é um programa computacional
utilizado na visualizacdo e andlise de redes e de expressdo de genes e proteinas
(BAUER-MEHREN et al., 2009).

No contexto da biologia sistémica, a andlise das redes de intera¢Bes fornece

informacdes adicionais para analise do comportamento de vias biolégicas.

2.4.1 Andlise da expresséao de genes e vias

A andlise estatistica relacionada ao comportamento de um determinado
conjunto de genes codificadores de proteinas € relevante para a elucidacado de
processos bioldgicos como, por exemplo, a resposta imune induzida pela radiagcéo
(CHEN, 2015; GALLEGOS, 2016). Nesses estudos, além de caracterizar o
comportamento de vias, tém-se o interesse de analisar o comportamento de cada
gene associado ao processo bioldgico de interesse, isoladamente (SERRANO et al.,
2011; ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2016).

De acordo com a literatura, a analise da expresséo génica diferencial baseia-
se na comparagéo entre o nivel de expressao de um determinado gene associado as
amostras experimentais e o nivel de expressdo do mesmo gene associado as
amostras de controle (DUDOIT et al., 2002). Neste contexto, utiliza-se métodos de

andlise estatistica para determinar se as diferencas entre os niveis de expressédo do
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gene sdo significativas. Esse tipo de andlise pode ser realizado através do teste t-
student para dois grupos de amostras a serem comparadas ou através do método de
Andlise de Variancia (ANOVA) para multiplos grupos de amostras (MURIE et al., 2009;
ELBAKRY, 2012). No método ANOVA, para verificar a veracidade dos resultados,
realiza-se métodos de corre¢fes que sao utilizados para garantir que as diferencas
entre niveis de expressdo foram significativas. Neste contexto, os métodos de
Bonferroni e Dunnett sdo os métodos de corre¢cdes mais utilizados (WALLENSTEIN
et al., 1980; POLITO, 2016).

Estudos recentes tém buscado quantificar o nimero de vezes que o nivel de
expressao de um gene associado as amostras experimentais esta alterado em relagéo
ao nivel de expressdo do mesmo gene associado as amostras de controle. Essa
andlise pode ser realizada através do célculo do fold change (McCARTHY et al.,
2009). A andlise do fold change pode ser calculada pela linguagem estatistica de
programacao R, através do software GEO2R e do pacote limma, por exemplo
(RITCHIE et al., 2015).

De acordo com a literatura, a identificacdo dos genes diferencialmente
expressos pode indicar o envolvimento desses genes em processos que afetam a
integridade do genoma. Desta forma, a andlise da expressdo génica diferencial
fornece informacdes sobre o aspecto funcional dos genes significativamente
alterados.

Na analise de expressao de vias, cada via pode ser analisada através da
expressdo dos genes que a constituem, utilizando abordagens estatisticas como a
andlise por representacdo excedente, por exemplo. Esse método consiste na
identificacdo de vias que apresentam uma quantidade significativa de genes alterados,
através do uso de um teste hipergeométrico. De acordo com a literatura, esse teste
calcula, para cada via, a probabilidade de um conjunto de genes testados conter mais
genes diferencialmente expressos do que seria esperado por acaso (GOHLMANN &
TALLOEN, 2009).

Em 2007, Castro e colaboradores propuseram um novo método de analise de
vias através dos calculos da atividade e diversidade relativas. Esse método foi
desenvolvido com o proposito de avaliar se esses parametros estédo
significantivamente alterados em relagcdo a uma distribuicdo de probabilidade
normalizada (CASTRO et al., 2007). Neste contexto, a diversidade relativa quantifica

o grau de alteracdo na distribuicdo dos valores de expressdes de genes associados a



DESENVOLVIMENTO TEORICO 38

uma determinada via « (CASTRO et al., 2007). O calculo diversidade relativa € dado
a partir da entropia de Shannon, a qual esta relacionada a quantidade de informacéo
que pode ser extraida a partir da distribuicdo dos niveis de expressdo dos genes
associados a via a (SHANNON, 1951; CASTRO et al., 2007). Por definicdo, a entropia

de Shannon normalizada é representada pela seguinte relacao

Mg
1
H, =— Zp(i, )Inp(i,a) O0<H, <1 (1)
i

In(M,)

onde, M, é o numero de genes em uma via a e p(i,«) é a frequéncia da diversidade
do gene i, que pode ser obtida através da seguinte expressao

s(i,a)
Ng

p(i,a) = (2)

onde, s(i,a) € a atividade do gene i e N, € a soma da expressdo dos genes que
constituem uma determinada via @ (CASTRO et al., 2006).
A partir da equagédo normalizada da entropia de Shannon, dada pela equacao
(1), a diversidade relativa pode ser definida para comparar a distribuicdo dos dados
de expressao de um conjunto de genes associados as amostras experimentais e de
controle, através da seguinte relacdo
Hg

hy = ———
* HE+HS

0<h,<1 (3)

em que HS e H§ sao, respectivamente, a entropia de Shannon para as amostras
experimentais e de controle (CASTRO et al., 2006; 2007). Neste contexto, para
valores em que a entropia de Shannon associada as amostras experimentais maiores
que a entropia de Shannon associada as amostras de controle (HE > HS), a
diversidade relativa associada a via a € maior que 0,5 (h, > 0,5). Por outro lado, para
HS < HS, a diversidade relativa associada a via a« € menor que 0,5 (h, <0,5)
(CASTRO et al., 2006; 2007).

De maneira analoga, a atividade relativa é um dos métodos quantitativos da
expressdo de genes e vias que envolve conceitos estatisticos utilizados para
determinar a diferenca entre os niveis de expressao e analisar o comportamento de
uma determinada via @ com um nimero de genes Ma (CASTRO et al., 2009; SIMAO
et al., 2012; DALMOLIN et al., 2012). Desta forma, a atividade relativa n, associada
a via a pode ser determinada a partir da seguinte relacao

Na

__T__ g<ng<1(4
NE + NS ng <1 (4)

Ng
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onde, ny € a atividade relativa associada a via a, NS e NS sao, respectivamente, a
atividade das expressdes de genes pertencentes a via a associada as amostras
experimentais e de controle (CASTRO et al., 2007). A partir da definicdo de atividade
relativa, para valores de NS > N¢, a atividade relativa associada a via a € maior que
0,5 (ng > 0,5). Caso contrario, para valores de N <N, a atividade relativa
associada a via @ € menor que 0,5 (ng < 0,5) (SIMAO et al., 2010).

A determinacdo da significancia associada a alteracdo desses parametros €
definida a partir de um método estatistico denominado de bootstrap (MANLEY, 1998).
Este método estatistico permite calcular a distribuicAo amostral da atividade e
diversidade através de uma andlise de reamostragem aleatoria que abrange todos os
genes presentes no microarranjo com repeticdes que variam de 100 a 100.000 com
as mesmas quantidades de genes das vias analisadas. Isso ocorre, para investigar a
significancia da amostra em relagdo a uma distribuicdo de probabilidade normalizada
(SIMAO et al., 2012).

Em 2009, Castro e colaboradores implementaram o software ViaComplex que
realiza os calculos da atividade e diversidade relativa (CASTRO et al., 2009). Esse
software também é utilizado para determinar se um conjunto de amostras
experimentais esta significativamente alterado em relacdo ao conjunto de amostras
de controle, a partir do método de bootstrap com correcéo de falsos positivos (SIMAO
et al., 2012). A partir dessas correcdes, os testes de multiplas hipoteses (bootstrap)
sdo utilizados para garantir que os resultados ndo aconteceram por acaso. O cédigo
fonte do software ViaComplex contendo todas as definicbes matematicas e
estatisticas, disponivel em ambiente virtual (CASTRO et al., 2009).
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3 METODOLOGIA

Esta secdo descreve os procedimentos metodologicos utilizados para a
realizacdo do estudo. S&o descritos os métodos relacionados a bioinformatica com o
propésito de se observar a modulacdo do sistema imune induzida pela radiacéo,

considerando o comportamento de vias e genes, conforme 0s objetivos propostos.

3.1 Selecdo das Amostras de Microarranjo

Para investigar os efeitos produzidos pelas radia¢gdes ionizantes na modulacao
da resposta imune, selecionou-se dados de transcriptoma relativos as células B,
isoladas do sangue periférico de 95 individuos e irradiadas com 10 Gy. Neste estudo
foram analisadas 285 amostras irradiadas com 10 Gy, das quais: 95 amostras foram
analisadas 0 horas apo0s a irradiacdo (neste estudo, essas amostras foram
consideradas como amostras de controle); 95 amostras foram analisadas 2 horas
apos a irradiacdo; 95 amostras foram analisadas 6 horas ap0s a irradiacdo. Essas
amostras estdo disponiveis no banco de dados GEO, sob o nimero de acesso
GSE36910. Além disso, esse estudo esta relacionado a plataforma GPL571, que se
utiliza da tecnologia de chip de microarranjo Affymetrix HG-U133_ 2 (do acrénimo em
inglés - Human Genome U133A 2.0 Array). Esses dados armazenados de
transcriptoma séo resultados de um estudo realizado por Nayak e co-autores (NAYAK
et al., 2014). Nesse estudo, Nayak utilizou a radiacdo gama emitida por uma fonte de
137Cs e as amostras foram analisadas através da técnica de microarranjo 0, 2 e 6
horas ap6s a exposicdo a irradiacdo. Neste trabalho, os sites da Affymetrix foram
acessados para se obter as informacdes relacionadas ao microarranjo HG-U133_2,
com a finalidade de determinar o gene representado por cada conjunto de sondas.

Os dados de transcriptomas, obtidos através do uso da técnica de microarranjo,
foram tratados através do metodo RMA, utilizando-se a versdo 3.2.2 do software R
(SIMAO et al., 2012). Este processo foi dividido em 3 etapas que incluiram correcdes
associadas ao ruido de fundo, normalizacéo e sumarizacéo dos niveis de expresséo
génica relativos as sondas, de acordo com a metodologia descrita por Bolstad
(BOLSTAD et al., 2005). Esses procedimentos foram realizados através dos pacotes

disponibilizados pelo Bioconductor e do software RStudio.
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A determinacado dos niveis de expressao obtidos a partir desse tratamento de
dados de transcriptomas considerou o maior valor de expressao nos casos em que
multiplas sondas representam o mesmo gene, de acordo com as recomendacdes de
Stalteri & Harrison (STALTERI & HARRISON, 2007).

3.2 Selecéo de Vias associadas ao Sistema Imunologico

Este estudo considerou 56 vias do sistema imunologico, das quais 44
continham genes relacionados a superfamilia B7-CD28/CTLA4, disponibilizadas pelo
banco de dados Reactome (MATTHEWS et al., 2014, FABREGAT et al., 2016). Este
estudo também considerou a via CD69, de acordo com dados disponibilizados na
literatura (SANCHO et al., 2005).

3.3 Analise da Resposta de Vias em Func¢éo da Irradiacao

Para investigar o comportamento das vias em funcdo da dose de 10 Gy,
utilizou-se o modelo descrito por Castro e colaboradores (CASTRO et al., 2007) para
calcular a atividade e a diversidade relativas, conforme as equacdes 3 e 4 descritas
na secao 2.5.1.

O método boostrap foi utilizado para testar a significancia da diferenca dos
valores da atividade e diversidade associadas as amostras ndo irradiadas e irradiadas,
através de uma reamostragem do valor da atividade e diversidade relativa com 10.000
repetices (BLAND & ALTMAN, 2015).

Considerou-se que a dose de 10 Gy radiacao produziu um aumento significativo
nos valores da atividade ou da diversidade relativas das vias para valores de p<0,05.
Por outro lado, considerou-se que essas doses causaram uma diminui¢ao significativa
nos valores da atividade ou da diversidade relativas para valores de p>0,95. Para
valores de p situados no intervalo 0,05<p<0,95, considerou-se que a irradiagdo nao
alterou os valores da atividade ou da diversidade relativas das vias.

Nos casos em que se observou mudancas significativas na atividade e/ou
diversidade das vias, utilizou-se analise dos falsos positivos para se certificar que
essas mudangas ndo ocorreram por acaso (DALMOLIN et al., 2012). Em todos o0s
testes estatisticos aplicados nessa analise, considerou-se o nivel de significancia de
5% (a =0,05).
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O software ViaComplex foi utilizado para realizar os célculos associados a

atividade e diversidade relativa das vias, bem como a analise estatistica.

3.4 Construcado de Redes de Interacdo Génica

As redes de interacdo génica foram utilizadas para analisar o comportamento
sistematico dos genes que constituem cada via, em conformidade com a sec¢éo 2.5. A
construcdo dessas redes foi realizada através do banco de dados String,
considerando as seguintes interacdes: Co-expressao, banco de dados, mineragéo de
texto, experimentos, co-ocorréncia, conservacao de genes vizinhos e eventos de
fusdo (SZKLARCZYK et al., 2011). O nivel de confiabilidade relacionada as interacfes
foi estabelecido em 0,7 (YARMISHYN et al., 2016). O software Cytoscape verséo 3.2.1
foi utilizado para o controle e andlise dos dados relativos as redes através dos valores
de fold change de cada gene (BAUER-MEHREN, 2013). Os valores de fold change
dos genes na rede foram representados de forma relativa através de um gradiente de

cores.

3.5 Analise da Expressédo de Genes em Funcdao da Irradiacéo

A diferenca dos valores de expressao de genes entre as amostras irradiadas e
controle foi testada através da ANOVA com repetidas medidas. A hip6tese nula Ho
(esfericidade) foi testada através do teste de esfericidade de Mauchly. O método de
Greenhouse-Geisser foi utilizado naqueles casos de rejeicdo de Ho (hip6tese
alternativa Hi) (BATHKE et al., 2012). Nos casos em que se observou mudancas
significativas nos niveis de expressao, utilizou-se o método Bonferroni para se
certificar que se essas mudancas ndo ocorreram por acaso. Todos 0s testes
estatisticos aplicados nessa analise utilizaram o nivel de significancia de 5% (a =0,05)
e foram realizados através do software IBM SPSS Statistics 22 (MAROCO, 2011).
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4 RESULTADOS

Nessa sec¢do estdo apresentados os resultados da analise da resposta de

vias e expressao de genes em funcao da irradiacéo.

4.1 Comportamento de Vias do Sistema Imune associadas a Superfamilia
B7-CD28/CTLA4

De acordo com os dados obtidos através do banco de dados Reactome, este
estudo considerou a andlise de 56 vias associados ao sistema imunoldgico, das quais
44 vias apresentaram genes associados a superfamilia de moléculas B7-
CD28/CTLA4, que séo responsaveis pela ativacao do sistema imune (Tabela 1).

De acordo com a metodologia adotada para a determinacdo da resposta das
vias do sistema imunologico em funcdo da dose de 10 Gy, observou-se que a
irradiacdo produziu alteracbes em 28 vias, sendo que 16 destas continham genes
associados a superfamilia B7-CD28/CTLA4 (Tabela 2). De acordo com dados
apresentados nessa tabela, observou-se que a radiacdo produziu um aumento
significativo na atividade relativa e diminuigao significativa na diversidade relativa nas
vias: 1) PI3K cascade: FGFR1; 2) PI3K events in ERBB2 signaling; 3) PI3k events in
ERBB4 signaling; 4) PI3K/ATK activation; e 5) PIP3 activates ATK signaling.
Entretanto, 10 Gy produziu aumento na atividade relativa (p<0,05) das vias: 1)
downstream signaling events of B cell receptor; 2) innate immune system; 3) signal
transduction; 4) TCR signaling in naive CD4; 5) TCR signaling in naive CD8; 6) role of
LTA2 NTAL LAB on calcium mobilization; 7) signaling pathway e 8) PDCD1 signaling.
Em contraste, 10 Gy produziu diminuigdo na atividade relativa (p=0,95) das vias: 1)
immune system; 2) GABL1 signalosome; e 3) immunoregulatory interactions between
a lymphoid and non-lymphoid. Dessas apenas a via immunoregulatory interactions
between a lymphoid and non-lymphoid também mostrou aumento na diversidade
relativa (p<0,05).

De acordo com nossos resultados deste estudo, 10 Gy também produziu
diferencas significativas nos valores da atividade e diversidade relativas em 12 vias
do sistema imunoldgico que ndo apresentam os genes associados a superfamilia B7-
CD28/CTLA4 (Tabela 2). Para esse caso, 10 Gy produziu aumento na atividade
relativa (p<0,05) das vias: 1) TNFR1 signaling; 2) NFkB in B cell, 3) Senescence
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Associated Secretory Phenotype (SASP); 4) TNFR2 non canonical NFKB pathway; 5)
B cell receptor; 6) MCH Il antigen; 7) cytokine signaling; e 8) CD69 pathway. Destas
vias, a radiacdo também produziu diminuicdo significativa no valor da diversidade
relativa das vias, CD69 pathway, SASP e MHC Il antigen. Por outro lado, 10 Gy
produziu diminuic&o na atividade relativa (p=0,95) das vias: 1) CD40 pathway; 2) TNF
receptor superfamily (TNFSF) members; e 3) phosphorylation CD3 and TCR. Destas
apenas uma, a via CD40, ndo mostrou diminuic¢do significativo no valor da diversidade
relativa. Entretanto, 10 Gy produziu diminuicdo apenas na diversidade relativa

(p=0,95) da via antigen B cell.
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Tabela 1. Relagdo das vias analisadas, nimeros de genes e genes associados a

superfamilia B7-CD28/CTLA4.

Vias do sistema imune associada a superfamilia B7-CD28/CTLA4 NUmero de Genes da superfamilia B7- Alteragéo
(banco de dados Reactome) Genes CD28/CTLA4 significativa
Antigen B Cell 126 — Sim
B Cell Receptor (BCR) 126 — Sim
CD28 co-stimulation 32 CD28, CD80, CD86 Nao
CD28 dependent PI3K/AKT signaling 75 CD28, CD80, CD86 Nao
CD28 dependent VAV1 pathway 12 CD28, CD80, CD86 Néo
CD40 Pathway 42 — Sim
CD69 Pathway 1" — Sim
. . . CD28, CD80, CD86, CTLA4, ICOS, Nao
Costimulation by the CD28 family 75 ICOSLG, PDCD1. PDCDLG2
CTLA4 inhibitory signaling 22 CD80, CD86, CTLA4 Nao
Cytokine Signaling in Immune System 429 - Sim
DAP12 interactions 340 CD28, CD80, CD86 Nao
DAP12 signaling 325 CD28, CD80, CD86 Nao
Downstream Signaling Events of B Cell Receptor (BCR) 150 CD28, CD80, CD86 Sim
Downstream signaling of activated FGFR1 310 CD28, CD80, CD86 Nao
Downstream signaling of activated FGFR2 310 CD28, CD80, CD86 Nao
Downstream signaling of activated FGFR3 310 CD28, CD80, CD86 Nao
Downstream signaling of activated FGFR4 310 CD28, CD80, CD86 Nao
FC Epsilon Receptor (FCERI) signaling 388 CD28, CD80, CD86 Nao
GAB1 Signalosome 86 CD28, CD80, CD86 Sim
CD28, CD80, CD86, CTLA4, ICOS, Sim
Immune System 1129 ICOSLG, PDCD1, PDCDILG2
Immunoregulatory Interactions Between a Lymphoid and a Non 94 CD80 Sim
Lymphoid Cell
Innate Immune System 644 CD28, CD80, CD86 Sim
MHC Il Antigen 90 - Sim
NEF mediated downregulation of CD28 cell surface expression 3 CcD28 Nao
NFKB in B Cell 63 — Sim
NGF signaling via TRKA from plasma membrane 355 CD28, CD80, CD86 Nao
S CD28, CD80, CD86, PDCD1, Sim
PDCD1 Signaling 21 PCDLG?
Phosphorylation CD3 and TCR 18 - Sim
PI3K ATK Activation 85 CD28, CD80, CD86 Sim
PI3K Cascade: FGFR1 332 PDCD1, PDCD1LG2 Sim
PI3K Cascade: FGFR2 100 CD28, CD80, CD86 Nao
PI3K Cascade: FGFR3 100 CD28, CD80, CD86 Nao
PI3K Cascade: FGFR4 99 CD28, CD80, CD86 Nao
PI3K Events in ERBB2 Signaling 83 CD28, CD80, CD86 Sim
PI3K Events in ERBB4 Signaling 83 CD28, CD80, CD86 Sim
PIP3 Activates ATK Signaling 83 CD28, CD80, CD86 Sim
Role of LAT2 NTAL LAB on Calcium Mobilization 99 CD28, CD80, CD86 Sim
Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP) 57 — Sim
Signal Transduction 1665 CD28, CD80, CD86 Sim
Signaling by EGFR 335 CD80, CD86 Nao
Signaling by ERBB2 320 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by ERBB4 3N CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by FGFR 317 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by FGFR1 314 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by FGFR2 316 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by FGFR3 313 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by FGFR4 313 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by NGF 432 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by PDGF 345 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling by SCF-KIT 306 CD28, CD80, CD86 Nao
Signaling Pathway 180 CD28, CD80, CD86 Sim
TCR Signaling in naive CD4 T cell 44 CD28, CD80, CD86 Sim
TCR Signaling in naive CD8 T cell 43 CD86, PDCD1 Sim
TNF Receptor Superfamily (TNFSF) Members 15 — Sim
TNFR1 Signaling 21 — Sim
TNFR2 Non Canonical NFKB Pathway 88 - Sim
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Tabela 2. Resposta das vias em fungdo da dose de 10Gy: o aumento do valor da
atividade (n,) e diversidade (h,) relativas € indicado pelas setas direcionadas para
cima (1) e o decréscimo desses valores € indicado pelas setas direcionadas para

baixo (J/). NA indica que as vias nao foram alteradas por essa dose.

BT B e oo G Genes da superamil 67-CD2BCTLA — 1t
Antigen B Cell 126 — NA | NA | ™ | NA
B Cell Receptor (BCR) 126 — N | NA | NA | NA
CD40 Pathway 42 - 4 | NA | NA | NA
CD69 Pathway 11 — NA | M| L
Cytokine Signaling in Immune System 429 — ™ ™ NA | NA
(D;g/g)stream Signaling Events of B Cell Receptor 150 D28, CD8O, CD86 PN PN NA | NA
GAB1 Signalosome 86 CD28, CD80, CD86 N2 NA | NA | NA
immune System noe  CDZCORD 0DBg OTLAG 005, T T T
oy s s o wl v m]s
Innate Immune System 644 CD28, CD80, CD86 ™ NA | NA | NA
MHC Il Antigen 90 - ™ I NA | LU | NA
NFKB in B Cell 63 — T | NA | NA | NA
PDCD1 Signaling 21 CD28, CD80, CD86 NA | 1™ | NA | NA
Phosphorylation CD3 and TCR 18 — NA | U ™ | NA
PI3K ATK Activation 85 CD28, CD80, CD86 T ™ | NA | L
PI3K Cascade: FGFR1 332 PDCD1, PDCD1LG2 T N N N2
PI3K Events in ERBB2 Signaling 83 CD28, CD80, CD86 T ™ | NA | L
PI3K Events in ERBB4 Signaling 83 CD28, CD80, CD86 T ™ | NA | L
PIP3 Activates ATK Signaling 83 CD28, CD80, CD86 T ™ I NA | U
Role of LAT2 NTAL LAB on Calcium Mobilization 99 CD28, CD80, CD86 ™ ™ | NA | NA
;S;:ggence Associated Secretory Phenotype 57 . ¢ ¢ A | Na
Signal Transduction 1665 CD28, CD80, CD86 NA ™ NA | NA
Signaling Pathway 180 CD28, CD80, CD86 ™ | NA | NA | NA
TCR Signaling in NAIVE CD4 T cell 44 CD28, CD80, CD86 NA | 1™ | NA | NA
TCR Signaling in NAIVE CD8 T cell 43 CD86, PDCD1 NA | 1 | NA | NA
TNF Receptor Superfamily (TNFSF) Members 15 — NA | U ™ | NA
TNFR1 Signaling 21 — ™ | NA | NA | NA
TNFR2 Non Canonical NFKB Pathway 88 — ™ | NA | NA | NA

n,: atividade relativa;
h,: diversidade relativa.
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4.2 Redes de Interacdo Génica

O banco de dados Reactome disponibiliza informacfes associadas a
aproximidamente 1800 vias, das quais 56 estao relacionadas ao sistema imunoldgico.
De acordo com os resultados associados aos célculos da atividade e diversidade
relativas, este estudo considerou a modelagem de 5 vias relacionadas a resposta
imune (Figuras 6, 7, 8, 9 e 10), das quais 3 vias apresentaram aumento nos valores
da atividade relativa (p<0,05), uma via apresentou diminuicdo no valor da atividade
relativa (p=0,95) e uma via permaneceu inalterada (0,05<p<0,95). Para a modelagem
das vias que mostraram aumento na atividade (p<0,05), considerou-se 0s genes
associados as vias: TCR signaling in naive CD4 T cell, TCR signaling in naive CD8 T
cell e CD69 pathway. Por outro lado, para os casos em que se observou diminui¢cdo
no valor da atividade relativa da via (p=0,95) e, também, incluindo uma via inalterada
(0,05<p<0,95), considerou-se o0s genes associados as vias: CD40 pathway e
costimulation by the CD28 family, respectivamente.

Além da modelagem dessas redes, esse estudo considerou a modelagem de
outras 2 redes de interagcfes associadas aos genes que expressam interleucinas (IL)
e citocinas associadas as células B.

A modelagem das redes de interacdo também foi utilizada para representar os
valores de fold change de cada gene que compde a rede. O valor de fold change de
cada gene foi representado através do diametro da circunferéncia e coloracdo da
molécula modelada na rede.

Neste contexto, a figura 6 apresenta a rede de interacdo génica associada a
via TCR signaling in naive CD4. De acordo os resultados deste estudo, 10 Gy de
irradiacdo produziu aumento nos valores de expresséo (p<0,05) dos genes: BCL10,
CD80, RASGRP2, CD4, CD86, CDC42, LAT, CBL, PRKCQ, HLA-DPAL1, HLA-DPB1,
PAK1, SOS1, TRPV6, GAB2, PLCG1, PTEN e ZAP70. Por outro lado, observou-se
diminuicéo significativa nos valores de expresséo dos genes: LCP2, GRAP2, PTPRC,
CSK e FLNA.

A figura 7 apresenta a rede de interagdo génica associada a via TCR signaling
in naive CD8. De acordo com os resultados apresentados neste estudo, 10 Gy de
irradiacdo produziu aumento nos valores de expresséo (p<0,05) dos genes: HRAS,
TRAF1, PRF1, RASGRP1, RASGRP2, TRAF6, TRAV6, PLCG1, ZAP70, CBL, SOS1,
B2M, CD8A, NRAS, BCL10, CD86, HLA-A, CD247, PRKCQ e LAT. Por outro lado,
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observou-se diminuicdo significativa nos valores de expressdao dos genes: LCP2,
GRAP2 e PTPRC.

Figura 6. Rede de interacdo génica associada a via de TCR signaling in naive CD4.
O valor de fold change de cada gene foi representado através do diametro da
circunferéncia e coloragdo da molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o

gene mostrou diferencas nos valores de expressao (p<0,05).

Molécula Normal

£

=
Fold Change

0.95 1,00 1.05
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Figura 7. Rede de interacdo génica associada a via de TCR signaling in naive CD8. O
valor de fold change de cada gene foi representado através do diametro da
circunferéncia e coloracdo da molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o

gene mostrou diferencas nos valores de expressao (p<0,05).

Molécula Normal

Fold Change

0,85 1,00 1,05
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A figura 8 apresenta a rede de interacdo génica associada a via CD69. De
acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiagcédo produziu diminuicdo nos
valores de expressao (p<0,05) dos genes: CD69, IL6R e STAT5B. Por outro lado,
observou-se aumento significativo nos valores de expressdo dos genes: MAPK1,
FOXP3, STAT5A, APC e TGFBL1.

Figura 8. Rede de interac@o génica associada a via CD69. O valor de fold change de
cada gene foi representado através do diametro da circunferéncia e coloracdo da
molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o gene mostrou diferencas nos

valores de expressao (p<0,05).

Molécula Normal

Fold Change

0,88 1.00 1.09
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A figura 9 apresenta a rede de interacdo génica associada a via CD40. De
acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiagdo produziu aumento nos
valores de expressao (p<0,05) dos genes: HRAS, BCL2L2 e BCL2. Por outro lado,
observou-se diminuigdo significativa nos valores de expressdo dos genes: MCL1,
BCL2A1, TRAF6, MYC, REL, JUN, FOS, JUND, JUNB e NFKBIA.

Figura 9. Rede de interacdo génica associada a via CD40. O valor de fold change de
cada gene foi representado através do diametro da circunferéncia e coloracdo da
molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o gene mostrou diferencas nos

valores de expressao (p<0,05).
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A figura 10 mostra a rede de interacdo génica associada a via costimulation by
the CD28 family. De acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiacao
produziu aumento nos valores de expressao (p<0,05) dos genes: PDCD1LG2, CD80,
PIK3R3 e FOSL1. Por outro lado, observou-se diminuicao significativa nos valores de
expressao dos genes: FYN, CSK e FOSB.

Figura 10. Rede de interacdo génica associada a via de costimulation by the CD28
family. O valor de fold change de cada gene foi representado através do diametro da
circunferéncia e coloracdo da molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o

gene mostrou diferencas nos valores de expressao (p<0,05).

Molécula Normal

Fold Change

0.95 1.00 1.05
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A figura 11 apresenta a rede de interacdo génica associada ao grupo de 74
interleucinas. Nessa rede, 10 Gy de irradiagcdo produziu aumento nos valores de
expressédo (p<0,05) dos genes: IL1A, IL10RA, IL10RB, IL11RA, IL15, IL13RA1, IL21R,
IL27RA, ILF3, IL12RB1, IL12RB2, IL4AR e IL9R. Por outro lado, observou-se
diminuicdo significativa nos valores de expressao dos genes: IL10, IL12A, IL12B,
IL12RB2, IL15RA, IL2RG, IL2RB, IL3RG, IL3RA, IL7, IL18R1, IL8, IL16, IL17RA,
IL17RB e ILK.

Figura 11. Rede de interacdo de génica associada ao grupo de 74 interleucinas. O
valor de fold change de cada gene foi representado através do diametro da
circunferéncia e coloracdo da molécula modelada na rede. O simbolo * indica que o

gene mostrou diferencas nos valores de expresséao (p<0,05).
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A figura 12 mostra a rede de interacdo génica associada as citocinas
relacionadas a células B. Nessa rede, 10 Gy de irradiacdo produziu aumento nos
valores de expressao (p<0,05) dos genes: IL10RA, IL4R, IL10RB, IL1R1, TGFB1,
TGFBR1, TGFBR2, IFNGR2, IFNG e IL1A. Por outro lado, observou-se diminuigao
significativa nos valores de expresséo dos genes: IL10, IL6R, IL2RB, IL2RG, IFNGR1,
IL12RB2, IL1R2, IL12A e IL12B.

Figura 12. Rede de interacdo dos genes associada as citocinas relacionadas as
células B. O valor de fold change de cada gene foi representado através do diametro
da circunferéncia e coloracdo da molécula modelada na rede. O simbolo * indica que

0 gene mostrou diferencas nos valores de expressao (p<0,05).

Molécula Normal

Fold Change

092 1.00 1.08
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4.3 Resposta da Expressdo dos Genes associados a Superfamilia B7-
CD28/CTLA4 em Funcéao da Irradiacao

Este estudo considerou dados de expressdo de 9 genes associados a
superfamilia B7-CD28/CTLA4. A tabela 3 mostra os niveis de expressao génica
associados a superfamilia B7-CD28/CTLA4 para amostras irradiadas e controle. Os
dados foram relatados através da meédia + desvio padrdo (DP) dos valores de
expressdo. De acordo com os resultados deste estudo, a radiacao produziu aumento
nos valores de expressao (p<0,05) do gene ICOSLG, tanto 2 horas quanto 6 horas
apos a irradiacdo. Entretanto, o gene CD28 apresentou aumento no valor da
expressao (p=0,001) em 2 horas apo0s a irradiacdo, mas ndo em 6 horas.

Tabela 3. Resposta da expressdo dos genes associados a superfamilia B7-
CD28/CTLA4 em funcédo da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressao é
indicado pelas setas direcionadas para cima (1) e o decréscimo desses valores &
indicado pelas setas direcionadas para baixo ({,). NA indica que as expressfes dos

genes néo foram alteradas por essa dose.

Média da expressao + DP Significancia

Genes Sondas 0 horas apds a irradiagdo 2 horas apés a irradiagdo 6 horas ap6s a irradiagéo 2h  6h
CD28 206545_at 6,14 £ 0,97 6,26 £ 0,99 6,09 +0.93 ™ | NA
CD80 207176_s_at 9,03+0,33 8,87 £ 0,31 9,28 +0.33 N2 T
CD86 210895_s_at 9,21 +0,81 9,23+0,75 9,30+ 0.71 NA | 1
CTLA4 221331_x_at 5,56 + 0,20 5,59 £ 0,20 555+0.18 NA | NA
ICOS 210439_at 4,26 +0,24 4,28 +0,24 4,26 £0.24 NA | NA
ICOSLG 213450_s_at 7,66 £ 0,28 7,87 +£0,32 7,84+0.27 T T
PDCD 207634 _at 5,64 +0,22 5,65+ 0,24 5,58 £ 0.21 NA | 4
PDCD1LG2  220049_s_at 6,09 £ 0,42 593 +0,35 6,14 £ 0.47 4 | NA
VTCN1 219768 _at 4,98 +0,17 497 +0,15 501+0.19 NA | NA

Por outro lado, o gene CD86 mostrou aumento no valor de expresséao (p=0,017)
apenas 6 horas ap0s a irradiagdo. O gene CD80 apresentou diminuigdo significativa
no valor de expressdo em 2 horas apos a irradiacdo e aumento significativo no valor
de expressdao em 6 horas. Dos genes que mostram diferengas significativas nos
valores de expressao, os genes PDCD1LG e PDCD1 foram os Unicos que mostraram
diminuicdo nos valores de expressao (p<0,05). De acordo com 0s nossos resultados,
2 horas apoOs a irradiacdo, o gene PDCD1LG mostrou diminuigcdo no valor da

expressao (p=0,001). Por outro lado, o gene PDCD1 mostrou diminuicdo no valor da
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expressao (p=0,047) apenas 6 horas apoés a irradiacdo. De acordo com os resultados
deste estudo, 10 Gy nao provocou diferengas nos valores de expresséao (p>0,05) dos
genes: CTLA4, ICOS e VTCNL1.

4.4 Resposta da Expresséo dos Genes CD69, CD40 e CD40LG do Sistema

Imune em Func¢éo da Irradiagao

Este estudo considerou a analise do comportamento dos genes associados a
regulacdo da resposta imune: CD69, CD40 e CD40LG. A figura 13 mostra os niveis
de expressao desses genes associados as amostras irradiadas e controle. De acordo
com os resultados deste estudo, 2 horas apoés a irradiacéo, 10 Gy produziu aumento
no valor da expressédo (p=0,002) do gene CD40. Entretanto, o gene CD69 mostrou
diminuicdo no valor da expressao (p=0,001) apenas 6 horas ap0s a irradiacdo. Além
disso, a radiacdo nao produziu diferencas nos valores de expressao (p>0,05) do gene
CD40LG.

Figura 13. Mudanca de expressao dos genes CD40, CD40LG e CD69 em funcéo da
irradiacdo. Os dados de expressdo estdo representados através da media + DP
(n=95). O simbolo ** indica que o0 gene mostrou diferencas nos valores de expressao
(p=0,01).
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4.5 Resposta da Expressdo dos Genes associados a via CD69 em Funcgéo
da Irradiacao

Este estudo considerou a andlise de 11 genes associados a via CD69. A tabela
4 mostra os niveis de expressdo dos genes associados a via CD69 para amostras
irradiadas e controle. Os dados foram relatados através da média + DP dos valores
de expressdo. De acordo com os resultados deste estudo, a radiacdo produziu
aumento nos valores de expressao (p<0,05) dos genes APC, FOXP3, STAT5A,
MAPK1 e TGFB1, apenas 6 horas apos a irradiacdo. Entretanto, o gene IL6R mostrou
diminuicado significativa nos valores de expressao, tanto 2 horas, quanto 6 horas apés
a irradiacdo. Por outro lado, os genes CD69 e STAT5B mostraram diminuicdo nos
valores de expressdo (p<0,05) apenas 6 horas apOs a irradiacdo. Os genes
associados a via CD69 que ndo mostraram diferencas nos valores de expressao

(p>0,05), em nenhum dos tempos considerado neste estudo, foram: IL2, IL6 e JAK3.

Tabela 4. Resposta da expressdo dos genes associados a via CD69 em funcéo da
dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressao € indicado pelas setas
direcionadas para cima (1) e o decréscimo desses valores € indicado pelas setas
direcionadas para baixo ({). NA indica que as expressdes dos genes ndo foram

alteradas por essa dose.

Média da expresséo + DP Significancia
Genes Sondas 0 horas apos a irradiagdo 2 horas ap6s a irradiagdo 6 horas apds a irradiagéo 2h 6h
APC 203525_s_at 7,84 £0,37 7,85+0,32 7,98 £0,32 NA | T
CD69 209795_at 9,41+0,77 9,55 +0,78 8,28 +0,78 NA |
FOXP3 221333_at 5,25+0,21 527 £0,23 570 £0,25 NA | 1
IL2 207849_at 343+0,12 349+0,10 342+0,13 NA | NA
IL6 205207 _at 4,35+0,28 4,35+0,28 4,34 +0,28 NA | NA
IL6R 205945_at 6,89 £ 0,91 6,56 + 0,81 6,74 £0,89 N N
JAK3 207187 _at 7,51+0,21 7,55 +0,21 7,53 £0,20 NA | NA
MAPK1 212271 _at 9,07 £0,36 9,11+0,33 9,86 + 0,38 NA | T
STAT5A 203010_at 9,09 +0,29 9,02 £0,29 9,66 + 0,28 NA | T
STATSB 212549_at 9,32+0,29 9,26 £0,25 9,18 £0,26 N N
TGFB1 203085_s_at 8,21+ 0,58 8,30+ 0,65 8,34 +£0,68 NA | 1

DP: Desvio Padrao.
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4.6 Resposta da Expresséo dos Genes associados as Interleucinas

Este estudo considerou a analise de 74 interleucinas. A tabela 5 mostra os
niveis de expressao de genes que expressam interleucinas para amostras irradiadas
e controle. Os dados foram relatados através da média + DP dos valores de
expressdo. De acordo com os resultados deste estudo, a radiacao produziu aumento
nos valores de expressao (p<0,05) dos genes: IL1A, IL4R, IL15, ILF3 e IL10RA, tanto
2 horas, quanto 6 horas apés a irradiacao. Por outro lado, 10 Gy produziu diminuicéo
nos valores de expressao (p<0,05) dos genes: IL10, IL12RB2, IL16, IL6R, IL17RA,
ILL7RB, IL18R1 e ILK, tanto 2 horas, quanto 6 horas ap0s a irradiacao. Entretanto, 2
horas apos a irradiacdo, 10 Gy de irradiacdo produziu aumento nos valores de
expresséo (p<0,05) dos genes: IL1R1, IL2RA, IL23A, IL6ST, IL8 e ILVBL. Desses
genes apenas os genes IL1R1 e IL8, também mostraram diminui¢cdo nos valores de
expressao (p<0,05), 6 horas apos a irradiacao. Além disso, 6 horas apos a irradiacao,
10 Gy de irradiacdo produziu diminuicdo dos valores de expressdo (p<0,05) dos
genes: IL1R2, IL2RB, IL2RG, IL12A, IL15RA, IL18RAP, IL3RA e IL7. Por outro lado,
6 horas ap6s a irradiacdo, 10 Gy de irradiacdo produziu aumento nos valores de
expressao (p<0,05) dos genes: IL10RB, IL11RA, IL13RA1, IL21R, IL27RA e IL9R.
Desses apenas em dois dos genes, o IL10RB e IL21R, 10 Gy de irradiacdo também

produziu diminui¢éo nos valores de expressao (p<0,05), 2 horas ap0s a irradiacao.
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Tabela 5. Resposta da expressédo dos genes associados as interleucinas em funcéo
da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressdo € indicado pelas setas
direcionadas para cima (1) e o decréscimo desses valores € indicado pelas setas
direcionadas para baixo ({). NA indica que as expressdes dos genes ndo foram

alteradas por essa dose.

Média da expresséo + DP Significancia

Genes Sondas 0 horas ap6s a irradiagdo 2 horas apds a irradiagdo 6 horas ap6s a irradiagéo 2h 6h
IL10 207433 _at 6,79 £ 0,63 6,68 + 0,61 6,34 £ 0,50 N N
IL10RA 204912_at 7,36 £ 0,39 7,92 £0,54 7,55+0,42 T T
IL10RB 209575_at 9,37 £0,38 9,29 + 0,36 9,68 +0,37 N T
IL11RA 204773 _at 6,49 £ 0,27 6,45+ 0,21 6,58 £ 0,25 NA | P
IL12A 207160_at 6,12+0,43 6,18+ 0,43 5,84 +0,34 NA | ¢
IL12B 207901_at 3,78+0,28 3,65+ 0,63 3,61 0,61 N N
IL12RB1 206890_at 5,74 £ 0,26 5,72+0,22 5,80 +£0,21 NA | NA
IL12RB2 206999_at 5,06 + 0,80 5,03+ 0,68 4,92 +0,62 NA | ¢
IL13RA1 201887 _at 6,45+0,73 6,40 + 0,67 6,60 £ 0,72 NA | P
IL15 205992 s _at 9,01 £0,51 9,18+ 0,44 9,13+0,50 T T
IL15RA 207375_s_at 8,12+0,32 8,09 +0,30 7,86 0,31 NA | ¢
IL16 209827_s_at 9,17 £ 0,60 8,68 + 0,57 8,56 + 0,68 N N
IL17RA 205707 _at 6,89 +0,23 6,83+0,23 6,78 £ 0,21 N N
IL17RB 219255_x_at 8,66 0,41 8,46 + 0,39 8,22 +0,39 N N
IL18R1 206618 _at 7,31+£0,26 7,03+0,17 7,01 +£0,23 N N
IL18RAP 207072_at 5,83 +0,51 5,78 £ 0,46 5,69 + 0,40 NA | ¢
IL1A 210118_s_at 6,69 +0,38 7,01 £ 0,56 7,12+ 0,61 T T
IL1B 205067 _at 7,50 £0,63 744+ 0,59 7,53+ 0,64 NA | NA
IL1R1 202948_at 6,44 £0,34 6,61+0,39 6,24 + 0,26 T N
IL1R2 211372_s_at 6,18 £ 0,97 6,18 £ 0,90 5,99+ 0,75 NA | ¢
IL21R 221658_s_at 9,17+0,34 9,09 +0,31 9,44 +0,26 N T
IL23A 220054 _at 6,52 +0,37 6,65+ 0,40 6,58 £ 0,37 T | NA
IL27RA 222062_at 8,22 + 0,60 8,16 £ 0,60 8,78 £ 0,63 NA | 1
IL2RA 211269_s_at 6,78 £ 0,44 6,86 + 0,41 6,80 £ 0,38 T | NA
IL2RB 205291_at 10,81+ 0,40 10,77 £ 0,41 10,39 £ 0,47 NA | ¢
IL2RG 204116_at 10,09 £ 0,55 10,05 + 0,55 9,86 + 0,49 NA | ¢
IL3RA 206148_at 7,05 + 0,56 7,05+ 0,56 6,92 £ 0,50 NA | ¢
IL4R 203233_at 8,18+0,34 8,50 + 0,31 8,44 +0,31 T T
IL6R 205945_at 6,89 + 0,91 6,56 + 0,82 6,74 £0,89 N N
IL6ST 212195_at 8,67+0,76 8,89+0,68 8,66 £ 0,71 T | NA
L7 206693 _at 7,14 +£0,92 7,20 £ 0,91 6,85+ 0,86 NA | ¢
L8 202859_x_at 5,76 + 0,84 6,15+ 0,89 5,36 + 0,54 T N
IL9R 208164 _s_at 549 +0,22 552+0,18 5,62 +0,28 NA | 1
ILF3 208931_s_at 9,84 +£0,48 10,11+ 0,41 9,99+0,43 T T
ILK 201234 _at 10,42+ 0,25 10,32+ 0,21 10,20 £ 0,19 N N
ILVBL 210624 _s_at 8,31+ 0,20 840+0,19 8,32+0,19 T | NA

DP: Desvio Padrao.
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4.7 Resposta da Expressdo dos Genes associados a Citocinas
relacionadas a Células B

Este estudo considerou a analise de 27 citocinas associados as células B. A
tabela 6 mostra os niveis de expressao de genes que codificam essas citocinas para
amostras irradiadas e controle. Os dados foram relatados através da meédia + DP dos
valores de expressdo. De acordo com 0s nossos resultados, a radiacdo produziu
aumento nos valores de expresséo (p<0,05) dos genes: IL1A, IL4R, IL1ORA, TGFBR1
e IFNG; tanto 2 horas, quanto 6 horas apoOs a irradiacdo. Por outro lado, 10 Gy
produziu diminuicdo nos valores de expressao (p<0,05) dos genes: IL6R, IL10, IL12B,
IL12RB2 e IFNGR1; tanto 2 horas, quanto 6 horas apés a irradiacao. Entretanto, 2
horas apos a irradiacdo, 10 Gy de irradiacdo produziu aumento nos valores de
expressao (p<0,05) dos genes: IL2RA, TGFB1, TGFBR2 e IL1R1. Desses apenas em
um dos genes, 0 IL1R1, 10 Gy de irradiacdo também produziu diminui¢cdo nos valores
de expressdo (p<0,05), 6 horas apds a irradiacdo. Além disso, 6 horas apés a
irradiacdo, 10 Gy de irradiacdo produziu diminui¢éo nos valores de expresséo (p<0,05)
dos genes: IL1R2, IL2RB, IL2RG e IL12A. Por outro lado, o gene ILLORB mostrou
diminuicdo no valor da expressao (p<0,05), 2 horas apés a irradiacdo, e aumento
(p<0,05), em 6 horas. Nesse estudos, 0s genes que ndo mostraram diferencas nos
valores de expressédo (p>0,05), foram: IL1B, IL2, IL4, IL5, IL5RA, IL6, IL12RB1 e
IFNGR2.
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Tabela 6. Resposta da expressao dos genes associados as citocinas relacionadas as
células B em funcéo da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expresséo é indicado
pelas setas direcionadas para cima (1) e o decréscimo desses valores é indicado
pelas setas direcionadas para baixo ({,). NA indica que as expressfes dos genes nao

foram alteradas por essa dose.

Média da expresséo + DP Significancia

Genes Sondas 0 horas apés airradiacdo 2 horas apés airradiagdo 6 horas ap6s a irradiagéo 2h 6h
IFNG 210354 _at 4,25+0,23 4,43 +0,36 454 +0,21 T T
IFNGR1 202727_s_at 10,99 + 0,24 10,84 £ 0,24 10,29 + 0,24 N N
IFNGR2 201642_at 10,25 £ 0,22 10,24 £ 0,24 10,29 + 0,24 NA | NA
IL10 207433 _at 6,79 £ 0,63 6,68 £ 0,61 6,34 £ 0,50 N N
IL10RA 204912_at 7,36 £ 0,39 7,92 +0,54 7,55+0,42 T T
IL10RB 209575_at 9,37 £0,38 9,29 +0,36 9,68 +0,37 N T
IL12A 207160_at 6,12+ 0,43 6,18 £ 0,43 5,84 £0,34 NA | ¢
IL12B 207901 _at 3,78+0,28 3,65+ 0,63 3,61+0,61 N N
IL12RB1 206890_at 5,74 £ 0,26 5,72 +0,22 5,80 £ 0,21 NA | NA
IL12RB2 206999_at 5,06 £ 0,80 5,03+ 0,68 4,92 +0,62 NA | ¢
IL1A 210118_s_at 6,69 +0,38 7,01 £ 0,56 7,12+ 0,61 T T
IL1B 205067_at 7,50 £ 0,63 744 + 0,59 7,53 +0,64 NA | NA
IL1R1 202948_at 6,44 £ 0,34 6,61+0,39 6,24 £ 0,26 T N
IL1R2 211372_s_at 6,18 £ 0,97 6,18 £ 0,90 599+0,75 NA | ¢
L2 207849_at 3,43+0,12 3,41+0,10 342+0,13 NA | NA
IL2RA 211269_s_at 6,78 £ 0,44 6,86 + 0,41 6,80 + 0,38 T | NA
IL2RB 205291_at 10,81+ 0,40 10,77 £ 0,41 10,39 £ 0,47 NA | ¢
IL2RG 204116_at 10,09 £ 0,55 10,05 £ 0,55 9,86 + 0,49 NA |
IL4 207538_at 3,86+0,17 3,90+0,18 3,86+0,17 NA | NA
IL4R 203233 _at 8,18+0,34 8,50 £ 0,31 8,44 + 0,31 T T
IL5 207952_at 3,98+0,17 3,96 + 0,17 3,95+0,18 NA | NA
IL5RA 210744 _s_at 548 £0,23 5,50 £ 0,24 548 £0,23 NA | NA
IL6 205207 _at 4,35 +0,28 4,35+0,28 4,34 +0,28 NA | NA
IL6R 205945_at 6,89 + 0,91 6,56 + 0,82 6,74 £ 0,89 N N
TGFB1 203085_s_at 8,21+0,58 8,30 £ 0,65 8,34 + 0,68 NA | 1
TGFBR1 206943 _at 6,15+ 0,29 6,27 £ 0,30 6,35+ 0,25 T T
TGFBR2 207334_s_at 444 +0,21 4,46 + 0,65 451+0,68 NA | 1

DP: Desvio Padrao.
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5 DISCUSSAO

Os resultados associados aos calculos da atividade e diversidade relativas
disponibilizam um panorama geral da modulacdo da resposta imune em funcéo da
dose de 10 Gy. Nesse contexto, das 56 vias investigadas neste estudo, observou-se
que essa dose modificou de forma significativa o comportamento de 28 vias
associadas ao sistema imune (Tabela 2). As vias que mostraram diferencas nos
valores da atividade tiveram um aumento (p<0,05) ou diminui¢éo (p=0,95) na soma
dos valores de expressao relativos aos genes que compdem a via, devido a irradiacao.
Entretanto, as vias que mostraram diferencas nos valores da diversidade, tiveram um
aumento (p<0,05) ou diminuicdo (p=0,95) na distribuicdo dos valores de expressao
relativos aos genes que compdem a via, apos a irradiacdo (CASTRO et al., 2007).
Biologicamente, o aumento da atividade e da diversidade relativas esta relacionado
com a ativacdo da via e, o contrario, a inibicdo da via esta relacionada a diminuicédo
destes parametros. De acordo com esses resultados, obtidos através do modelo
matematico proposto por Castro (CASTRO et al., 2007), observou-se que 10 Gy
modulou de forma diferenciada a organizacao do sistema bioldgico, representado pela
diversidade das vias.

Um aspecto particular relevante dessa observa¢do mais generalizada sobre a
reorganizacdo desse sistema em funcéo da dose de 10 Gy é a modulacgao positiva do
comportamento da via MCH Il antigen associada as células B e da via TCR signaling
in naive CD4 e CD8 T cell (Tabela 2 e Figuras 6 e 7). Isso é importante pelo fato da
modulacdo positiva dessas vias ser necessdaria para a inducdo e sustentacdo da
resposta imune (PARDOLL, 2012).

De acordo com a literatura, a ativacdo da via TCR signaling in naive CD8 T cell
induz a ativacdo e diferenciacdo das células efetoras CD8 ou células de memodria
(MANDA et al, 2012). Neste contexto, as celulas CD8 adquirem propriedades
citotoxicas, apos a estimulagdo com antigeno, promovendo a morte direta de células
gue expressam o antigeno alvo. Por outro lado, a ativagédo da via TCR signaling in
naive CD4 T cell induz a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo das células efetoras
CD4 ou células de memoria. As células T CD4 se diferenciam em células auxiliares
Thl, Th2, Th1l7 e Th9, além das células reguladoras (Treg). Além disso, as células T
CD4 também podem se diferenciar em células T auxiliares foliculares (TFH),

necessaria para a ativagao e sobrevivéncia das células B (CROTTY, 2014). As células
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TFH sao provedoras especializadas no auxilio as células B e sdo essenciais para a
formacdo de centros germinativos, maturacdo por afinidade, desenvolvimento de
anticorpos de alta afinidade e células B de memoria (CROTTY, 2014).

Manda e colaboradores, através de estudos envolvendo experimentos in vitro,
mostram que em altas doses, como a de 10 Gy, a radiagdo promove a morte de uma
fracdo da populacédo de células do sangue, como as células B (Manda et al., 2012).
Os resultados obtidos neste estudo, através da determinacédo da atividade relativa,
mostraram uma modulagdo positiva das vias TCR signaling in naive CD8 T cell e
apoptose e, portanto, sdo validados através desses achados.

Entretanto, a modulacéo positiva da via TCR signaling in naive CD4 T cell
promove a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de células do sistema imune. A
ativacdo da via TCR signaling in naive CD4 T em resposta a dose de 10 Gy também
foi observada no presente estudo. De acordo com o modelo de dois sinais proposto
por Bretscher e Cohn (1970) sdo necesséarios dois sinais para a modulacdo da
resposta imunolégica: a inicializacdo, referente ao primeiro sinal e manutencdo da
resposta, referente ao segundo sinal (BERNARD et al., 2002). O primeiro sinal esta
associado a apresentacdo de antigenos as células APCs por parte das moléculas do
MHC e o segundo sinal esta associado a inimeros eventos celulares e moleculares,
que incluem a sinalizacao, diferenciacdo e proliferacao das células T (BRETSCHER,
1999; VIGDOROVICH et al., 2013). Em conformidade com os resultados obtidos neste
estudo, observou-se que a resposta das células B a dose de 10 Gy esta associada,
de maneira parcial, ao modelo dos dois sinais, em que a modula¢cdo do MHC Il foi um
gatilho que acionou o primeiro sinal e a modulacdo positiva da via TCR signaling in
naive CD4 T cell foi um gatilho que acionou o segundo sinal. Essa via esta
representada através de uma rede de interacéo dos genes que compdem a via (Figura
6), que mostra a ativagdo do gene ZAP70 e, assim, indicando a modulagao positiva
da via TCR signaling in naive CD4 T cell, em conformidade com a funcdo deste gene
(FARBER et al., 1997; FARBER, 2009).

O comportamento de cada gene que compde as vias foi representado pelos
valores de fold change modelados na rede de interagdo através do tamanho e
coloracdo das moléculas (Figuras 6, 7, 8, 9 e 10). Nessa representacao, a quantidade
de genes que mostraram aumento significativo nos seus valores de expressao esta
relacionada de forma direta com o aumento da atividade relativa. Por outro lado, a

guantidade de genes que mostraram diminuicdo significativa nos seus valores de
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expressdo esta relacionada de maneira direta com a diminuicdo da atividade. De
acordo com Kreeger e Lauffenburger, pequenas diferengcas na modulagao dos genes
gque compdem a rede biologica podem produzir grandes mudancas funcionais no
sistema biolégico que ela representa (KREEGER & LAUFFENBURGER, 2010). Neste
contexto, o estudo das redes biologicas, sua modelagem, analise e visualizacao séo
relevantes para se obter uma melhor compreensao de processos biolégicos ainda nao
completamente elucidados. Neste estudo, esta metodologia de modelagem foi usada
com o objetivo de mostrar a modulacéo diferenciada das vias pela dose de 10 Gy, em
particular para as vias ativadas (Figuras 6, 7 e 8), inibida (Figura 9) e inalterada (Figura
10).

A Via CD69 foi selecionada neste estudo com base nos achados da literatura
gue evidenciam a presenca da proteina CD69 na superficie de células do sistema
imunologico em resposta a uma ativacdo (SANCHO et al.,, 2005). Além disso,
recentemente, essa via vem despertando interesse pela comunidade cientifica em
estudos envolvendo diversos aspectos da imunologia (SALDANHA-ARAUJO et al.,
2012). Neste estudo, observou-se que 10 Gy produziu um aumento significativo na
atividade da via CD69 (Tabela 2). Entretanto, os genes CD69, IL6R e STATS5B
mostraram uma diminuicdo significativa nos seus valores de expressdo apoés a
irradiacdo. Por outro lado, os genes APC, FOXP3, MAPK1, STAT5A e TGFB1
mostraram um aumento significativo nos seus valores de expressao em resposta a
essa dose (Tabela 4 e Figura 8).

CD69 é uma molécula imunoregulatéria que se expressa na superficie celular
dos leucdcitos, incluindo as células B e T, nos sitios de inflamacé&o crénica. A funcéo
imunologica do gene CD69 ainda ndo esta bem elucidada devido ao desconhecimento
de um ligante associado e a falta de modelos in vivo, necessarios para se estudar as
funcdes fisioldgicas (SANCHO et al., 2005).

As células T regulatdrias possuem baixa capacidade para responder aos sinais
de proliferacdo e, através do contato célula-célula, sdo capazes de inibir outras
funcgBes imunes. Outra maneira de inibir essas fungbes é através da producdo de
citocinas anti-inflamatérias, como a TGFB, IL10 ou IL4 (O'GARRA et al., 2004,
SHEVACH et al., 2002). Células T regulatérias natural sdo geradas no timo e sdo
caracterizadas pelas suas altas expressdes de CD25, que suprime respostas efetoras
através do contato célula-célula de forma independente da citocina. Entretanto,

células Treg adaptativas sdo geradas de células T maduras apds estimulacdo
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antigénica na periferia, apresenta variada expressao de CD25 e o seu mecanismo de
supressdo de respostas das células T efetoras é dependente de citocinas
(CHATENOUD et al., 1997). E possivel que CD69 pode ser constantemente expresso
por um subconjunto destas células. Usando modelo animal, uma subpopulacédo de
células CD4*CD69* foi detectada no tecido linféide periféricos e inflamatorios
infiltrados (ISHIKAWA et al.,, 1998). Essas células sdo anérgicas e incapazes de
sintetizar citocinas pro inflamatérias (ISHIKAWA et al., 1998).

De acordo com os resultados obtidos através de experimentos in vitro, CD69
foi considerado um receptor estimulatorio. Entretanto, resultados in vivo
demonstraram que o CD69 possui um comportamento bem mais complexo (SANCHO
et al., 2005). O acoplamento do CD69 pode estar associado ao balanco final da
diferenciacéo de Th1/Th2. Além disso, a caracterizacdo dos ligantes relacionados ao
CD69 e o conhecimento de suas expressdes espacial e temporal sédo importantes para
se conseguir elucidar com mais clareza as fun¢des imunoregulatérias do CD69
(SANCHO et al., 2005).

Neste estudo, observou-se que a maior quantidade de interacBes entre as
proteinas da rede (Figura 8), representadas através dos nés na rede, ocorreu entre 0
CD69 e o fator de crescimento IL2 e entre 0 CD69 e o fator de transcrigdo FOXP3. De
acordo com a literatura, a determinacédo da quantidade de interacfes associadas a
uma proteina é importante para melhor elucidar a funcéo dessa proteina (PACZENSY
et al., 2010). Isso é importante para o aprimoramento das terapias através do bloqueio
de receptores, como da IL6, por exemplo.

Estudos recentes tém mostrado a modulacdo de alguns genes associados a
superfamilia de moléculas B7-CD28/CTLA4 em células T irradiadas (LIU et al., 2001).
Neste estudo, de acordo com os resultados apresentados na tabela 3, 10 Gy produziu
um aumento significativo no nivel de expressdo do gene CD28 (Tabela 3). Essa
molécula de superficie fornece sinais co-estimuladores essenciais para a aplificacao
e manutencdo da resposta das células T através da interacdo com 0s seus ligantes
CD80 e CD86 expressos na superficie de células B, por exemplo (SHARPE &
FREEMAN, 2002). No presente estudo, a radiacdo também produziu aumento
significativo nos niveis de expressao dos genes CD80 e CD86 (Tabela 3). De acordo
com a literatura, a interagéo B7-CD28 transmite um sinal positivo que, juntamente com
a sinalizacdo TCR, promove a ativacao, proliferacdo e diferenciagdo das células T
(LANZAVECCHIA et al., 1999). Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam
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que a radiacdo pode ter induzido a interagdo B7-CD28, modulando positivamente a
ativacao das células T, que é essencial para o inicio e manutencao da resposta imune
humoral e celular mediada por antigenos especificos.

De acordo com os resultados da analise do comportamento dos genes
associados a superfamilia B7-CD28/CTLA4 (Tabela 3), observou-se que 10 Gy de
irradiacdo produziu um aumento significativo no nivel de expressao do gene ICOSLG,
gue se expressa em ceélulas B (Tabela 3). Esta molécula de superficie desempenha
as suas func¢des imunoldgicas através da ligacao ao seu receptor ICOS (YAO et al.,
2011). De acordo com a literatura, a interacdo ICOS/ICOSLG fornece um sinal
coestimulatoério as células T, resultando na amplificacdo da ativacdo das células T e
aumento da proliferacdo, bem como da secrecdo de citocinas (WIKENHEISER &
STUMHOFER, 2016). Estudos associados as funcdes desta molécula de superficie
demonstraram que a sinalizacdo ICOS desempenha um papel essencial na
diferenciacéo das células Thl e Th2 por ativagdo do antigéno especifico, bem como
na promocdo de respostas de Thl7 (GAO et al., 2012, WIKENHEISER &
STUMHOFER, 2016). Nas células de memodria Th2, a sinalizacdo mediada por
ICOS/ICOSLG é particularmente importante e dispensa a acdo co-estimuladora
produzida pela interacdo B7-CD28. Esta sinalizagcdo controla principalmente a
producdo de citocinas por células T recentemente ativadas, no entanto, € menos
eficaz na ativacdo de células T naive, cuja ativacdo parece ser estritamente
dependente da co-estimulacéo pela molécula CD28 (HUTLOFF etal., 1999; NURIEVA
et al., 2003, MESTURINI et al., 2006).

Outro sinal coestimulador forte é proporcionado pela molécula CD40 que
desempenha as suas funcdes imunoldgicas através da interagcdo com o seu ligante
CD40 (CD40LG). De acordo com os achados apresentados nesse estudo, 10Gy
produziu um aumento significativo no nivel de expressédo do gene CD40 (Tabela 3). A
molécula CD40 & um antigeno de diferenciagdo de membrana constitutivamente
expresso em APCs, como por exemplo células B, nas quais desempenha um papel
essencial no controle de respostas de células B dependentes de células T. Nesse
contexto, a interacdo das células B e T podem promover a proliferacéo de células B,
sobrevivéncia, producdo de imunoglobulinas e formacao de células B de memoria
(DAOUSSIS et al., 2004, GORONZY & WEYAND, 2008). De acordo com a literatura,
a interacdo entre o CD40 e o seu ligante CD40LG, que sdo expressos em células T

ativas e células B, regula processos moleculares e celulares importantes, incluindo a
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iniciacdo e progressao de células e imunidade adaptativa humoral (ELGUETA et al.,
2009, KAWABE et al., 2011). Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam que
a radiacdo pode ter induzido um aumento no nivel de expressdo da molécula CD40
na supeficie de células B, promovendo a ativacéo e diferenciacédo dessas células. Em
células T, essa interacdo resulta na ampliacdo do sinal da interagdo B7-CD28 e da
apresentacao do antigéno que é crucial para a expansao e maturacdo das células T
efetoras (Teff) (PILAT et al., 2011; VOGEL et al., 2014).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, 10 Gy ndo produziu
mudancas significativas no nivel de expresséo do gene CTLA4 (Tabela 3). A molécula
de superficie CTLA4 € um homélogo CD28 com maior afinidade de ligacdo as
moléculas B7 (CD80 e CD86). Entretanto, ao contrario do CD28, esta molécula
reguladora negativa é capaz de inibir respostas de células T (BURR et al., 2001). Os
mecanismos produzidos por esses sinais inibidores incluem inibicdo da sinalizag&o
pelo TCR, inibicAo da molécula CD28 e/ou inibicdo da sua via de sinalizacao.
Consequentemente, o complexo B7-CTLA4 diminui a capacidade de interacdo entre
as células T e as APCs, como as células B (BUCHBINDER & DESAI, 2016). A
molécula CTLA4, diferentemente do CD28, é expressa em niveis baixos em células T
em repouso e reside principalmente na matriz citoplasmatica (BAI et al., 2002). Esta
molécula é expressa na superficie das células T ativas para inibir a resposta
imunitaria. A capacidade de CTLA4 para inibir a ativacdo de células T depende de
fatores que incluem a intensidade do sinal de TCR e o estado de ativacdo da células
B. Nesse contexto, o presente estudo néo exclui a possibiidade da radiacéo ter
induzido a interacdo B7-CTLA4, regulando negativamente a ativacdo das células T,
gue diminui da proliferacao de células T. Isso porque a molécula CTLA4 executa esse
tipo de funcdo quando regulada positivamente na superficie das células T e ndo das
células B, motivo esse pelo qual ndo se observou alteragdes no nivel de expressao
desse gene.

Semelhante a molécula CTLA4, PDCD1 é uma molécula inibitéria que
desempenha um papel importante na regulacdo da resposta imune. Estudos recentes
demonstraram que PDCD1 € uma proteina de controle imunologico expressa em
células T que regula negativamente a resposta imunitaria (THIBULT et al., 2013). De
acordo com a literatura, o receptor PDCD1 possui trés ligantes conhecidos PDCDLG1
(ligante de morte programado-1), PDCD1LG2 (ligante de morte programado-2) e

CD80. Assim, o PDCD1 limita a atividade das células T induzindo uma fosfatase que
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inibe a sinalizacdo mediada pelos receptores das células T (RIBAS et al., 2016). No
presente estudo, 10 Gy de irradiagdo produziu diminuicdo significativa nos niveis de
expressdo dos genes PDCD1 e PDCD1LG2 (Tabela 3). De acordo com a literatura,
tanto CTLA4 como PDCD1 funcionam como reguladores negativos, cada um
desempenha um papel ndo redundante na modulacéo de respostas imunes (KYI &
POSTOW, 2014). A ativacao de células T, células B e mondcitos induz a expresséo
de PDCD1 (AGATA et al., 1996). A interacdo entre PDCDL e os seus ligantes promove
a proliferacao de células T de inibicdo, INFG, fator de necrose tumoral e producédo de
IL2, bem como reduz a sobrevivéncia de células T (BUCHBINDER & DESAI, 2016).
Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam que a radiagao pode ter inibido o
sinal da interacdo PDCD1/PDCD1LG2, mantendo a resposta imune.

De acordo com a literatura, a producéo de citocinas esta relacionada com o
terceiro sinal da ativacdo do sistema imune (MUELLER et al., 1989). Neste contexto,
a acdo costimulatoria produzida pela interacdo B7-CD28 aumenta as respostas de
células B e T previamente ativadas, promovendo a producao de interleucina-2 (IL2) e
sobrevivéncia das células T (SHARPE & FREEMAN, 2002). Apos a iniciacdo e a
diferenciacédo dos linfécitos, a producao de citocinas efetoras (por exemplo, 1L4) ndo
requer acao co-estimuladora produzida pela interacdo B7-CD28. Apenas a producao
de IL2 depende continuamente da sinalizacao coestimulatoria (CHEN & FLIES, 2013;
VOGEL et al., 2014). Neste contexto, a interagdo B7-CTLA4 reduz a producéo de IL2
bem como a expressao do receptor de IL2 (IL2R).

As citocinas representam um grupo diverso de pequenas proteinas sollveis
que podem funcionar como fatores de crescimento e diferenciacdo em formas
autocrinas ou paracrinas. As citocinas apresentam consideravel redundancia, a
medida em que muitas citocinas partilham func6es semelhantes. Através da ligacdo a
receptores de superficie celular especificos, elas iniciam vias de transducéo de sinal
gue séo cruciais para um espectro variado de fungdes, incluindo indugéo de respostas
imunes, proliferacédo celular, diferenciacdo e apoptose. A principal contribuicdo das
citocinas para a diferenciacdo das células B reside na sua capacidade de modular a
expressao desses fatores de transcricdo de tal modo que regulam a secrecéo de Ig
através de células B ativadas (MOENS & TANGYE, 2014).

Estudos recentes tém demonstrado que a radiacdo ionizante induz a ativagéo
de vias associadas ao sinal pro- e anti-proliferativo produzindo um desequilibrio na

decisédo do destino celular. A radiacdo é capaz de regular a expressao de genes e



DISCUSSAO 69

fatores envolvidos na progressao do ciclo celular, sobrevivéncia e/ou morte celular,
reparacdo do DNA e inflamag¢ao modulando uma resposta intracelular dependente da
radiacdo. Além disso, tem sido demonstrado que a radioterapia pode modular
respostas imunitarias antitumorais, modificando o tumor e seu microambiente (DI
MAGGIO et al., 2015). Neste contexto, o equilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e
anti-inflamatoérias é critico na determinagcdo de um resultado positivo ou negativo,
reacOes adversas e resisténcia ao tratamento através da irradiacdo (SUN et al., 2013).
A radioterapia tem um efeito significativo sobre a modulacéo do sistema imunolégico
através da ativacdo de cascatas de citocinas (SCHAUE et al., 2012). A anélise da
assinatura de citocinas associadas as células B €, portanto, um estudo de interesse
para a compreensao do papel das citocinas na resposta imune induzida pela radiacao.

Através dos resultados obtidos no presente estudo, viabilizou-se uma visao
geral da expressdo dos genes relacionados as interleucinas, representadas na
superficie do microarranjo HG-U133 2, em funcdo da dose de 10Gy liberada em
células B (Tabela 5 e Figura 11). Este estudo considerou apenas a andlise de 27
citocinas associadas as células B, das quais 19 citocinas mostraram diferencas
significativas nos niveis de expressédo (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com o0s
resultados apresentados nesse estudo, 10 Gy produziu um aumento significativo no
nivel de expressdo da IL1R1 e diminuicdo significativa no nivel da expressdo da
ILLR2, que séo receptores expressos na superficie das células B associados a IL1
(Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a sinalizacdo mediada pelo do
receptor IL1IR1 estimula a ativacdo da IL1, que é necessaria para a iniciagdo e
manutencdo das atividades do sistema imunitério, como a diferenciagdo das células
B e T (OELMANN et al., 2015). Quando expresso na superficie das células B o
segundo receptor, IL1R2, bloqueia a transducao de sinal de IL1, inibindo a funcéo da
citocina IL1 (COLOTTA et al., 1993, RE et al., 1996). Desta forma, a ativacdo do
receptor IL1R1 e inibicdo do IL1R2 na superficie das células B, promove a maturacao,
diferenciacdo e coestimulacdo das células B, bem como o aumento da sintese de
anticorpos (GARLANDA et al., 2013).

De acordo os resultados apresentados na tabela 6, 10 Gy de irradiacao
produziu um aumento significativo no nivel de expressdo da IL2RA e diminuicdo
significativa no nivel da expressao das IL2RB e IL2RG, que sao receptores expressos
na superficie das células B associados a IL2 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a

literatura, o receptor IL2RA € expresso em células T e B ativadas (BACHMANN &
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OXENIUS, 2007). A IL2 pode ser estimulada por células que expressam receptores
associados aos dimeros e trimeros de média (IL2RB e IL2RG) e alta afinidade (IL2RA,
IL2RB e IL2RG), respectivamente (BOYMAN & SPRENT, 2012). De acordo com a
literatura, os sinais associados a IL2 estimulam a diferenciacao dos linfcitos, bem
como respostas imunes e homeostase mediadas por essas células. A sinalizacdo
associada a IL2 é crucial para a manutencéo de células Treg € para a diferenciacéo de
células T CD4. Para as células T CD8, os sinais de IL2 otimizam tanto a producéo de
células T efetoras como a diferenciacdo em células de memoéria (BOYMAN &
SPRENT, 2012). Além disso, atua sobre células B, através de ligacao especifica ao
receptor, como um fator de crescimento e estimulante de producao de anticorpos. De
acordo com a literatura, a ativacao desses receptores IL2R na superficie das células
B, promove o aumento da prolifecdo das células B que é juntamente estimulado
através da interacdo CD40/CD40LG (ARMITAGE et al, 1993). Além disso, a interacéo
IL2-IL2R coopera com outras citocinas/fatores estimuladores para aumentar a
diferenciacédo de células B ativadas (KEHRL et al., 1983; ARPIN et al., 1995).

Outras citocinas que estimulam a diferenciacéo das células B sdo IL4 e IL6. De
acordo com os achados apresentados nesse estudo, 10 Gy de irradiacao produziu um
aumento significativo no nivel de expressao da IL4R, que € o receptor expresso na
superficie das células B associado a IL4 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a
literatura, a ativacdo desse receptor na superficie das células B, aumenta a
proliferacdo induzida pela interagdo CD40/CD40L e engajamento do receptor de
células B. Além disso, a interacdo IL4/IL4R induz a mudanca de classe das
imunoglubinas, preferencialmente para IgG1l, 1gG4 e IgE (VERCELLI et al., 1989;
GAUCHAT et al., 1992). Por outro lado, como mostram os resultados apresentados
na tabela 6 e figura 12, 10 Gy de irradiacdo produziu diminuicdo significativa no nivel
de expressdo da IL6R, que €& o receptor expresso na superficie das células B
associado a IL6. De acordo com a literatura, a inibicdo desse receptor na superficie
das células B, diminui a diferenciagdo dessas células em células plasméticas
(UNSCEAR, 2006).

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo, 10 Gy de irradiacéo
produziu diminuig&o significativa no nivel de expressao da IL10, que se expressa na
superficie das células B (Tabela 6 e Figura 12). A IL10 é uma citocina anti-inflamatéria
chave que pode inibir as respostas pré-inflamatérias das células imunes inatas e

adaptativas (SHOUVAL et al, 2014). De acordo com a literatura, a inibicdo dessa
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citocina na superficie das células B, aumenta a produc¢éo de citocinas em macrofagos
e promove 0 crescimento e supressdo da imunidade mediadas por linfocitos
(UNSCEAR, 2006). Por outro lado, 10 Gy de irradiacdo produziu um aumento
significativo nos niveis de expressdo dos receptores associados a IL10, IL10RA e
IL1LORB, expressos na superficie das células B (Tabela 6 e Figura 12). Neste contexto,
a ativacdo desses receptores na superficie das células B, promove a proliferacao,
diferenciacdo de células B, bem como promove a mudanca de classe das
imunoglubinas, preferencialmente associadas aa IgGl e IgG3 (DEFRANCE et al.,
1992; ITOH & HIROHATA, 1995; MOENS & TANGYE, 2014). Além disso, a interacao
da IL10 com os receptores expressos na superficie das células B, coopera com a
citocina TGFB para induzir a mudanca de classe associada a IgA. De acordo com a
literatura, esse sinal também promove a diferenciacdo das células B em células
plasmaticas que secretam IgM, IgG e IgA (UNSCEAR, 2006; MOENS & TANGYE,
2014).

De acordo os resultados apresentados na tabela 6 e figura 12, 10 Gy de
irradiacdo produziu diminuicdo significativa no nivel de expressédo da IL12, que se
expressa na superficie das células B. De acordo com a literatura, a producéo dessa
citocina na superficie das células B, induz o aumento da diferenciacdo e promocédo da
imunidade mediada pelas células T CD8 citotdxica, bem como induz a ativacéo,
proliferacédo e producdo IFNG através das células NK (UNSCEAR, 2006). Além disso,
a sinalizacdo associada a IL12 promove a diferenciacdo das células B em células
segretoras de IgM, bem como coopera com a IL6 no aumento da secrecdo dessa
imunoglobulina. Por outro lado, esse sinal suprime a producéo de IgE induzida pela
IL4 (MOENS & TANGYE, 2014).

De acordo com nossos achados, 10 Gy de irradiacdo produziu um aumento
significativo no nivel de expressdo da IFNGR2 e diminuicdo significativa no nivel da
expressdo da IFNGR1, que sao receptores expressos na superficie das células B
associados a IFNG (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a ativagcédo
desses receptores na superficie das células B, promove mudancas de classe de
imunoglubina para 1IgG2a (UNSCEAR, 2006; DE WEERD & NGUYEN, 2012). Além
disso, 10 Gy de irradiagéo produziu um aumento significativo nos niveis de expresséo
das citocinas TGFBR1 e TGFBR2, que sdo 0s receptores expressos na superficie das
células B associados a TGFB1 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a

regulacdo positiva desses receptores na superficie das células B, promove a sintese
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de IgA (CD79A e CD79B). Nesse estudo, 10 Gy produziu um aumento significativo
nos niveis de expressao dos genes CD79A e CD79B, que esta em conformidade com
a literatura (UNSCEAR, 2006).

Em resumo, observou-se que 10 Gy modulou de forma diferenciada as
expressdes de genes associados a superfamilia de moléculas B7-CD28/CTLA4 e as
citocinas consideradas neste estudo.
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6 CONCLUSOES

A atividade e a diversidade relativas € um modelo matematico que foi proposto
para descrever o comportamento de vias em tecidos cancerosos a partir de dados de
transcriptomas disponibilizados em bancos publicos de dados. Nesse tipo de estudo,
redes biologicas, sua modelagem, andlise e visualizacdo vem sendo usadas para
descrever modelos biol6gicos relacionados ao cancer. Essa abordagem metodoldgica
foi usada no presente estudo para se obter informacdes gerais sobre o comportamento
de vias relacionadas ao sistema imune em funcéo da radiacéo, para a dose de 10Gy.
Observou-se um comportamento diferenciado de vias e genes em resposta a radiacao
que, ndo necessariamente, estd associado ao colapso da célula. Embora tenha sido
constatado uma resposta imunosupressora através da via immune system, observou-
se um aumento significativo na expressao dos genes relacionados aos sinais co-
estimulatérios, CD28, CD80, CD86 e ICOSLG. Também, observou-se uma diminuicdo
significativa na expressdo dos genes relacionados a inibicdo dos sinais co-
estimulatorios, PDCD1 e PDCD1LG2, permitindo que a resposta imune seja mantida.
Além disso, também se observou uma regulacdo positiva da expressdo dos genes
relacionados as citocinas que induzem ativacao, diferenciacdo e proliferacdo de
linfécitos. Esses achados indicam uma estimulacao do sistema imune pela irradiacéo
para a dose considerada neste estudo.

Estudos recentes tém sugerido a existéncia de uma relacéo direta através da
qual a radiacao ionizante estimula o sistema imune e, por sua vez, também contribui
para a morte das células tumorais. Portanto, a metodologia usada neste estudo pode
ser utilizada para melhor elucidar a fungcéo das radiacdes ionizantes no tratamento do

cancer.
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Sigla do gene Nome do gene

APC Adenomatous Polyposis Coli

B2M Beta 2 Microglobulin

BCL10 B-cell CLL/Lymphoma 10

BCL2A1 BCL2-related protein A1

BCL2L2 BCL2-Like 2

BTLA B- and T-Lymphocyte Attenuator

CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase
CD247 CD247 molecule

CD25 CD25 molecule

CD276 CD276 molecule

CD28 CD28 molecule

CD4 CD4 molecule

CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD40LG CD40 ligand

CD69 CD69 molecule

CcD8 CD8 molecule

CD80 CD80 molecule

CD86 CD86 molecule

CD8A CD8A molecule

CDC42 Cell Division Cycle 42

CSK C-Src tyrosine Kinase

CTLA4 Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4

FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B
FOSL1 FOS-Like antigen 1

FOXP3 Forkhead Box P3

FYN FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase
GAB2 GRB2 associated binding protein 2

GRAP2 GRB2 related adaptor protein 2

HLA-A Major histocompatibility complex, class I, A
HLA-DPB1 Major histocompatibility complex, class Il, DP beta 1
HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
ICOSLG Inducible T-cell Co-stimulator Ligand

ICOS Inducible T-cellCco-stimulator

IFNG Interferon Gamma
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Sigla do gene Nome do gene

IFNGR1 Interferon Gamma Receptor 1
IFNGR2 Interferon Gamma Receptor 2 (interferon gamma transducer 1)
IL1 Interleukin 1

IL10 Interleukin 10

ILI0RA Interleukin 10 Receptor, alpha
IL10RB Interleukin 10 Receptor, Beta
ILI1RA Interleukin 11 Receptor, Alpha
IL12 Interleukin 12

IL12A Interleukin 122

IL12B Interleukin 12B

IL12RB1 Interleukin 12 Receptor, Beta 1
IL12RB2 Interleukin 12 Receptor, Beta 2
IL13RA1 Interleukin 13 Receptor, Alpha 1
IL15 Interleukin 15

ILI5RA Interleukin 15 Receptor, Alpha
IL16 Interleukin 16

IL17RA Interleukin 17 Receptor A
IL17RB Interleukin 17 Receptor B
IL18R1 Interleukin 18 Receptor 1
IL18RAP Interleukin 18 Receptor Accessory Protein
IL1A Interleukin 1, alpha

IL1B Interleukin 1, beta

IL1R1 Interleukin 1 receptor, type |
ILIR2 Interleukin 1 receptor, type Il
2 Interleukin 2

IL21R Interleukin 21 Receptor

IL27RA Interleukin 27 Receptor, Alpha
IL2RA Interleukin 2 Receptor, Alpha
IL2RB Interleukin 2 Receptor, Beta
IL2RG Interleukin 2 Receptor, Gamma
IL3RG Interleukin 3 Receptor, Gamma
IL3RA Interleukin 3 Receptor, Alpha
L4 Interleukin 4

IL4R Interleukin 4 Receptor

IL5 Interleukin 5

IL5RA Interleukin 5 Receptor, alpha
IL6 Interleukin 6

IL6R Interleukin 6 Receptor

L7 Interleukin 7

IL8

Interleukin 8
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Sigla do genes

Nome do gene

IL9R

Interleukin 9 Receptor

ILF3 Interleukin enhancer binding factor 3

ILK Integrin Linked Kinase

ILVBL ILVB (bacterial acetolactate synthase) - Like

IFNG Interferon, Gamma

JAK3 Janus Kinase 3

JUN JUN proto-oncogene

JUNB JUN B proto-oncogene

JUND JUN D proto-oncogene

LAT Linker for Activation of T cells

LcpP2 Lymphocyte Cytosolic Protein 2

MAPK1 Mitogen Activated Protein Kinase 1

MCL1 Myeloid Cell Leukemia 1

MYC v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
NFKBIA Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NRAS Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog

PAK1 p21 protein (Cdc42/Rac) - activated kinase 1

PDCD1 Programmed Cell Death 1

PDCD1LG1 Programmed Cell Death 1 Ligand 1

PDCD1LG2 Programmed Cell Death 1 Ligand 2

PIK3R3 Phosphoinositide 3 Kinase, Regulatory subunit 3 (Gamma)
PLCG1 Phospholipase C, Gamma 1

PRF1 Perforin 1

PRKCQ Protein Kinase C, Theta

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

PTPRC Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor type, C

RASGRP1 Ras protein specific guanine nucleotide-releasing factor 1
RASGRP2 RAS Guanyl Releasing Protein 2

REL Proto-oncogene c-Rel

S0s1 Son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

STAT5A Signal Transducer and Activator of Transcription 5A
STAT5B Signal Transducer and Activator of Transcription 5B
TGFB1 Transforming Growth Factor, Beta 1

TGFB1R1 Transforming Growth Factor Beta 1 receptor 1

TGFB1R2 Transforming Growth Factor Beta 1 receptor 2

TRAF1 TNF Receptor Associated Factor 1

TRAF6 TNF Receptor Associated Factor 6, E3 ubiquitin protein ligase
TRPV6 Transient Receptor Potential cation channel, subfamily V, member 6
VTCN1 V-set domain containing T cell activation inhibitor 1
ZAP70 Zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa




