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RESUMO 

 
IRRADIAÇÃO DE SANGUE USANDO FONTE DE 137Cs: DETERMINAÇÃO DA 
RESPOSTA DE VIAS E GENES RELACIONADOS À SUPERFAMÍLIA B7-
CD28/CTLA4 

 
A compreensão da interação da radiação com o meio biológico e os efeitos produzidos 

são relevantes para as práticas que incluem o uso das radiações ionizantes (RI). Um dos 
principais efeitos produzidos no meio biológico decorrentes da exposição às RI é o dano no DNA. 
Recentemente, estudos têm abordado a mudança de expressão de genes relacionados às 
células do sistema imune em resposta às RI. Entretanto, os efeitos das RI sobre os genes e vias 
relacionadas à superfamília de moléculas B7-CD28/CTL4A ainda não estão bem caracterizados. 
Neste estudo, investigou-se a modulação da resposta de genes e vias relacionados a essa 
superfamília de moléculas em função da exposição de células B à dose de 10 Gy. Foram 
utilizados dados de transcriptomas disponibilizados no banco de dados Gene Expression 
Omnibus (GEO) e a relação entre genes e vias foi estabelecida através do banco de dados 
Reactome. O comportamento dessas vias foi analisado através de cálculos associados à 
atividade e diversidade relativas. A análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas e 
correções 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 
imunológico, das quais 28 vias mostraram alterações significativas no comportamento 
relacionado à atividade e diversidade relativas. Além disso, 10 Gy produziu um aumento 

significativo (p≤ 0,05) na expressão dos genes CD28, CD80, CD86 e ICOSLG, relacionados a 
essa superfamília de moléculas. A expressão desses genes promove, através de sinais co-
estimulatórios, a manutenção da resposta imune inicializada pela interação TCR-MHC. Essa 
dose também produziu diminuição significativa (p≤ 0,05) na expressão dos genes PDCD1 e 
PDCD1LG2. A inibição da expressão desses genes indica que a sinalização coestimulatória não 
foi interrompida pelos sinais inibitórios produzidos pela interação PDCD1/PDCD1LG2. Também 
observou-se que 10 Gy promoveu a expressão de genes associados às citocinas especializadas 
na ativação, proliferação e diferenciação das células B. Portando, de acordo com esses achados, 
conclui-se que a resposta imunológica é ativada pelas RI através da exposição das células B à 
dose de 10 Gy.  
 
Palavras-Chave: Células B, Radiações ionizantes, Efeitos biológicos.



 
 

ABSTRACT 
 
IRRADIATION OF BLOOD USING A 137CS 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/PDCD1LG2 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, Ionizing radiation, Biological effects. 
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1   INTRODUÇÃO 
 
 

 

As aplicações das radiações ionizantes (RI) na medicina foram realizadas logo 

após a descoberta dos raios X, por Röentgen, em 1895, e do elemento rádio, emissor 

de raios gama, descoberto por Marie Curie, em 1896 (KULAKOWSKI, 2011; 

SANSARE et al., 2011). Hoje, as RI são usadas também em diversas áreas da 

atividade humana, como na indústria, na agricultura e em segurança.    

Ao longo do tempo, outros tipos de RI, como feixes de elétrons, prótons e 

nêutrons, foram incorporados na rotina dessas áreas de atividade. Também, novas 

metodologias e tecnologias associadas às RI foram desenvolvidas e aplicadas nessas 

rotinas com o objetivo de maximizar os benefícios do uso dessas radiações em 

detrimento ao efeitos indesejáveis que elas podem causar (FAZEL et al., 2009). Hoje, 

em radioterapia, as RI são utilizadas como agentes citocidas, para produzir efeitos 

localizados, e podem ser direcionados com grande precisão ao (s) sítio (s) do tumor 

(GOLDEN et al., 2012; CAO et al., 2015). Isso é importante para a preservação da 

integridade das células sadias. A radiologia diagnóstica é um outro exemplo em que 

a tecnologia analógica vem sendo substituída pela digital com o objetivo de reduzir os 

efeitos indesejáveis provocados pela radiação ao paciente.     

Estudos associados a base biológica da radioterapia têm mostrado que a 

resposta à radiação 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 radiobiológico proposto por Withers considera que os danos produzidos no 

DNA pela RI induzem diferentes tipos de resposta biológica (WITHERS, 1975; STEEL 

et al., 1989). De acordo com a literatura, esse modelo tem sido descrito como efeitos 

5Rs da radiobiologia (reparação ao dano, redistribuição no ciclo celular, repovoamento 

acelerado, reoxigenação e radiossensibilidade intrínseca) (STEEL et al., 1989, 

BROWN et al. 2014, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). Os efeitos 5Rs de 

radiobiologia representam os princípios terapêuticos necessários para maximizar os 

efeitos anticancerígenos, minimizando os efeitos tóxicos no tecido normal incluído no 

campo de tratamento (FORMENTI & DEMARIA, 2009).  

Recentemente, tem sido demonstrado que a resposta biológica induzida por RI 

exerce efeitos pró-inflamatórios 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 às terapias complementares à radioterapia, como por 

exemplo a imunoterapia, têm contribuído para o aperfeiçoamento de metodologias 

relacionadas ao tratamento do câncer (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 

modulação positiva da resposta imune, que aumenta a eficácia das respostas 

imunitárias antitumorais dos pacientes no ambiente clínico mesmo em locais distantes 

(PARKER et al., 2013, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). Estudos que relacionam 

a dose aos efeitos biológicos produzidos pela radiação têm demonstrado que a 

radiação produz efeitos imunológicos distintos, capazes de modular as respostas 

imunológicas em um padrão dose-dependência (RUBNER, 2012; HELLWEG, 2015). 

Nesses estudos, observou-se que doses baixas (doses menores que 0,1Gy) podem 

causar possíveis efeitos anti-inflamatórios (RUBNER, 2012; POCKLEY, 2012; MARÍN 

et al., 2015). Enquanto, doses moderadas (doses maiores que 0,1Gy e menores ou 

iguais a 1 Gy) estimulam o aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias, como 

resposta à irradiação (HELLWEG, 2015; RÖDEL et al., 2015). Doses elevadas (doses 

maiores que 1 Gy) provocam a modulação do sistema imune induzida pela RI, bem 

como a indução de respostas imunitárias antitumorais (POCKLEY, 2012; MARÍN et 

al., 2015; RÖDEL et al., 2015; CANDEIAS & TESTARD, 2015). 

De acordo com a literatura, a RI exibe propriedades imunomoduladoras que 

podem ativar a resposta imunitária (VANNEMAN & DRANOFF, 2012; CAO et al., 

2015, HERRERA et al., 2016). Neste contexto, as interações entre as moléculas de 

superfície das células T e das células apresentadoras de antígenos (APC) 

desempenham um papel essencial na ativação das células T e, consequentemente, 

na modulação da resposta imunológica (RILEY &JUNE, 2005; BOUR-JORDAN et al., 

2011; CHEN & FLIES, 2013). Estudos recentes demonstraram que a RI provoca 

aumento na expressão de moléculas de superfície imunomoduladoras (MHC, 

moléculas co-estimuladoras, moléculas de adesão e receptores de morte) e moléculas 

secretoras (citocinas e mediadores inflamatórios) nas células sanguíneas 

(FRIEDMAN, 2002; POCKLEY, 2012). Neste contexto, a produção de moléculas 

coestimuladoras induz sinais coestimulatórios que modulam positivamente a resposta 

imune (SMITH-GARVEY et al., 2009; PODOJIL & MILLER, 2009; CHEN & FLIES, 

2013). Ao contrário das moléculas coestimuladoras, as moléculas inibitórias quando 

expressas nas superficies das células T, atenuam o sinal coestimulador responsável 
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pela modulação positiva da resposta imune (FIFE et al., 2009; PODOJIL & MILLER, 

2009; CHEN & FLIES, 2013). Em imunologia, o grupo de moléculas, a superfamília 

B7-CD28/CTLA4, tem como membros as moléculas co-estimuladoras e inibitórias 

responsáveis pela modulação da resposta imune (segundo sinal) (WONG et al., 2005, 

SMITH-GARVIN et al., 2009, RIHA & RUDD, 2010, HAMMERMAN et al., 2016). 

Estudos associados à imunoterapia têm desenvolvido métodos para bloquear 

moléculas inibitórias da resposta imune (CTLA4 e PDCD1, por exemplo) como terapia 

complementar à radioterapia no tratamento de câncer (SNYDER et al., 2014, 

TOPALIAN et al., 2015, BORDON, 2015, CAROSELLA et al., 2015, FEARON, 2016). 

Pelo que foi exposto, a compreensão dos efeitos biológicos causados pelas radiações 

ionizantes ao sistema imunológico é importante para a busca de novas metodologias 

relacionadas ao tratamento do câncer, assim como inovações de  procedimentos 

associados à radioproteção.   

Apesar dos avanços, a regulação da sinalização associada à resposta 

imunológica pela radiação não está completamente elucidado. Este estudo tem como 

objetivo geral analisar dados de transcriptomas disponibilizados no banco de dados 

Gene Expression Omnibus (GEO) relacionados às células B isoladas a partir do 

sangue periférico e irradiadas com dose 10 Gy. De acordo com o objetivo geral, os 

objetivos específicos estabelecidos neste estudo foram analisar a resposta das: 

 

1) vias do sistema imunológico, para se obter uma visão geral do 

comportamento dessas vias em função da radiação; 

2) expressões dos genes associados à superfamília de moléculas B7-

CD28/CTLA4; 

3) expressões dos genes associados às interleucinas através do fold change 

e modelagem de suas interações na rede. 

4) expressões dos genes associados às citocinas relacionadas às células B 

através do fold change e modelagem de suas interações na rede.  
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2 DESENVOLVIMENTO TEÓRICO 
 

Nesta seção estão descritos conceitos associados à biologia, física e 

ferramentas da bioinformática que constituem o cenário interdisciplinar da biologia 

sistêmica relacionada ao presente estudo.  

2.1 Resposta Imunológica 

 

Um dos principais aspectos de defesa de um organismo está associado a sua 

capacidade de reconhecer e eliminar agentes patogênicos que podem afetar sua 

integridade, causando doenças (PILLAI et al., 2015). O conjunto de tecidos, células e 

moléculas que protegem o organismo da ação desses agentes é denominado de 

sistema imunológico. Neste aspecto, os mecanismos de reação do organismo contra 

esses patógenos são denominados de respostas imunológicas. Desta forma, a 

resposta imune desencadeada a partir da ativação de células e moléculas associadas 

ao sistema imune depende da especificidade do patógeno no organismo. Nesse 

contexto, os mecanismos de defesa do organismo contra os efeitos de agentes 

estranhos (não próprios) são mediados pelas reações 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 o agente patogênico. Uma das 

características básicas associadas à imunidade inata é sua limitada capacidade para 

distinguir um microrganismo de outro e sua natureza regularmente estereotípica, 

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 os agentes patogênicos, que respondem aos estímulos 

produzidos pelos patógenos de maneira inespecífica (ABBAS, 2012). Um dos 

principais mecanismos de ativação da imunidade inata são as barreiras físico-

químicas, que são 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 macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas e células Natural Killer (NK), bem como as proteínas plasmáticas como o 

sistema complemento e citocinas. A imunidade inata não só proporciona a defesa 

inicial contra os antígenos estranhos (não próprio) como também exerce funções 

importantes na indução da resposta imune adaptativa (MURPHY et al., 2012). 
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Em contraste à imunidade inata, existem mecanismos de defesa mais 

evoluídos, que aumentam de magnitude e de capacidade defensiva a cada exposição 

a um determinado patógeno. Essa forma de imunidade é denominada de imunidade 

adaptativa. A imunidade adaptativa é caracterizada por uma notável especificidade 

para moléculas distintas e, além disso, possui capacidade de memória, necessária 

para desencadear respostas imunes mais rápidas e eficientes (PILLAI et al., 2015). A 

imunidade adaptativa é também denominada de imunidade específica devido as suas 

diferentes especificidades associadas à resposta imune. Os componentes da 

imunidade específica são os linfócitos e os seus anticorpos. As substâncias estranhas 

que induzem respostas imune especificas são denominadas de antígenos (ABBAS et 

al., 2012). 

Neste contexto, os linfócitos são células importantes na resposta imunitária por 

expressarem receptores para diversos antígenos. Em imunologia, os linfócitos que 

ainda não foram diferenciados pelos antígenos são denominados de linfócitos inativos. 

Por outro lado, os linfócitos que já encontraram seus antígenos tornaram-se ativados 

e diferenciaram-se em linfócitos totalmente funcionais, denominados de linfócitos 

efetores (PILLAI et al., 2015). Os principais linfócitos responsáveis pela resposta 

imune adaptativa são os linfócitos B e T, que possuem diferentes funções no sistema 

imune e tipos distintos de receptores antigênicos. Os linfócitos B sintetizam e secretam 

anticorpos na corrente sanguínea, com o próposito de identificar e neutralizar 

determinados patógenos, enquanto os linfócitos T produzem receptores específicos 

com o objetivo de identificar possíveis infecções ou alterações em células que 

compõem o organismo (COICO & SUNSHINE, 2015). Neste contexto, a proliferação 

e diferenciação dos linfócitos são reguladas a partir da interação entre antígeno e 

receptor, como por exemplo, os receptores de células B (BCR, do inglês B-cell 

receptor) que, ao interagirem com os antígenos específicos, ativam os linfócitos B e 

esses se diferenciam em células plasmáticas. Essa é a forma efetora dos linfócitos B 

e seus anticorpos produzidos, os quais são a forma secretada do BCR e têm 

especificidade antigênica idêntica (ABBAS, 2012). Dessa forma, o antígeno que ativa 

um determinado linfócito B torna-se o alvo dos anticorpos produzidos por essa célula.  

As moléculas de anticorpos são conhecidas como imunoglobulinas (Igs), e os 

receptores de antígeno dos linfócitos B são, também, conhecidos como 

imunoglobulina de membrana (mlg, do inglês membrane immunoglobulin) ou 

imunoglobulina de superfície (slg, do inglês surface immunoglobulin) (MURPHY et al., 
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2012). 

A resposta das células B ao antígeno requer a ajuda das células T auxiliares e 

esses antígenos são denominados antígenos T dependentes. Muitos antígenos não 

proteícos, com epítopos repetitivos, não necessitam da cooperação das células T e 

são denominados antígenos T independentes. Na resposta T dependente, a resposta 

imune requer o reconhecimento do antígeno pelos linfócitos T auxiliares e sua 

cooperação com os linfócitos B, estimulando a expansão clonal dos línfócitos B, a 

mudança de classe, a maturação de afinidade e a diferenciação em células B de 

memória. Nesse processo de ativação, as células T expressam CD40LG (do acrônimo 

em inglês – Cluster Differenciation 40 Ligand) na sua superficie, que interagem com 

os receptores CD40, expressos na supefície das células B, conforme a Figura 1. 

Cluster de diferenciação (CD) é um conjunto de moléculas de superfície utilizado para 

realizar a diferenciação da célula em outros tipos celulares, que executam funções 

específicas no organismo. Neste contexto, moléculas de superfície CD28 são 

constitutivamente expressas na superfície das células T, que interagem com os seus 

ligantes B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), cuja a expressão na superfície das células B 

ativadas é significativamente aumentada. Nesse contexto, as interações 

CD40/CD40LG e B7-CD28 permitem a transmissão dos sinais de estímulo e induzem 

a produção de citocinas (PALLAI, 2015). 

 

Figura 1. Esquema que representa os processos biológicos necessários para a 

ativação da célula B. 

 

 

Fonte: Adaptado de King, 2009. 

 

O receptor de células T (TCR, do inglês T cell receptor), é relacionado à Ig, mas 
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é distinto em sua estrutura e propriedades de reconhecimento. Após a ativação de 

uma célula T, depois de seu primeiro contato com o antígeno, ocorre a proliferação e 

diferenciação em um dos diferentes tipos funcionais de linfócitos T efetores. As 

funções das células T efetoras são divididas em três grandes classes: morte, ativação 

e regulação. De acordo com a literatura, os linfócitos T expressam o TCR de ligação 

ao antigeno na sua superfície que reconhece epítopos associados às moléculas de 

antigeno de leucócitos humanos (HLA) (MURPHY et al., 2012). As moléculas 

associadas ao complexo de histocompatibilidade principal I (MHC I) são expressas na 

superfície de praticamente todos os tipos de células, incluindo os linfócitos B. As 

células T são ativadas após a formação de uma sinapse entre o TCR e uma molécula 

MHC I apresentando um epítopo correspondente. As células T citotoxicas CD8 são 

capazes de reconhecer a sinalização do MCH I e respondem pela secreção de 

perforina e granzima B, que causam a morte da célula-alvo (ABBAS, 2012).  

Outra classe de linfócitos T, as células T auxiliares (CD4) são ativadas por 

interação com moléculas MHC II, que são expressas por células apresentadoras de 

antígenos (APC) específicas, 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 macrófagos. As células CD4 

fornecem os sinais para as células B, estimuladas por antígenos, que influenciam sua 

produção de anticorpos, e para os macrófagos, permitindo que se tornem mais 

eficientes para matar os patógenos capturados. Por outro lado, as células T 

reguladoras (Treg) suprimem a atividade de outros linfócitos e auxiliam no controle da 

resposta imune (MURPHY et al., 2012). 

A ativação de células relacionadas à imunidade adaptativa, tais como os 

linfócitos T, é um mecanismo importante na resposta imune contra a ação dos 

antígenos no organismo (ABBAS, 2012). Estudos recentes têm demonstrado que as 

moléculas de superfície associadas à superfamília de moléculas, denominadas de B7-

CD28/CTLA4, desempenham um papel importante em vias que regulam a ativação de 

células B e T, bem como a diferenciação de células efetoras. Essas vias podem 

contribuir para a modulação positiva ou negativa da resposta imune mediada pela 

ativação da célula B e T.  

De acordo com o modelo de dois sinais, proposto por Bretscher e Cohn, a 

ativação das células T é iniciada através do reconhecimento do antígeno pelo TCR 

apresentado ao MHC, expresso na superfície da APC (Bretscher & Cohn, 1970). 
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Nesse modelo, a sinalização do TCR na célula T inativa corresponde ao primeiro sinal 

necessário para ativação das células T, conforme a Figura 2. No entanto, o sinal 

produzido pela interação 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 

coestimulatórios resulta em tolerância das células T, denominada anergia. Por outro 

lado, a interação de moléculas coestimulatórias (segundo sinal) resulta na modulação 

positiva da sinalização do TCR, que promove a ativação das células T (CEERAZ et 

al., 2013). 

 

Figura 2. Esquema que representa o modelo de dois sinais: ativação da célula 

T. 

 

 

Fonte: Adaptado de Sharpe & Freeman, 2002. 

 

Estudos recentes têm mostrado que a interação entre moléculas 

coestimulatórias e seus ligantes, por exemplo o complexo B7-CD28, desempenha um 

papel importante na modulação positiva da resposta imune. Os ligantes CD80 e CD86 

são expressos na superfície APC e interage com o receptor CD28 na superfície das 

células T (GREENFIELD et al., 1998). Esta interação também promove a proliferação 

e produção de citocinas, bem como a sobrevivência célular. Por outro lado, a 

atenuação ou inibição da resposta imune ocorre através de sinais inibitórios que 

provém da interação B7-CTLA4. Nesse processo, um dos ligantes CD80 e CD86 se 

liga a um receptor inibitório CTLA4, que inibe a resposta das células T e controla de 

forma crucial a tolerância e a autoimunidade das células T periféricas. 
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De acordo com a literatura, foram identificados outros ligantes homólogos aos 

receptores CD80 e CD86, e os seus receptores. Esses ligantes B7 homólogos (B7-H') 

incluem: ligante morte celular programada 1 (PDCD1LG1), ligante ICOS (ICOSLG), 

B7-H3 (CD276), B7x (VTCN1) e ligante morte celular programada 2 (PDCD1LG2) 

(FLIES & CHEN, 2007). Todos os membros da família B7 são proteínas 

transmembranares ou ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), caracterizadas por 

domínios extracelulares relacionados com os domínios variáveis e constantes da 

imunoglobulina (COLLINS et al., 2005). De acordo com suas funções, os membros da 

família B7 são classificados em três grupos. 

As moléculas coestimulatórias associadas às interações B7-CD28/CTLA-4 e 

ICOSLG/COS formam o grupo I. Um dos seus principais membros da família de 

receptores CD28, o receptor CD28, é expresso constitutivamente em células T em 

repouso. A interação B7-CD28 proporciona um sinal positivo, que é necessário para 

a ativação, proliferação e maturação de linfócitos T efetores, induzindo a produção de 

interleucina-2 (IL2) e fatores antiapoptóticos (ACUTO, 2003). Contudo, o receptor 

CD28 não afeta a ativação das células T, a menos que a via de sinalização do TCR 

seja ativada pelo antígeno cognato. Entretanto, o receptor inibitório CTLA4 se 

expressa na superfície das células T somente após a sua ativação e se liga ao CD80 

e CD86 com uma afinidade muito maior (50-200 vezes maior) em relação ao receptor 

CD28 (CHAMBERS et al., 2001). A interação B7-CTLA4 fornece um sinal negativo ou 

inibitório para reduzir a ativação das células T (SELIGER et al., 2008). Além de regular 

a ativação de células efetoras, o receptor CTLA4 desempenha um papel importante 

na indução de tolerância periférica, bem como na regulação 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 transcrição de IL2 e regula positivamente a expressão de 

CTLA4, assim células Treg expressam constitutivamente moléculas CTLA4 em suas 

superficies (SUN et al., 2012). 

O ligante ICOSLG é uma molécula de superfície expressa em células B, 

macrófagos e DC, que também pode ser detectada em fibroblastos, células epiteliais 

e células endoteliais. Este ligante interage com a molécula coestimulatória ICOS para 

realizar suas funções imunológicas. De acordo com a literatura, a molécula ICOS, 

membro de receptores da família CD28, se expressa na superfície de células T 

ativadas e células B, para fornecer os sinais necessários para modular positivamente 
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a resposta imune (HUTLOFF et al., 1999). As células T (ICOS+) têm demonstrado 

estar envolvidos na rejeição 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 manutenção de reações imunológicas duradouras e 

é expresso em níveis particularmente elevados nas células T do centro germinativo 

de células auxiliares foliculares (TFH). Mutações no gene ICOS humano resultam na 

imunodeficiência do hospedeiro, provavelmente decorrente da perda da função das 

células TFH. Esta doença manifesta-se através de fenômenos autoimunes, bem como 

câncer e susceptibilidade à infecção (GRIMBACHER et al., 2003). 

As moléculas inibitórias associadas às interações PDCD1-

PDCD1LG1/PDCD1LG2 formam o grupo II. O RNAm de PDCD1LG1 é expresso, 

amplamente, em diferentes tecidos humanos, embora a sua distribuição constitutiva 

de proteínas seja limitada a uma fração 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 presença de fortes sinais 

inflamatórios (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 órgãos linfóides como não linfóides. Além disso, a 

PDCD1LG1 é expressa abundantemente em células tumorais, indicando que a sua 

expressão proteica é controlada por mecanismo pós-traducionais. Este controle pode 

ser realizado por citocinas pró-inflamatórias, como INFG, ou perda de supressores 

tumorais, incluindo fosfatase homóloga à tensina (PTEN, do inglês Phosphatase and 

Tensin Homologue) (THOMPSON et al., 2009).  

Em contraste com PDCD1LG1, a expressão da proteína PDCD1LG2 pode ser 

regulada positivamente após ativação através das citocinas INFG, fator estimulador 

de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e IL4 (YAMAZAKI et al., 2002). 

PDCD1LG1 e PDCD1LG2 possuem ações co-estimuladoras e coinibitórias em células 

T. No entanto, até agora só foram identificadas as funções inibidoras iniciadoras do 

receptor, PDCD1. O receptor PDCD1 é expresso em células T ativadas, células B e 

monócitos e em um nível baixo em células natural killer (NK). A molécula inibitória 

PDCD1 é regulada positivamente após TCR ou BCR engajamento em linfócitos e 

estimulação de antígeno persistente mantém o aumento da expressão de PDCD1 

(RIELLA et al., 2012). 

Um papel importante das interações PDCD1-PDCD1LG1/PDCD1LG2 é limitar 
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a atividade das células T nos tecidos periféricos no momento da resposta inflamatória 

à infecção e limitar a auto-imunidade (CARTER et al., 2002). A interação PDCD1-

PDCD1LG1/PDCD1LG2 inibe a proliferação de linfócitos T, a sobrevivência e as 

funções efetoras (citotoxicidade, liberação de citocinas), induz a apoptose de células 

T específicas de tumores, promove a diferenciação de células T CD4+ em células Treg 

FOXP3+, bem como a resistência das células tumorais para ataque dos línfocitos T 

citotóxicos (CTL) (WHITESIDE, 2010). Além disso, a mesma interação PDCD1-

PDCD1LG1/PDCD1LG2 é responsável pelo comprometimento funcional das 

respostas de células T CD8+ específicas do antígeno durante a transformação maligna 

e infecções virais crônicas (DONG et al., 1999; TSENG et al., 2001; KEIR et al., 2006). 

As moléculas homólogas B7H3, B7x e B7H6 formam o grupo III. A molécula 

B7H3 é identificada como um coestimulador da resposta de células T, sendo 

expressada pela estimulação em monócitos por GM-CSF e em células dendríticas por 

INFG e IL4. Uma vez que o receptor para B7H3 ainda não foi identificado, as análises 

funcionais são atualmente difíceis de executar e o papel de B7-H3 na regulação das 

células T ainda não está caracterizado. Estudos associados a esta molécula têm 

demonstrado que B7H3 está envolvido na regulação do crescimento celular e 

diferenciação de tecidos não-hematopoiéticos (SUH et al., 2003). 

A expressão de RNAm de B7x ocorre em tecidos periféricos e na maioria das 

células hematopoiéticas e estromais ativadas, mas a expressão de proteína está 

ausente na maioria dos tecidos somáticos. De acordo com a literatura, o receptor 

associado à molécula B7x ainda não identificado em células T ativadas. Neste 

contexto, atenuador de linfócitos B e T (BTLA) foi proposto como possível parceiro de 

interação de B7x, mas estudos posteriores não conseguiram confirmar essa interação. 

Contudo, estudos funcionais mostram que o B7x inibe a proliferação de células T e 

produção de IL2, bem como torna as células tumorais resistente à apoptose (PRASAD 

et al., 2003; SALCEDA et al., 2005). Outro membro do grupo III, B7H6 é um homólogo 

PDCD1LG1/B7H3 que se liga especificamente ao receptor ativador de NKp30 

expresso em células NK. O B7H6 não é detectado em tecidos humanos normais em 

estado estacionário, mas é expresso em células tumorais. No entanto, suas funções 

imunológicas permanecem desconhecidas (BRANDT et al., 2009). 

Nesse contexto, considerando-se a função da superfamília de moléculas e a 

resposta imune, a influência dos efeitos produzidos pelas radiações ionizantes sobre 

a regulação dos genes associadas à superfamília de moléculas B7-CD28/CTLA4 
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ainda não foram completamente elucidados. 

 

 2.2  Efeitos Biológicos das Radiações  

 

A magnitude do efeito biológico causado pelas radiações ionizantes está 

relacionada à quantidade de energia absorvida pelo órgão ou tecido, representada 

pela grandeza física denominada de dose absorvida. A unidade relacionada à dose 

absorvida foi definida como gray (Gy) pelo Sistema Internacional de Unidades (SI), 

em 1975, através da 15ª CGPM (do acrônimo em francês - Conférence générale des 

poids et mesures - CGPM). Essa unidade representa a quantidade de energia, um 

joule (J), de radiação ionizante absorvida pela massa de um quilograma (kg) da 

matéria.  

A ICRU (do acrônimo em inglês - International Commission on Radiation Units 

and Measurement) classificou as radiações ionizantes em duas classes, diretamente 

e indiretamente ionizante, de acordo com os diferentes processos dos quais as 

radiações carregadas e não carregadas interagem com a matéria (BARNES, 1999). 

As radiações eletromagnéticas, como os raios X e gama, são denominadas de 

indiretamente ionizantes porque a energia transferida para a matéria não é realizada 

através da interação direta dos fótons com os átomos que compõem a matéria, mas 

de forma indireta através dos íons produzidos a partir desta interação. As energias 

das radiações 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 

interações predominantes estão associadas à absorção fotoelétrica, espalhamento 

Compton e produção de pares (TURNER, 2008).  

No espalhamento Compton, a energia do fóton incidente é transferida 

parcialmente para um elétron associado a um dos átomos que constitui o meio. Nesse 

processo, a energia cinética do elétron ejetado é atenuada devido interações desse 

elétron com o meio (DAVISSON & EVANS, 1952). Diferentemente desse processo, 

no efeito fotoelétrico, a energia do fóton incidente é totalmente transferida para o meio, 

através de uma única interação. Na produção de pares, o fenômeno só ocorre quando 

o fóton incidente possui energia maior que 1022 keV, equivalente ao dobro da massa 

de repouso do elétron (OKUNO & YOSCHIMURA, 2010). Ao contrário dos outros dois 

fenômenos, a produção de pares é originada da interação do fóton com o campo 

Coulombiano do núcleo atômico. Nesta interação toda a energia do fóton é 
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transformada num par elétron-pósitron, que têm suas energias cinéticas atenuadas 

através dos processos de excitação e ionização do meio (TURNER, 2008). 

Feixe de elétrons é um tipo de radiação usado em medicina classificada como 

radiação diretamente ionizante devido ao fato da energia associada a este tipo de 

partícula ser transferida de forma direta para os átomos 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 fótons de raios X e gama, outro tipo de modelo físico 

é usado para descrever a interação dessas partículas com a matéria, de acordo com 

o modelo proposto por Beth (TURNER, 2008).     

Diferentemente das interações eletromagnética, as interações de feixes de 

elétrons com a matéria são predominadas por interações de Coulomb. Como no caso 

dos raios-X e gama, o feixe de elétrons pode interagir com a matéria através de 

processos elásticos e inelásticos. No espalhamento elástico, os elétrons do feixe são 

espalhados pelo campo elétrico produzido pelos núcleos atômicos que compõem o 

meio. Por outro lado, a dispersão inelástica ocorre através da interação entre os 

elétrons incidentes e os elétrons orbitais dos átomos que constituem o meio. Esse tipo 

de interação é caracterizado pela perda de energia dos elétrons incidentes através da 

excitação dos átomos que constituem o meio (KRUMEICH, 2011). As interações 

inelásticas consistem em seis efeitos de dispersão inelástica: excitação do fônon, 

excitação de plásmon, elétrons secundários, raios X característicos e elétrons Auger, 

catodoluminescência e Bremsstrahlung (GOAZ & PHAROAH, 1999; TURNER, 2008; 

KRUMEICH, 2011). 

No processo de interação da radiação com o meio biológico ocorre 

transferência de energia do feixe de radiação incidente ao tecido irradiado. A 

absorção de energia pelo meio biológico induz a ionização e excitação de átomos e 

moléculas, decorrentes de uma ação direta ou indireta da radiação ionizante no 

DNA, por exemplo (HALL, 2009). De acordo com a Figura 3, o efeito direto das 

radiações ionizantes no DNA ocorre através da interação da radiação, diretamente, 

com átomos e estruturas que compõem o DNA. Por outro lado, o efeito indireto 

ocorre através da interação da radiação com moléculas do meio, geralmente 

moléculas de água, localizadas nas proximidades da molécula de DNA, que resulta 

na formação de radicais livres. Estes radicais podem inativar os mecanismos 

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

causam alterações físicas em proteínas, lipídios e carboidratos, prejudicando suas 

estruturas e/ou funções (LEHNERT & IYER, 2002; SPITZ et al., 2004). Espécies 

reativas de oxigênio e estresse oxidativo decorrentes da interação da radiação com 

o meio biológico, podem contribuir com fatores relacionados à citotoxidade, 

clastogênico, metabólico e mudanças morfológicas celular, que causam a 

instabilidade genômica. Os danos produzidos no DNA decorrentes da exposição do 

meio biológico às radiações ionizantes incluem quebra da fita simples (SSB), quebra 

da fita dupla (DSB), ligações cruzadas entre proteína-DNA e modificações de bases 

(WARTERS & HOFER, 1977). 

 

Figura 3. Ação direta e indireta da radiação no DNA.  

Fonte: Adaptado de HALL, 2009. 

Quebras da fita simples e modificações de bases são efeitos produzidos pelas 

radiações ionizantes, a nível molecular, que não afetam a integridade do genoma, 

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

reparo. Por outro lado, quebras da fita dupla do DNA são lesões altamente tóxicas, 
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dependendo da gravidade dos danos podem levar a instabilidade genética. Isso 

ocorre devido a perda das informações genéticas armazenadas na sequência de 

nucleotídeos danificados. Durante os processos de divisão celular, mecanismos de 

controle do ciclo celular, chamados de checkpoints, são ativados para verificar a 

integridade do genoma. Dessa forma, as células alteradas têm o ciclo celular 

interrompido em uma das fases de intervalo, 𝐺1 ou 𝐺2, através da ativação de 

proteínas p53 especilizadas na localização do dano e ativação das vias de reparo 

ao dano do DNA (WATSON et al., 2004).  

Neste contexto, os mecanismos de manutenção do genoma, como as vias de 

reparo por união de extremidades não-homólogas e homólogas, são ativadas para 

reparar as lesões associadas às quebras duplas de DNA produzidas pelas 

radiações ionizantes. No mecanismo de reparo por união de extremidades não-

homólogas, as extremidades da molécula de DNA alterada, apesar de terem perdido 

alguns nucleotídeos por degradação espontânea, são justapostas para recombinar. 

O mesmo complexo enzimático realiza o processo de ligação entre as duas 

extremidades. Nesse processo ocorre perda da informação genética armazenada 

na sequência de bases do DNA danificado, que promove a instabilidade genética 

(ALBERTS, 2010; ALBERTS, 2011). No mecanismo de reparo por união de 

extremidades homólogas ocorrem processos de recuperação da informação perdida 

devido a degradação da sequência de nucleotídeos. Nesse processo, o 

cromossomo homólogo faz uma cópia da sequência de nucleotídeos perdida com a 

quebra da dupla-fita e transfere a informação armazenada por essas sequências 

para o sítio de quebra no cromossomo lesado. A partir da recuperação da 

informação genética armazenada na sequência de nucleotídeos degradada, o 

cromossomo lesado mantém a sequência original do DNA, garantido a estabilidade 

genética (ZAHA, 2003). Se a resposta associada às vias de reparo ao dano do DNA 

for inibida ou falhar, a célula entra em um processo de morte programada, 

denominado de apoptose, como último recurso para impedir à proliferação da célula 

alterada e manter a estabilidade genética. 

As radiações ionizantes podem induzir mecanismos de morte celular distintos, 

que visam a eliminação de células irradiadas que apresentam instabilidade genética. 

A morte celular programada (apoptose) é um processo frequente de morte celular 

produzida pela interação da radiação ionizante com o meio biológico. A apoptose é 
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um mecanismo de manutenção do genoma altamente controlado, que garante a 

eliminação das células alteradas sem induzir reações inflamatórias. Este mecanismo 

é ativado através da elevação dos níveis de p53, liberação de citocromo c e, 

eventualmente, a ativação das caspases pós-irradiação (FUKUDA et al., 2005).  As 

radiações ionizantes, assim como o calor e a hipóxia, podem induzir a apoptose se a 

lesão for moderada, mas em doses elevadas, esses estímulos podem resultar em 

necrose. A apoptose é fundamentalmente diferente da necrose, a necrose é 

caracterizada pela perda de integridade das membranas e digestão enzimática das 

células, consequentemente, isso ocasiona em reações inflamatórias (KUMAR et al., 

2015).  

O outro efeito gerado a partir de danos produzidos no DNA é a senescência, 

que ocorre por meio de uma programação genética que envolve deterioração dos 

telômeros e ativação de genes supressores tumorais. Lesões persistentes no DNA 

são consideradas como principais causas de senescência celular induzida pela 

radiação ionizante. Neste processo, as células que entram em senescência perdem 

a capacidade proliferativa após um determinado número de divisões celulares. 

Estudos recentes têm demostrado que a senescência celular pode bloquear o 

desenvolvimento de alguns tipos de câncer, como o linfoma (KAHLEM et al., 2004). 

. A radioterapia é uma importante modalidade de tratamento contra o câncer que 

utiliza a radiação ionizante para restringir a capacidade de reprodução das células 

malignas associadas a esta doença. Estudos associados a base biológica da 

radioterapia têm mostrado que a resposta à radiação pode ser caracterizada em 

termos de fatores influenciam a capacidade da radiação de produzir danos ao DNA 

(BROWN et al., 2014). Neste contexto, o modelo radiobiológico proposto por Withers 

considera que os cinco fatores associados à radiobiologia necessários para 

maximizar os efeitos anticancerígenos, minimizando os efeitos tóxicos no tecido 

normal incluído no campo de tratamento (WITHERS, 1975; STEEL et al., 1989). 

Esses fatores têm sido descrito classicamente como "5R's de radiobiologia": 

reparação, redistribuição, repovoamento, reoxidação e radiossensibilidade (STEEL 

et al., 1989, BROWN et al. 2014, DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). 

A reparação de dano celular é um fator de manutenção da integridade 

genômica que visa o reparo das células alteradas. As bases biológicas do processo 

de reparo ao dano são exploradas, no tratamento do câncer, porque a resposta ao 
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dano depende do tipo de tecido irradiado (normal ou tumoral). Entretanto, a 

redistribuição no ciclo celular é o fator da radiobiologia que considera a dependência 

da radiosensibilidade da célula em relação a fase do ciclo celular. Esse processo é 

considerado, no tratamento do câncer, para induzir dano irreversível (morte) nas 

células tumorais que estejam nas fases mais radiosensíveis, como as fases G2 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 interação da radiação com o meio biológico. No 

entanto, a reoxigenação de células tumorais sobreviventes após a irradiação 

considera que a maioria das células tumorais apresenta a caracteristica de serem 

poucas oxigenadas (células hipóxicas). Este processo promove a morte das células 

tumorais oxigenadas e permite o reparo dos vasos sanguíneos do microambiente 

tumoral com o propósito de fornecer mais oxigênio para as células tumorais 

hipóxicas.  Por outro lado, a radiossensibilidade é um fator associado ao tratamento 

do câncer que refere-se às características moleculares intrínsecas das células, que 

incluem a expressão de genes e proteínas, capacidade de reparo e programação 

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 está 

relacionada diretamente com a sua capacidade reprodutiva e inversamente ao grau 

de diferenciação da mesma. Nesse contexto, as células com altas taxas 

proliferativas, como as tumorais, são sensíveis as acões nocivas produzidas pelas 

radiações ionizantes. Devido a esse fato, as radiações ionizantes são utilizadas 

como agentes citocidas. No entanto, as células associadas ao sistema imune 

também são afetadas pelos efeitos nocivos da radiação. Os linfócitos B, por 

exemplo, são células radiossensíveis que possuem altas taxas de proliferação e um 

curto período de vida (ABBAS, 2012). Por outro lado, a radiossensibilidade dos 

linfócitos T geralmente depende do seu grau de diferenciação. Neste contexto, os 

linfócitos inativos, por serem menos diferenciados, são mais radiossensíveis que os 

linfócitos efetores. 

A caracterização dos linfócitos associadas a radiossensibilidade está bem 

elucidada na literatura. No entanto, os efeitos da radiação sobre a imunodulação e 

em linfócitos, ainda não estão completamente elucidados. De acordo com de la 



DESENVOLVIMENTO TEÓRICO 
BIBLIOGRÁFICA    

29   

Cruz-Merino, a radiação ionizante exerce efeitos interessantes no sistema 

imunológico, os quais são dose-dependentes (DE LA CRUZ-MERINO et al., 2014). 

Neste contexto, doses baixas (doses menores que 0,1Gy) podem causar efeitos 

anti-inflamatórios na área irradiada (RUBNER, 2012; POCKLEY, 2012; MARÍN et 

al., 2015). Enquanto, doses moderadas (doses maiores que 0,1Gy e menores ou 

iguais a 1 Gy) podem estimular o aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como resposta à irradiação (HELLWEG, 2015; RÖDEL et al., 2015). 

Os efeitos mais nocivos produzidos pela radiação são observados em doses mais 

elevadas (doses maiores que 1 Gy) como, por exemplo, a modulação do sistema 

imune induzida pela radiação (POCKLEY, 2012; MARÍN et al., 2015; RÖDEL et al., 

2015; CANDEIAS & TESTARD, 2015).  

Estudos recentes têm demostrado que a radiação regula positivamente a 

expressão de moléculas de superfície imunomoduladoras, que incluem as moléculas 

MHC e moléculas coestimuladoras, como CD28, CD80 e CD86. Além disso, a 

radiação induz o aumento da produção de citocinas que estão envolvidas na emissão 

de sinais entre os linfócitos B e T, por exemplo, durante o desencadeamento das 

respostas imunes. Neste contexto, o grupo de citocinas que podem influenciar na 

resposta imune à irradiação, induzindo inflamação por exemplo, incluem as citocinas 

IL1B, IL6, IL8, TNF-𝛼 e TGF-𝛽 (DI MAGGIO et al., 2015). 

Estudos associados à produção dessas citocinas, bem como a expressão de 

genes, têm sido realizados através do uso de técnicas que buscam obter informações 

relacionadas aos níveis de expressão gênica. A técnica de microarranjo é uma 

ferramenta de exploração biológica que busca quantificar os perfis de expressão 

associado à milhares de genes em um único experimento. De acordo com a literatura, 

a técnica de microarranjo tem se mostrado uma relevante ferramenta de exploração 

biológica à nível molecular, como por exemplo, em estudos relacionados ao câncer 

(PANG, 2016). 

 

 2.3 Técnica de Microarranjo 

   
O desenvolvimento de novas tecnologias, como consequência do Projeto 

Genoma Humano, possibilitou a exploração biológica a nível molecular, bem como 

descrever a dinâmica de genes envolvidos no desenvolvimento de doenças ainda não 

completamente elucidadas (COLLINS, 1999). Um dessas ferramentas, a tecnologia 
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de microarranjo, se destaca por apresentar uma abordagem rápida e eficaz do 

comportamento de milhares de genes, em um único 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 

informação gerada pelo sequenciamento de genomas. De acordo com a literatura, a 

técnica de microarranjo consiste na quantificação dos níveis de expressão gênica que, 

através da análise dessas expressões, nos fornece informações sobre o 

microambiente analisado (HUANG et al., 2009; GYÖRFFY et al., 2010; JOHNSON et 

al., 2015). 

Os microarranjos de DNA, produzidos pela indústria Affymetrix, por exemplo, 

são formados por oligonucleotídeos imobilizados em uma pequena lâmina de vidro 

(ou nylon), medindo aproximadamente de 1,3 cm x 1,3 cm (GOHLMANN & 

TOLLOEN, 2009). Neste contexto, as moléculas de oligonucleotídeos dispostas 

quimicamente na superfície do microchip são organizadas através de sondas, que 

atuam como detectores de genes expressos. Na superfície do microarranjo, um 

gene pode ser representado por uma ou mais sondas. O microarranjo GeneChip 2.0 

Genoma Humano U133A (fabricante: Affymetrix) é uma única matriz representando 

15.500 genes humanos bem caracterizados que podem ser utilizados para explorar, 

à nível molecular, o comportamento de processos biológicos normais e disfuncionais 

(OUDES et al, 2006). 

Estudos recentes têm utilizado a técnica de microarranjo como ferramenta de 

investigação do comportamento de diversos tipos de células (por exemplo, as 

células do sistema imune) submetidas a diferentes estímulos e tratamentos 

(PAULSSON & MICKE, 2014; PICCIRILLO et al., 2014). De acordo com a literatura, 

o processo de quantificação de transcrito inicia-se a partir da extração 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 propósito de ampliar, linearmente, as 

amostras de RNAm. Durante esse processo, moléculas de DNA complementares 

(DNAc) são polimerizadas a partir das amostras de RNAm extraídas das células 

(Figura 4b).  
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Figura 4. Protocolo Affymetrix associado a obtenção de dados de transcritomas a 

partir das técnica de microarranjo. O processo de quantificação de transcritos inicia-

se através da extração das moléculas de RNAm das células de interesse. A partir 

da moléculas de RNAm são geradas moléculas de DNAc a partir do processo 

denominado de transcriptase reversa. Essas moléculas de DNAc são transcritas in 

vitro, sintetizando moléculas de RNAc biotilinados, que são fragmentadas em 

cadeias de 35 a 200 bases com o propósito de facilitar a hibridização dos 

oligonucleotídeos na superfície do microchip. Em seguida, ocorre a marcação das 

moléculas hibridizadas com Estreptavidina Ficoeritrina, que é um marcador 

fotoluminescente. As intensidades fluorescentes são adquiridas com um scanner a 

laser, gerando a imagem associada à intensidade do sinal luminoso. Esses dados 

são convertidos em dados de expressão gênica através de métodos de 

processamento.  

 

 

 

Fonte: Adaptado de SIMÃO et al., 2012. 
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A ampliação das moléculas RNAm garante a estabilidade das amostras e, 

através do processo de transcrição, as moléculas de DNAc servem de molde para 

síntese de RNA complementares (RNAc) biotinilado (Figura 4c) (AUER et al., 2009). 

Após a amplificação das amostras, as moléculas de RNAc biotinilados são 

fragmentadas para facilitar a hibridização das moléculas alvo com os 

oligonucleotídeos dispostos na superfície do microarranjo (Figura 4d e Figura4e) 

(BECKER et al., 2003; AUER et al., 2009).  

De acordo com a literatura, a hibridização refere-se ao processo biológico 

onde ocorre o pareamento das bases nitrogenadas associadas às moléculas alvo 

com a sequência de bases das sondas fixadas na superfície do microarranjo 

(FULEKAR, 2009). Considerando uma molécula alvo (RNAc biotinilado) constituída 

pela sequência de bases AUGCU, a mesma pode hibridizar-se apenas em uma das 

sondas complementares, de sequência TACGA. Após o tempo de reação do 

processo de hibridização, ocorre a remoção das moléculas não hibridizadas para 

evitar a interferência dessas moléculas na quantificação dos transcritos (AUER et 

al., 2009; SLONIM& YANAI, 2009).  

Para quantificar as moléculas de RNAc hibridizadas, marcadores 

fotoluminescentes (Estreptavidina Ficoeritrina) ligam-se aos antígenos de detecção 

(biotinilado) e, em seguida, são excitados através de um scanner a laser (Figura 4g). 

Nesse processo, os marcadores fotoluminescentes são utilizados para indicar a 

extensão da hibridização das diferentes sondas. Posteriormente a leitura no scanner 

de fluorescência, realiza-se a digitalização e interpretação da imagem (Figura 4h). 

De acordo com as informações obtidas no imageamento do microchip, a intensidade 

dos sinais luminosos emitida pelas moléculas fotoluminescentes associadas à 

sonda i, por exemplo, está diretamente relacionada com a expressão do gene 

correspondente dessa sonda (AUER et al., 2009). Para realizar a interpretação 

desses resultados, as posições das sondas e intensidades das emissões 

fluorescentes são capturadas e convertidas em dados que são transferidos para um 

sistema de arquivos, na extensão .CEL (BECKER et al., 2003; BOLÓN-CANEDO et 

al., 2014). 

 



DESENVOLVIMENTO TEÓRICO 
BIBLIOGRÁFICA    

33   

2.3.1 Banco de dados 

Devido ao grande número de estudos associados ao processo quantitativo 

da expressão gênica a partir da tecnologia de microarranjo e, consequentemente, 

devido à quantidade de informação armazenada através dessa técnica, tornou-se 

necessária a implementação de bancos de dados para armazenar e disponibilizar 

dados de microarranjo (BARRETT et al., 2009; RUNG & BRAZMA, 2013). Um 

desses repositórios desenvolvidos para este propósito foi o banco de dados Gene 

Expression Omnibus (GEO).  

GEO é um repositório público de dados internacional que arquiva e 

disponibiliza livremente dados de expressão gênica apresentados pela comunidade 

científica. Além do armazenamento de dados, o banco de dados GEO oferece um 

conjunto de ferramentas que permitem aos usuários 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 

investigações a partir de comparações entre grupos de amostras em diferentes 

condições (normal e experimental) (BARRETT et al., 2013). Atualmente, o banco de 

dados GEO armazena 1927351 amostras relacionadas à 73235 estudos (séries), 

que estão disponibilizados em 16363 plataformas (acessado em 19 de setembro de 

2016). Nesse banco de dados, os dados de microarranjo são disponibilizados na 

extensão .CEL (dados brutos sem tratamentos) ou na versão tratada (dados de 

expressão de genes tratados a partir de um método processamento) (BARRETT et 

al., 2011). 

Considerando a versão bruta dos dados, realiza-se o tratamento dos dados 

de microarranjo para eliminar os ruídos dos sinais, normalizar dados e converter a 

intensidade do sinal luminoso em dados de expressão gênica (CHEN et al., 2009; 

MÜHLBERGER et al., 2011). Os métodos de processamento de dados mais 

utilizados são os métodos média robusta de múltiplos chips (RMA – Robust Multichip 

Average) e microarranjo de suíte versão 5.0 (MAS 5.0 – Microarray Suíte version 

5.0) (IRIZARRY et al., 2003; BOLSTAD et al., 2003). Esses métodos de 

processamento podem ser realizados através do pacote estatístico affy associado à 

linguagem de programação R, disponibilizados pela Bioconductor. Bioconductor 

fornece ferramentas para a análise e compreensão de dados genômicos de alto 
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rendimento (GAUTIER et al., 2004; GENTLEMAN et al., 2006). 

Estudos associados à determinação dos padrões de expressão gênica a partir 

da técnica de microarranjo são relevantes para caracterização de variações nos níveis 

de expressão entre os processos biológicos normais e disfuncionais. A investigação 

do comportamento de genes e vias associados as suas atividades auxiliam na 

compreensão da interação de um grupo de genes, que formam um sistema biológico 

para executar uma determinada função. 

 

 2.4   Redes Biológicas 

 
A biologia sistêmica é o ramo da ciência que descreve as interações de 

determinados constituintes de um organismo como um conjunto. Os genes contidos 

no genoma, por exemplo, se expressam para formar proteínas que interagem como 

um conjunto através de vias biológicas, com o propósito de executar determinadas 

funções nas células. Os processos biológicos são muitas vezes representados na 

forma de redes, como as redes de interações proteína-proteína e vias metabólicas 

(AITTOKALLIO & SCHWIKOWSKI, 2006). O estudo das redes biológicas, sua 

modelagem, análise e visualização são relevantes para se obter uma melhor 

compreensão de processos biológicos ainda não completamente elucidados. Nesse 

sentido, as redes de regulação genética e de transdução de sinal descrevem como os 

genes podem ser ativados ou inibidos e, consequentemente, quais proteínas são 

sintetizadas na célula de interesse, no instante da análise. Geralmente, tal regulação 

pode ser causada por proteínas reguladoras ou estímulos externos como, por 

exemplo, a radiação ionizante. 

Em termos matemáticos, uma rede de interações é denominada de grafo. A 

representação de grafos de proteínas, por exemplo, é realizada a partir de três 

estruturas básicas: nós, módulos e vias. De acordo com a literatura, um dos nós da 

rede representa uma proteína associada as suas interações (representadas por 

arestas) com outras proteínas (Figura 5a). A sinalização de nós fortemente 

conectados pode representar ativação de proteínas que desempenham um papel 

importante dentro do complexo funcional da célula. Diferentemente dos nós, os 

módulos representam grupos de proteínas que, geralmente, interagem entre si para 

executar uma determinada função, ou apenas desempenham funções relacionadas 

(Figura 5b). Por outro lado, as vias representam os caminhos que conectam 
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sinalizações de entrada (por exemplo, emitidas por proteínas reguladoras) a 

sinalizações de saída (Figura 5c). Neste contexto, uma via determina a relação 

funcional entre as proteínas que desempenham funções semelhantes (PAPIN et al., 

2005; SIMÃO et al., 2012). 
 

Figura 5. Representações que englobam as redes de proteínas: (a) nós que 

representam uma proteína e suas respectivas interações (arestas); (b) módulos que 

representam a interação de um grupo de proteínas com funções relacionadas; e (c) 

vias que representam caminhos entre os sinais de entradas e de saídas. Cada 

representação está evidenciada pela coloração roxa. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Papin et al., 2005. 

 

 

Considerando o grande número de organismos e informações relevantes 

associadas às vias, foram implementados bancos de dados que fornecem 

informações sobre os sistemas biológicos com o propósito de simplificar o acesso dos 

pesquisadores a estas informações. O banco de dados Reactome é um repositório 

público de dados que armazena e disponibiliza informações sobre vias e processos 

biológicos relacionados a organismos humanos (CROFT et al., 2014). Nesse banco 

de dados, as informações sobre as vias são estruturadas por biólogos especialistas, 

em colaboração à equipe editorial da Rectome e com base nas referências 

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 informações disponibilizadas no Reactome podem ser utilizadas 

em outros bancos de dados que fornecem informações sobre interações de proteínas, 

como por exemplo, o banco de dados String. 

O banco de dados String fornece informações relacionadas às interações 

proteína-proteína, classificando-as de acordo com a fonte das interações. Neste 

contexto, as fontes de interações ativas para construir as ligações entre as proteínas 

são denominadas de: mineração de texto (artigos), dados experimentais, banco de 

dados, co-expressão, conservação de genes vizinhos, fusão gênica e co-ocorrência. 

Todos estudos de interações de proteínas realizadas a partir do banco de dados 

String, podem ser complementadas por uma análise de confiabilidade, que inclui uma 

normalização pelo número de espécies abrangidas e pelos genes envolvidos 

(MERING et al., 2003; SIMÃO et al., 2012). Neste contexto, as redes geradas nesse 

banco de dados podem ser analisadas a partir do software de manipulação e análise 

de dados, denominado de Cytoscape. O Cytoscape é um programa computacional 

utilizado na visualização e análise de redes e de expressão de genes e proteínas 

(BAUER-MEHREN et al., 2009).  

No contexto da biologia sistêmica, a análise das redes de interações fornece 

informações adicionais para análise do comportamento de vias biológicas. 

 

 2.4.1 Análise da expressão de genes e vias 

 
A análise estatística relacionada ao comportamento de um determinado 

conjunto de genes codificadores de proteínas é relevante para a elucidação de 

processos biológicos como, por exemplo, a resposta imune induzida pela radiação 

(CHEN, 2015; GALLEGOS, 2016). Nesses estudos, além de caracterizar o 

comportamento de vias, têm-se o interesse de analisar o comportamento de cada 

gene associado ao processo biológico de interesse, isoladamente (SERRANO et al., 

2011; ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2016).  

De acordo com a literatura, a análise da expressão gênica diferencial baseia-

se na comparação entre o nível de expressão de um determinado gene associado às 

amostras experimentais e o nível de expressão do mesmo gene associado às 

amostras de controle (DUDOIT et al., 2002). Neste contexto, utiliza-se métodos de 

análise estatística para determinar se as diferenças entre os níveis de expressão do 
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gene são significativas. Esse tipo de análise pode ser realizado através do teste t-

student para dois grupos de amostras a serem comparadas ou através do método de 

Análise de Variância (ANOVA) para multíplos grupos de amostras (MURIE et al., 2009; 

ELBAKRY, 2012). No método ANOVA, para verificar a veracidade dos resultados, 

realiza-se métodos de correções que são utilizados para garantir que as diferenças 

entre níveis de expressão foram significativas. Neste contexto, os métodos de 

Bonferroni e Dunnett são os métodos de correções mais utilizados (WALLENSTEIN 

et al., 1980; POLITO, 2016).  

Estudos recentes têm buscado quantificar o número de vezes que o nível de 

expressão de um gene associado às amostras experimentais está alterado em relação 

ao nível de expressão do mesmo gene associado às amostras de controle. Essa 

análise pode ser realizada através do cálculo do fold change (McCARTHY et al., 

2009). A análise do fold change pode ser calculada pela linguagem estatística de 

programação R, através do software GEO2R e do pacote limma, por exemplo 

(RITCHIE et al., 2015). 

 De acordo com a literatura, a identificação dos genes diferencialmente 

expressos pode indicar o envolvimento desses genes em processos que afetam a 

integridade do genoma. Desta forma, a análise da expressão gênica diferencial 

fornece informações sobre o aspecto funcional dos genes significativamente 

alterados. 

Na análise de expressão de vias, cada via pode ser analisada através da 

expressão dos genes que a constituem, utilizando abordagens estatísticas como a 

análise por representação excedente, por exemplo. Esse método consiste na 

identificação 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 análise de 

vias através dos cálculos da atividade e diversidade relativas. Esse método foi 

desenvolvido com o propósito de avaliar se esses parâmetros estão 

significantivamente alterados em relação a uma distribuição de probabilidade 

normalizada (CASTRO et al., 2007).  Neste contexto, a diversidade relativa quantifica 

o grau de alteração na distribuição dos valores de expressões de genes associados a 
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uma determinada via 𝛼 (CASTRO et al., 2007). O cálculo diversidade relativa é dado 

a partir da entropia de Shannon, a qual está relacionada à quantidade de informação 

que pode ser extraída a partir da distribuição dos níveis de expressão dos genes 

associados à via 𝛼 (SHANNON, 1951; CASTRO et al., 2007). Por definição, a entropia 

de Shannon normalizada é representada pela seguinte relação 

𝐻𝛼 = −
1

ln(𝑀𝛼)
∑ 𝑝(𝑖, 𝛼) ln 𝑝(𝑖, 𝛼) 

𝑀𝛼

𝑖

     0 ≤ 𝐻𝛼 ≤ 1    (1) 

onde, 𝑀𝛼 é o número de genes em uma via 𝛼 e 𝑝(𝑖, 𝛼) é a frequência da diversidade 

do gene 𝑖, que pode ser obtida através da seguinte expressão 

𝑝(𝑖, 𝛼) =
𝑠(𝑖, 𝛼)

𝑁𝛼
                     (2) 

onde, 𝑠(𝑖, 𝛼) é a atividade do gene 𝑖 e 𝑁𝛼 é a soma da expressão dos genes que 

constituem uma determinada via 𝛼 (CASTRO et al., 2006). 

A partir da equação normalizada da entropia de Shannon, dada pela equação 

(1), a diversidade relativa pode ser definida para comparar a distribuição dos dados 

de expressão de um conjunto de genes associados às amostras experimentais e de 

controle, através da seguinte relação 

ℎ𝛼 =
𝐻𝛼

𝑒

𝐻𝛼
𝑒 + 𝐻𝛼

𝑐          0 ≤ ℎ𝛼 ≤ 1     (3) 

em que 𝐻𝛼
𝑒 e  𝐻𝛼

𝑐  são, 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 (𝐻𝛼
𝑒 > 𝐻𝛼

𝑐), a 

diversidade relativa associada a via 𝛼 é maior que 0,5 (ℎ𝛼 > 0,5). Por outro lado, para 

𝐻𝛼
𝑒 < 𝐻𝛼

𝑐, a diversidade relativa associada a via 𝛼 é menor que 0,5 (ℎ𝛼 < 0,5) 

(CASTRO et al., 2006; 2007). 

De maneira análoga, a atividade relativa é um dos métodos quantitativos da 

expressão de genes e vias que envolve conceitos estatísticos utilizados para 

determinar a diferença entre os níveis de expressão e analisar o comportamento de 

uma determinada via 𝛼 com um número de genes 𝑀𝛼 (CASTRO et al., 2009; SIMÃO 

et al., 2012; DALMOLIN et al., 2012). Desta forma, a atividade relativa 𝑛𝛼 associada 

à via 𝛼 pode ser determinada a partir da seguinte relação 

𝑛𝛼 =
𝑁𝛼

𝑒

𝑁𝛼
𝑒 + 𝑁𝛼

𝑐 ,         0 ≤ 𝑛𝛼 ≤ 1  (4) 
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onde, 𝑛𝛼 é a atividade relativa associada à via 𝛼, 𝑁𝛼
𝑒 e  𝑁𝛼

𝑐   são, respectivamente, a 

atividade das expressões de genes pertencentes a via 𝛼 associada às amostras 

experimentais e de controle (CASTRO et al., 2007). A partir da definição de atividade 

relativa, para valores de 𝑁𝛼
𝑒 > 𝑁𝛼

𝑐 ,  a atividade relativa associada a via 𝛼 é maior que 

0,5 (𝑛𝛼 > 0,5). Caso contrário, para valores de 𝑁𝛼
𝑒 < 𝑁𝛼

𝑐,  a atividade relativa 

associada a via 𝛼 é menor que 0,5 (𝑛𝛼 < 0,5) (SIMÃO et al., 2010). 

A determinação da significância associada a alteração desses parâmetros é 

definida a partir de um método estatístico denominado de bootstrap (MANLEY, 1998). 

Este método estatístico permite calcular a distribuição amostral da atividade e 

diversidade através de uma análise de reamostragem aleatória que abrange todos os 

genes presentes no microarranjo com repetições que variam de 100 a 100.000 com 

as mesmas quantidades de genes das vias analisadas. Isso ocorre, para investigar a 

significância da amostra em relação a uma distribuição de probabilidade normalizada 

(SIMÃO et al., 2012).  

Em 2009, Castro e colaboradores implementaram o software ViaComplex que 

realiza os cálculos da atividade e diversidade relativa (CASTRO et al., 2009). Esse 

software também é utilizado para determinar se um conjunto de amostras 

experimentais está significativamente alterado em relação ao conjunto de amostras 

de controle, a partir do método de bootstrap com correção de falsos positivos (SIMÃO 

et al., 2012). A partir dessas correções, os testes de múltiplas hipóteses (bootstrap) 

são utilizados para garantir que os resultados não aconteceram por acaso. O código 

fonte do software ViaComplex contendo todas as definições matemáticas e 

estatísticas, disponível em ambiente virtual (CASTRO et al., 2009).  
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3 METODOLOGIA 
 

 

Esta seção descreve os procedimentos metodológicos utilizados para a 

realização do estudo. São descritos os métodos relacionados à bioinformática com o 

propósito de se observar a modulação do sistema imune induzida pela radiação, 

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

 

3.1 Seleção das Amostras de Microarranjo 

 

Para investigar os efeitos produzidos pelas radiações ionizantes na modulação 

da resposta imune, selecionou-se dados de transcriptoma relativos às células B, 

isoladas do sangue periférico de 95 indivíduos e irradiadas com 10 Gy. Neste estudo 

foram analisadas 285 amostras irradiadas com 10 Gy, das quais: 95 amostras foram 

analisadas 0 horas após a irradiação (neste estudo, essas amostras foram 

consideradas como amostras de controle); 95 amostras foram analisadas 2 horas 

após a irradiação; 95 amostras foram analisadas 6 horas após a irradiação. Essas 

amostras estão disponíveis no banco de dados GEO, sob o número de acesso 

GSE36910. Além disso, esse estudo está relacionado à plataforma GPL571, que se 

utiliza da tecnologia de chip de microarranjo Affymetrix HG-U133_2 (do acrônimo em 

inglês - Human Genome U133A 2.0 Array). Esses dados armazenados de 

transcriptoma são resultados de um estudo realizado por Nayak e co-autores (NAYAK 

et al., 2014). Nesse estudo, Nayak utilizou a radiação gama emitida por uma fonte de 

137Cs e as amostras foram analisadas através da técnica de microarranjo 0, 2 e 6 

horas após a exposição à irradiação. Neste trabalho, os sites da Affymetrix foram 

acessados para se obter as informações 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 método RMA, utilizando-se a versão 3.2.2 do software R 

(SIMÃO et al., 2012). Este processo foi dividido em 3 etapas que incluíram correções 

associadas ao ruído de fundo, normalização e sumarização dos níveis de expressão 

gênica relativos às 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 determinação dos níveis de expressão obtidos a partir desse tratamento de 

dados de transcriptomas considerou o maior valor de expressão nos casos em que 

múltiplas sondas representam o mesmo gene, de acordo com as recomendações de 

Stalteri & Harrison (STALTERI & HARRISON, 2007).    

 

3.2 Seleção de Vias associadas ao Sistema Imunológico  

 

Este estudo considerou 56 vias do sistema imunológico, das quais 44 

continham genes relacionados à superfamília 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 Análise da Resposta de Vias em Função da Irradiação 

  

Para investigar o comportamento das vias em função 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 equações 3 e 4 descritas 

na seção 2.5.1.  

O método boostrap foi utilizado para testar a significância da diferença dos 

valores da atividade e diversidade associadas às amostras não irradiadas e irradiadas, 

através de uma reamostragem do valor da atividade e diversidade relativa com 10.000 

repetições (BLAND & ALTMAN, 2015).   

Considerou-se que a dose de 10 Gy radiação 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 diminuição 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 irradiação não 

alterou os valores da atividade ou da diversidade relativas das vias. 

Nos casos em que se observou mudanças significativas na atividade e/ou 

diversidade das vias, utilizou-se análise dos falsos positivos para se certificar que 

essas mudanças não ocorreram por acaso (DALMOLIN et al., 2012). Em todos os 

testes estatísticos aplicados nessa análise, considerou-se o nível de significância de 

5% (𝛼 =0,05). 
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O software ViaComplex foi utilizado para realizar os cálculos associados à 

atividade e diversidade relativa das vias, bem como a análise estatística.  

 

3.4 Construção de Redes de Interação Gênica 

 

As redes de interação gênica foram utilizadas para analisar o comportamento 

sistemático dos genes que constituem cada via, em conformidade com a seção 2.5. A 

construção dessas redes foi realizada através do banco de dados String, 

considerando as seguintes interações: Co-expressão, banco de dados, mineração de 

texto, experimentos, co-ocorrência, conservação de genes vizinhos e eventos de 

fusão (SZKLARCZYK et al., 2011). O nível de confiabilidade relacionada às interações 

foi estabelecido em 0,7 (YARMISHYN et al., 2016). O software Cytoscape versão 3.2.1 

foi utilizado para o controle e análise dos dados relativos às 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 Análise da Expressão de Genes em Função da Irradiação 

 

A diferença dos valores de expressão de genes entre as amostras irradiadas e 

controle foi testada através da ANOVA com repetidas medidas. A hipótese nula H0 

(esfericidade) foi testada através do teste de esfericidade de Mauchly. O método de 

Greenhouse-Geisser foi utilizado naqueles casos de rejeição de H0 (hipótese 

alternativa H1) (BATHKE et al., 2012). Nos casos em que se observou mudanças 

significativas nos níveis de expressão, utilizou-se o método Bonferroni para se 

certificar que se essas mudanças não ocorreram por acaso. Todos os testes 

estatísticos aplicados nessa análise utilizaram o nível de significância de 5% (𝛼 =0,05) 

e foram realizados através do software IBM SPSS Statistics 22 (MARÔCO, 2011).
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4   RESULTADOS 
 

 

 Nessa seção estão apresentados os resultados da análise da resposta de 

vias e expressão de genes em função da irradiação.  

 

4.1 Comportamento de Vias do Sistema Imune associadas à Superfamília 

B7-CD28/CTLA4 

 

De acordo com os dados obtidos através do banco de dados Reactome, este 

estudo considerou a análise de 56 vias associados ao sistema imunológico, das quais 

44 vias apresentaram genes associados à superfamília de moléculas B7-

CD28/CTLA4, que são responsáveis pela ativação do sistema imune (Tabela 1). 

De acordo com a metodologia adotada para a determinação da resposta das 

vias do sistema imunológico em função da dose de 10 Gy, observou-se que a 

irradiação produziu alterações em 28 vias, sendo que 16 destas continham genes 

associados à superfamília B7-CD28/CTLA4 (Tabela 2). De acordo com dados 

apresentados nessa tabela, observou-se que a radiação produziu um aumento 

significativo na atividade relativa e diminuição 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 naïve CD4; 5) TCR signaling in naïve CD8; 6) role of 

LTA2 NTAL LAB on calcium mobilization; 7) signaling pathway e 8) PDCD1 signaling. 

Em contraste, 10 Gy produziu diminuição na atividade relativa (p≥0,95)  das vias: 1) 

immune system; 2) GAB1 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 

diferenças significativas nos valores da atividade e diversidade relativas em 12 vias 

do sistema imunológico que não apresentam os genes associados à superfamília B7-

CD28/CTLA4 (Tabela 2). Para esse caso, 10 Gy produziu aumento na atividade 

relativa (p≤0,05) das vias: 1) TNFR1 signaling; 2) NFκβ in B cell; 3) Senescence 



RESULTADOS    44   

Associated Secretory Phenotype (SASP); 4) TNFR2 non canonical NFκβ pathway; 5) 

B cell receptor; 6) MCH II antigen; 7) cytokine signaling; e 8) CD69 pathway. Destas 

vias, a radiação também produziu diminuição significativa no valor da diversidade 

relativa das vias, CD69 pathway, SASP e MHC II antigen. Por outro lado, 10 Gy 

produziu diminuição 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, não mostrou diminuição significativo no valor da diversidade 

relativa. Entretanto, 10 Gy produziu diminuição apenas na diversidade relativa 

(p≥0,95) da via antigen B cell. 
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Tabela 1. Relação das vias analisadas, números de genes e genes associados à 

superfamília B7-CD28/CTLA4. 

Vias do sistema imune associada à superfamília B7-CD28/CTLA4 
(banco de dados Reactome) 

Número de 
Genes 

Genes da superfamília B7-
CD28/CTLA4 

Alteração 
significativa 

Antigen B Cell 126 ― Sim 
B Cell Receptor (BCR) 126 ― Sim 
CD28 co-stimulation 32 CD28, CD80, CD86 Não 
CD28 dependent PI3K/AKT signaling 75 CD28, CD80, CD86 Não 
CD28 dependent VAV1 pathway 12 CD28, CD80, CD86 Não 

CD40 Pathway 42 ― Sim 
CD69 Pathway 11 ― Sim 

Costimulation by the CD28 family 75 
CD28, CD80, CD86, CTLA4, ICOS, 

ICOSLG, PDCD1, PDCD1LG2 
Não 

CTLA4 inhibitory signaling 22 CD80, CD86, CTLA4 Não 

Cytokine Signaling in Immune System 429 ― Sim 
DAP12 interactions 340 CD28, CD80, CD86 Não 
DAP12 signaling 325 CD28, CD80, CD86 Não 

Downstream Signaling Events of B Cell Receptor (BCR) 150 CD28, CD80, CD86 Sim 

Downstream signaling of activated FGFR1 310 CD28, CD80, CD86 Não 
Downstream signaling of activated FGFR2 310 CD28, CD80, CD86 Não 
Downstream signaling of activated FGFR3 310 CD28, CD80, CD86 Não 
Downstream signaling of activated FGFR4 310 CD28, CD80, CD86 Não 
FC Epsilon Receptor (FCERI) signaling 388 CD28, CD80, CD86 Não 

GAB1 Signalosome      86  CD28, CD80, CD86 Sim 

Immune System                            1129 
CD28, CD80, CD86, CTLA4, ICOS, 

ICOSLG, PDCD1, PDCD1LG2 
Sim 

Immunoregulatory Interactions Between a Lymphoid and a Non 
Lymphoid Cell 

94 CD80 
Sim 

Innate Immune System 644 CD28, CD80, CD86 Sim 

MHC II Antigen 90 ― Sim 
NEF mediated downregulation of CD28 cell surface expression 3 CD28 Não 
NFKB in B Cell 63 ― Sim 
NGF signaling via TRKA from plasma membrane 355 CD28, CD80, CD86 Não 

PDCD1 Signaling                           21 
CD28, CD80, CD86, PDCD1, 

PCD1LG2 
Sim 

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 Não 
PI3K Cascade: FGFR3                      100 CD28, CD80, CD86 Não 
PI3K Cascade: FGFR4                      99 CD28, CD80, CD86 Não 

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 Não 
Signaling by ERBB2 320 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by ERBB4 311 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by FGFR 317 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by FGFR1 314 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by FGFR2 316 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by FGFR3 313 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by FGFR4 313 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by NGF 432 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by PDGF 345 CD28, CD80, CD86 Não 
Signaling by SCF-KIT                          306 CD28, CD80, CD86 Não 

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 

 

 



RESULTADOS    46   

Tabela 2. Resposta das vias em função da dose de 10Gy: o aumento do valor da 

atividade (nα) e diversidade (hα) relativas é indicado pelas setas direcionadas para 

cima (↑) e o decréscimo desses valores é indicado pelas setas direcionadas para 

baixo (↓). NA indica que as vias não foram alteradas por essa dose.  

 

Vias do sistema imune associada à superfamília 
B7-CD28/CTLA4 (banco de dados Reactome) 

Número 
de Genes 

Genes da superfamília B7-CD28/CTLA4 
nα hα 

2 h 6 h 2 h 6 h 

Antigen B Cell 126 ― NA NA ↑ NA 

B Cell Receptor (BCR) 126 ― ↑ NA NA NA 

CD40 Pathway 42 ― ↓ NA NA NA 

CD69 Pathway 11 ― NA ↑ ↓ ↓ 

Cytokine Signaling in Immune System 429 ― ↑ ↑ NA NA 

Downstream Signaling Events of B Cell Receptor 
(BCR) 

150 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA NA 

GAB1 Signalosome      86  CD28, CD80, CD86 ↓ NA NA NA 

Immune System                            1129 
CD28, CD80, CD86, CTLA4, ICOS, 

ICOSLG, PDCD1, PDCD1LG2 
NA ↓ NA NA 

Immunoregulatory Interactions Between a 
Lymphoid and a Non Lymphoid Cell 

94 CD80 NA ↓ NA ↑ 

Innate Immune System 644 CD28, CD80, CD86 ↑ NA NA NA 

MHC II Antigen 90 ― ↑ NA ↓ NA 

NFKB in B Cell 63 ― ↑ NA NA NA 

PDCD1 Signaling                           21 CD28, CD80, CD86 NA ↑ NA NA 

Phosphorylation CD3 and TCR      18 ― NA ↓ ↑ NA 

PI3K ATK Activation                      85 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA ↓ 

PI3K Cascade: FGFR1                      332 PDCD1, PDCD1LG2 ↑ ↑ ↓ ↓ 

PI3K Events in ERBB2 Signaling                      83 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA ↓ 

PI3K Events in ERBB4 Signaling                      83 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA ↓ 

PIP3 Activates ATK Signaling                      83 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA ↓ 

Role of LAT2 NTAL LAB on Calcium Mobilization                      99 CD28, CD80, CD86 ↑ ↑ NA NA 

Senescence Associated Secretory Phenotype 
(SASP) 

57 ― ↓ ↓ ↑ 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 ↑ NA NA 

TCR Signaling in NAIVE CD8 T cell             43 CD86, PDCD1 NA ↑ NA NA 

TNF Receptor Superfamily (TNFSF) Members 15 ― NA ↓ ↑ NA 

TNFR1 Signaling 21 ― ↑ NA NA NA 

TNFR2 Non Canonical NFKB Pathway    88 ― ↑ NA NA NA 

𝑛𝛼: atividade relativa;  

ℎ𝛼: diversidade relativa. 
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4.2 Redes de Interação Gênica 

 

O banco de dados Reactome disponibiliza informações associadas à 

aproximidamente 1800 vias, das quais 56 estão relacionadas ao sistema imunológico.  

De acordo com os resultados associados aos cálculos da atividade e diversidade 

relativas, este estudo considerou a modelagem de 5 vias relacionadas à 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 diminuição 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 os genes 

associados às vias: TCR signaling in naïve CD4 T cell, TCR signaling in naïve CD8 T 

cell e CD69 pathway. Por outro lado, para os casos em que se observou diminuição 

no valor da atividade relativa da via (p≥0,95) e, também, incluindo uma via inalterada 

(0,05<p<0,95), considerou-se os genes associados às 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 interações associadas aos genes que expressam interleucinas (IL) 

e citocinas associadas às células B.  

A modelagem das redes de interação também foi utilizada para representar os 

valores de fold change de cada gene que compõe a rede. O valor de fold change de 

cada gene foi representado através do diâmetro da circunferência e coloração da 

molécula modelada na rede. 

Neste contexto, a figura 6 apresenta a rede de interação gênica associada à 

via TCR signaling in naïve CD4. De acordo os resultados deste estudo, 10 Gy de 

irradiação produziu aumento nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: BCL10, 

CD80, RASGRP2, CD4, CD86, CDC42, LAT, CBL, PRKCQ, HLA-DPA1, HLA-DPB1, 

PAK1, SOS1, TRPV6, GAB2, PLCG1, PTEN e ZAP70. Por outro lado, observou-se 

diminuição significativa nos valores de expressão dos genes: LCP2, GRAP2, PTPRC, 

CSK e FLNA.  

A figura 7 apresenta a rede de interação gênica associada à via TCR signaling 

in naïve CD8. De acordo com os resultados apresentados neste estudo, 10 Gy de 

irradiação produziu aumento nos valores de expressão (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 diminuição significativa nos valores de expressão dos genes: LCP2, 

GRAP2 e PTPRC.  

 

Figura 6.  Rede de interação gênica associada à via de TCR signaling in naïve CD4. 

O valor de fold change de cada gene foi representado através do diâmetro da 

circunferência e coloração da molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o 

gene mostrou diferenças nos valores de expressão (p≤0,05). 
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Figura 7. Rede de interação gênica associada à via de TCR signaling in naïve CD8. O 

valor de fold change de cada gene foi representado através do diâmetro da 

circunferência e coloração da molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o 

gene mostrou diferenças nos valores de expressão (p≤0,05). 
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A figura 8 apresenta a rede de interação gênica associada à via CD69. De 

acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiação produziu diminuição nos 

valores de expressão (p≤0,05) dos genes: CD69, IL6R e STAT5B. Por outro lado, 

observou-se aumento significativo nos valores de expressão dos genes: MAPK1, 

FOXP3, STAT5A, APC e TGFB1.  

 

 

Figura 8. Rede de interação gênica associada à via CD69. O valor de fold change de 

cada gene foi representado através do diâmetro da circunferência e coloração da 

molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o gene mostrou diferenças nos 

valores de expressão (p≤0,05). 
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A figura 9 apresenta a rede de interação gênica associada à via CD40. De 

acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos 

valores de expressão (p≤0,05) dos genes: HRAS, BCL2L2 e BCL2. Por outro lado, 

observou-se diminuição significativa nos valores de expressão dos genes: MCL1, 

BCL2A1, TRAF6, MYC, REL, JUN, FOS, JUND, JUNB e NFKBIA.  

  

 

Figura 9. Rede de interação gênica associada à via CD40. O valor de fold change de 

cada gene foi representado através do diâmetro da circunferência e coloração da 

molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o gene mostrou diferenças nos 

valores de expressão (p≤0,05). 
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A figura 10 mostra a rede de interação gênica associada à via costimulation by 

the CD28 family. De acordo com os resultados deste estudo, 10 Gy de irradiação 

produziu aumento nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: PDCD1LG2, CD80, 

PIK3R3 e FOSL1. Por outro lado, observou-se diminuição significativa nos valores de 

expressão dos genes: FYN, CSK e FOSB.  

 

 

Figura 10. Rede de interação gênica associada à via de costimulation by the CD28 

family. O valor de fold change de cada gene foi representado através do diâmetro da 

circunferência e coloração da molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o 

gene mostrou diferenças nos valores de expressão (p≤0,05). 
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A figura 11 apresenta a rede de interação gênica associada ao grupo de 74 

interleucinas. Nessa rede, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos valores de 

expressão (p≤0,05) dos genes: IL1A, IL10RA, IL10RB, IL11RA, IL15, IL13RA1, IL21R, 

IL27RA, ILF3, IL12RB1, IL12RB2, IL4R e IL9R. Por outro lado, observou-se 

diminuição significativa nos valores de expressão dos genes: IL10, IL12A, IL12B, 

IL12RB2, IL15RA, IL2RG, IL2RB, IL3RG, IL3RA, IL7, IL18R1, IL8, IL16, IL17RA, 

IL17RB e ILK.  

 

 

Figura 11. Rede de interação de gênica associada ao grupo de 74 interleucinas. O 

valor de fold change de cada gene foi representado através do diâmetro da 

circunferência e coloração da molécula modelada na rede. O símbolo * indica que o 

gene mostrou diferenças nos valores de expressão (p≤0,05). 

 

 



RESULTADOS    54   

A figura 12 mostra a rede de interação gênica associada às citocinas 

relacionadas à células B. Nessa rede, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos 

valores de expressão (p≤0,05)  dos genes: IL10RA, IL4R, IL10RB, IL1R1, TGFB1, 

TGFBR1, TGFBR2, IFNGR2,  IFNG e  IL1A. Por outro lado, observou-se diminuição 

significativa nos valores de expressão dos genes: IL10, IL6R, IL2RB, IL2RG, IFNGR1, 

IL12RB2, IL1R2, IL12A e IL12B. 

 

 

Figura 12. Rede de interação dos genes associada às citocinas relacionadas às 

células B. O valor de fold change de cada gene foi representado através do diâmetro 

da circunferência e coloração da molécula modelada na rede. O símbolo * indica que 

o gene mostrou diferenças nos valores de expressão (p≤0,05). 
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4.3 Resposta da Expressão dos Genes associados à Superfamília B7-

CD28/CTLA4 em Função da Irradiação 

 

Este estudo considerou dados de expressão de 9 genes associados à 

superfamília B7-CD28/CTLA4. A tabela 3 mostra os níveis de expressão gênica 

associados à superfamília B7-CD28/CTLA4 para amostras irradiadas e controle. Os 

dados foram relatados através da média ± desvio padrão (DP) dos valores de 

expressão. De acordo com os resultados deste estudo, a radiação produziu aumento 

nos valores de expressão (p≤0,05) do gene ICOSLG, tanto 2 horas quanto 6 horas 

após a irradiação. Entretanto, o gene CD28 apresentou aumento no valor da 

expressão (p=0,001) em 2 horas após a irradiação, mas não em 6 horas.  

 

Tabela 3. Resposta da expressão dos genes associados à superfamília B7-

CD28/CTLA4 em função da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressão é 

indicado pelas setas direcionadas para cima (↑) e o decréscimo desses valores é 

indicado pelas setas direcionadas para baixo (↓). NA indica que as expressões dos 

genes não foram alteradas por essa dose. 

  Média da expressão ± DP 
 

Significância 

Genes Sondas 0 horas após à irradiação 2 horas após à irradiação 6 horas após à irradiação 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  ↓ ↑ 

CD86 210895_s_at 9,21 ± 0,81 9,23 ± 0,75 9,30 ± 0.71  NA ↑ 

CTLA4 221331_x_at 5,56 ± 0,20 5,59 ± 0,20 5,55 ± 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  ↑ ↑ 

PDCD 207634_at 5,64 ± 0,22 5,65 ± 0,24 5,58 ± 0.21  NA ↓ 

PDCD1LG2 220049_s_at 6,09 ± 0,42 5,93 ± 0,35 6,14 ± 0.47  ↓ NA 

VTCN1 219768_at 4,98 ± 0,17 4,97 ± 0,15 5,01 ± 0.19  NA NA 

 

Por outro lado, o gene CD86 mostrou aumento no valor de expressão (p=0,017) 

apenas 6 horas após a irradiação. O gene CD80 apresentou diminuição significativa 

no valor de expressão em 2 horas após a irradiação e aumento significativo no valor 

de expressão em 6 horas. Dos genes que mostram diferenças significativas nos 

valores de expressão, os genes PDCD1LG e PDCD1 foram os únicos que mostraram 

diminuição nos valores de expressão (p≤0,05). De acordo com os nossos resultados, 

2 horas após a irradiação, o gene PDCD1LG mostrou diminuição no valor da 

expressão (p=0,001). Por outro lado, o gene PDCD1 mostrou diminuição no valor da 
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expressão (p=0,047) apenas 6 horas após a irradiação. De acordo com os resultados 

deste estudo, 10 Gy não provocou diferenças nos valores de expressão (p>0,05) dos 

genes: CTLA4, ICOS e VTCN1. 

 

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

Imune em Função da Irradiação 

 

Este estudo considerou a análise do comportamento dos genes associados à 

regulação da resposta imune: CD69, CD40 e CD40LG. A figura 13 mostra os níveis 

de expressão desses genes associados às amostras irradiadas e controle. De acordo 

com os resultados deste estudo, 2 horas após a irradiação, 10 Gy produziu aumento 

no valor da expressão (p=0,002) do gene CD40. Entretanto, o gene CD69 mostrou 

diminuição no valor da expressão (p=0,001) apenas 6 horas após a irradiação. Além 

disso, a radiação não produziu diferenças nos valores de expressão (p>0,05) do gene 

CD40LG.  

 

Figura 13. Mudança de expressão dos genes CD40, CD40LG e CD69 em função da 

irradiação. Os dados de expressão estão representados através da media ± DP 

(n=95). O símbolo ** indica que o gene mostrou diferenças nos valores de expressão 

(p≤0,01). 
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4.5 Resposta da Expressão dos Genes associados à via CD69 em Função 

da Irradiação 

 

Este estudo considerou a análise de 11 genes associados à via CD69. A tabela 

4 mostra os níveis de expressão dos genes associados à via CD69 para amostras 

irradiadas e controle. Os dados foram relatados através da média ± DP dos valores 

de expressão. De acordo com os resultados deste estudo, a radiação produziu 

aumento nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes APC, FOXP3,  STAT5A, 

MAPK1 e TGFB1, apenas 6 horas após a irradiação. Entretanto, o gene IL6R mostrou 

diminuição significativa nos valores de expressão, tanto 2 horas, quanto 6 horas após 

a irradiação.  Por outro lado, os genes CD69 e STAT5B mostraram diminuição nos 

valores de expressão (p≤0,05) apenas 6 horas após a irradiação. Os genes 

associados à via CD69 que não mostraram diferenças nos valores de expressão 

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

 

Tabela 4. Resposta da expressão dos genes associados à via CD69 em função da 

dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressão é indicado pelas setas 

direcionadas para cima (↑) e o decréscimo desses valores é indicado pelas setas 

direcionadas para baixo (↓). NA indica que as expressões dos genes não foram 

alteradas por essa dose. 

 

 

  Média da expressão ± DP  Significância 

Genes Sondas 0 horas após à irradiação 2 horas após à irradiação 6 horas após à irradiação 2h  6h 

APC  203525_s_at 7,84 ± 0,37 7,85 ± 0,32 7,98 ± 0,32  NA ↑ 

CD69 209795_at 9,41 ± 0,77 9,55 ± 0,78 8,28 ± 0,78  NA ↓ 

FOXP3  221333_at 5,25 ± 0,21 5,27 ± 0,23 5,70 ± 0,25  NA ↑ 

IL2  207849_at 3,43 ± 0,12 3,49 ± 0,10 3,42 ± 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  ↓ ↓ 

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 ↑ 

STAT5A 203010_at 9,09 ± 0,29 9,02 ± 0,29 9,66 ± 0,28  NA ↑ 

STAT5B 212549_at 9,32 ± 0,29 9,26 ± 0,25 9,18 ± 0,26  ↓ ↓ 

TGFB1  203085_s_at 8,21 ± 0,58 8,30 ± 0,65 8,34 ± 0,68  NA ↑ 

DP: Desvio Padrão. 
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4.6 Resposta da Expressão dos Genes associados às Interleucinas 

 

Este estudo considerou a análise de 74 interleucinas. A tabela 5 mostra os 

níveis de expressão de genes que expressam interleucinas para amostras irradiadas 

e controle. Os dados foram relatados através da média ± DP dos valores de 

expressão. De acordo com os resultados deste estudo, a radiação produziu aumento 

nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: IL1A, IL4R, IL15, ILF3 e IL10RA, tanto 

2 horas, quanto 6 horas após a irradiação. Por outro lado, 10 Gy produziu diminuição 

nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: IL10, IL12RB2, IL16, IL6R, IL17RA, 

IL17RB, IL18R1 e ILK, tanto 2 horas, quanto 6 horas após a irradiação. Entretanto, 2 

horas após a irradiação, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos valores de 

expressão (p≤0,05) dos genes: IL1R1, IL2RA, IL23A, IL6ST, IL8 e ILVBL. Desses 

genes apenas os genes IL1R1 e IL8, também mostraram diminuição nos valores de 

expressão (p≤0,05), 6 horas após a irradiação. Além disso, 6 horas após a irradiação, 

10 Gy de irradiação produziu diminuição dos valores de expressão (p≤0,05) dos 

genes: IL1R2, IL2RB, IL2RG, IL12A, IL15RA, IL18RAP, IL3RA e IL7. Por outro lado, 

6 horas após a irradiação, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos valores de 

expressão (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 irradiação também 

produziu diminuição nos valores de expressão (p≤0,05), 2 horas após a irradiação. 
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Tabela 5. Resposta da expressão dos genes associados às interleucinas em função 

da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressão é indicado pelas setas 

direcionadas para cima (↑) e o decréscimo desses valores é indicado pelas setas 

direcionadas para baixo (↓). NA indica que as expressões dos genes não foram 

alteradas por essa dose. 

 

   Média da expressão ± DP  Significância 

Genes Sondas 0 horas após à irradiação 2 horas após à irradiação 6 horas após à irradiação 2h 6h 

IL10  207433_at 6,79 ± 0,63 6,68 ± 0,61 6,34 ± 0,50  ↓ ↓ 

IL10RA  204912_at 7,36 ± 0,39 7,92 ± 0,54 7,55 ± 0,42  ↑ ↑ 

IL10RB 209575_at 9,37 ± 0,38 9,29 ± 0,36 9,68 ± 0,37  ↓ ↑ 

IL11RA 204773_at 6,49 ± 0,27 6,45 ± 0,21 6,58 ± 0,25  NA ↑ 

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  ↓ ↓ 

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 ↑ 

IL15 205992_s_at 9,01 ± 0,51 9,18 ± 0,44 9,13 ± 0,50  ↑ ↑ 

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  ↓ ↓ 

IL17RA 205707_at 6,89 ± 0,23 6,83 ± 0,23 6,78 ± 0,21  ↓ ↓ 

IL17RB 219255_x_at 8,66 ± 0,41 8,46 ± 0,39 8,22 ± 0,39  ↓ ↓ 

IL18R1 206618_at 7,31 ± 0,26 7,03 ± 0,17 7,01 ± 0,23  ↓ ↓ 

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  ↑ ↑ 

IL1B 205067_at 7,50 ± 0,63 7,44 ±  0,59 7,53 ± 0,64  NA NA 

IL1R1 202948_at 6,44 ± 0,34 6,61 ± 0,39 6,24 ± 0,26  ↑ ↓ 

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  ↓ ↑ 

IL23A 220054_at 6,52 ± 0,37 6,65 ± 0,40 6,58 ± 0,37  ↑ NA 

IL27RA 222062_at 8,22 ± 0,60 8,16 ± 0,60 8,78 ± 0,63  NA ↑ 

IL2RA 211269_s_at 6,78 ± 0,44 6,86 ± 0,41 6,80 ± 0,38  ↑ 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  ↑ ↑ 

IL6R 205945_at 6,89 ± 0,91 6,56 ± 0,82 6,74 ± 0,89  ↓ ↓ 

IL6ST 212195_at 8,67 ± 0,76 8,89 ± 0 ,68 8,66 ± 0,71  ↑ NA 

IL7 206693_at 7,14 ± 0,92 7,20 ± 0,91 6,85 ± 0,86  NA ↓ 

IL8 202859_x_at 5,76 ± 0,84 6,15 ± 0,89 5,36 ± 0,54  ↑ ↓ 

IL9R 208164_s_at 5,49 ± 0,22 5,52 ± 0,18 5,62 ± 0,28  NA ↑ 

ILF3 208931_s_at 9,84 ± 0,48 10,11 ± 0,41 9,99 ± 0,43  ↑ ↑ 

ILK 201234_at 10,42± 0,25 10,32 ± 0,21 10,20 ± 0,19  ↓ ↓ 

ILVBL 210624_s_at 8,31± 0,20 8,40 ± 0,19 8,32 ± 0,19  ↑ NA 

DP: Desvio Padrão. 
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4.7 Resposta da Expressão dos Genes associados à Citocinas 

relacionadas à Células B 

 

Este estudo considerou a análise de 27 citocinas associados às células B. A 

tabela 6 mostra os níveis de expressão de genes que codificam essas citocinas para 

amostras irradiadas e controle. Os dados foram relatados através da média ± DP dos 

valores de expressão. De acordo com os nossos resultados, a radiação produziu 

aumento nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: IL1A, IL4R, IL10RA, TGFBR1 

e IFNG; tanto 2 horas, quanto 6 horas após a irradiação. Por outro lado, 10 Gy 

produziu diminuição nos valores de expressão (p≤0,05) dos genes: IL6R, IL10, IL12B, 

IL12RB2 e IFNGR1; tanto 2 horas, quanto 6 horas após a irradiação. Entretanto, 2 

horas após a irradiação, 10 Gy de irradiação produziu aumento nos valores de 

expressão (p≤0,05) dos genes: IL2RA, TGFB1, TGFBR2 e IL1R1. Desses apenas em 

um dos genes, o IL1R1, 10 Gy de irradiação também produziu diminuição nos valores 

de expressão (p≤0,05), 6 horas após a irradiação. Além disso, 6 horas após a 

irradiação, 10 Gy de irradiação produziu diminuição nos valores de expressão (p≤0,05) 

dos genes: IL1R2, IL2RB, IL2RG e IL12A. Por outro lado, o gene IL10RB mostrou 

diminuição no valor da expressão (p≤0,05), 2 horas após a irradiação, e aumento 

(p≤0,05), em 6 horas. Nesse estudos, os genes que não mostraram diferenças nos 

valores de expressão (p>0,05), foram: IL1B, IL2, IL4, IL5, IL5RA, IL6, IL12RB1 e 

IFNGR2. 
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Tabela 6. Resposta da expressão dos genes associados às citocinas relacionadas às 

células B em função da dose de 10Gy: o aumento dos valores da expressão é indicado 

pelas setas direcionadas para cima (↑) e o decréscimo desses valores é indicado 

pelas setas direcionadas para baixo (↓). NA indica que as expressões dos genes não 

foram alteradas por essa dose.  

 

 

  Média da expressão ± DP  Significância 

Genes Sondas 0 horas após à irradiação 2 horas após à irradiação 6 horas após à irradiação 2h         6h 

IFNG  210354_at 4,25 ± 0,23 4,43 ± 0,36 4,54 ± 0,21  ↑ ↑ 

IFNGR1 202727_s_at 10,99 ± 0,24 10,84 ± 0,24 10,29 ± 0,24  ↓ ↓ 

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  ↓ ↓ 

IL10RA 204912_at 7,36 ± 0,39 7,92 ± 0,54 7,55 ± 0,42  ↑ ↑ 

IL10RB 209575_at 9,37 ± 0,38 9,29 ± 0,36 9,68 ± 0,37  ↓ ↑ 

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  ↓ ↓ 

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  ↑ ↑ 

IL1B 205067_at 7,50 ± 0,63 7,44 ±  0,59 7,53 ± 0,64  NA NA 

IL1R1 202948_at 6,44 ± 0,34 6,61 ± 0,39 6,24 ± 0,26  ↑ ↓ 

IL1R2 211372_s_at 6,18 ± 0,97 6,18 ± 0,90 5,99 ± 0,75  NA ↓ 

IL2 207849_at 3,43 ± 0,12 3,41 ± 0,10 3,42 ± 0,13  NA NA 

IL2RA 211269_s_at 6,78 ± 0,44 6,86 ± 0,41 6,80 ± 0,38  ↑ 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  ↑ ↑ 

IL5 207952_at 3,98 ± 0,17 3,96 ± 0,17 3,95 ± 0,18  NA NA 

IL5RA 210744_s_at 5,48 ± 0,23 5,50 ± 0,24 5,48 ± 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  ↓ ↓ 

TGFB1  203085_s_at 8,21 ± 0,58 8,30 ± 0,65 8,34 ± 0,68  NA ↑ 

TGFBR1  206943_at 6,15 ± 0,29 6,27 ± 0,30 6,35 ± 0,25  ↑ ↑ 

TGFBR2   207334_s_at 4,44 ± 0,21 4,46 ± 0,65 4,51 ± 0,68  NA ↑ 
DP: Desvio Padrão. 
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5    DISCUSSÃO 
 

Os resultados associados aos cálculos da atividade e diversidade relativas 

disponibilizam um panorama geral da modulação da resposta imune em função 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 diferenças nos 

valores da atividade tiveram um aumento (p≤0,05) ou diminuição (p≥0,95) na soma 

dos valores de expressão relativos aos genes que compõem a via, devido a irradiação. 

Entretanto, as vias que mostraram diferenças nos valores da diversidade, tiveram um 

aumento (p≤0,05) ou diminuição (p≥0,95) na distribuição dos valores de expressão 

relativos aos genes que compõem a via, após a irradiação (CASTRO et al., 2007). 

Biologicamente, o aumento da atividade e da diversidade relativas está relacionado 

com a ativação da via e, o contrário, a inibição da via está relacionada à diminuição 

destes parâmetros. De acordo com esses resultados, obtidos através do modelo 

matemático proposto por Castro (CASTRO et al., 2007), observou-se que 10 Gy 

modulou de forma diferenciada a organização do sistema biológico, representado pela 

diversidade das vias.      

Um aspecto particular relevante dessa observação mais generalizada sobre a 

reorganização desse sistema em função da dose de 10 Gy é a modulação positiva do 

comportamento da via MCH II antigen associada às células B e da via TCR signaling 

in naïve CD4 e CD8 T cell (Tabela 2 e Figuras 6 e 7). Isso é importante pelo fato da 

modulação positiva dessas vias ser necessária para a indução e sustentação da 

resposta imune (PARDOLL, 2012).  

De acordo com a literatura, a ativação da via TCR signaling in naïve CD8 T cell 

induz a ativação e diferenciação das células efetoras CD8 ou células de memória 

(MANDA et al, 2012). Neste contexto, as células CD8 adquirem propriedades 

citotóxicas, após a estimulação com antígeno, promovendo a morte direta de células 

que expressam o antigeno alvo. Por outro lado, a ativação da via TCR signaling in 

naïve CD4 T cell induz a ativação, proliferação e diferenciação das células efetoras 

CD4 ou células de memória. As células T CD4 se diferenciam em células auxiliares 

Th1, Th2, Th17 e Th9, além das células reguladoras (Treg). Além disso, as células T 

CD4 também podem se diferenciar em células T auxiliares foliculares (TFH), 

necessária para a ativação e sobrevivência das células B (CROTTY, 2014). As células 
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TFH são provedoras especializadas no auxílio às células B e são essenciais para a 

formação de centros germinativos, maturação por afinidade, desenvolvimento de 

anticorpos de alta afinidade e células B de memória (CROTTY, 2014). 

Manda e colaboradores, através de estudos envolvendo experimentos in vitro, 

mostram que em altas doses, como a de 10 Gy, a radiação promove a morte de uma 

fração da população de células do sangue, como as células B (Manda et al., 2012). 

Os resultados obtidos neste estudo, através da determinação da atividade relativa, 

mostraram uma modulação positiva das vias TCR signaling in naïve CD8 T cell e 

apoptose e, portanto, são validados através desses achados. 

 Entretanto, a modulação positiva da via TCR signaling in naïve CD4 T cell 

promove a ativação, proliferação e diferenciação de células do sistema imune. A 

ativação da via TCR signaling in naïve CD4 T em resposta à dose de 10 Gy também 

foi observada no presente estudo. De acordo com o modelo de dois sinais proposto 

por Bretscher e Cohn (1970) são necessários dois sinais para a modulação da 

resposta imunológica: a inicialização, referente ao primeiro sinal e manutenção da 

resposta, referente ao segundo sinal (BERNARD et al., 2002). O primeiro sinal está 

associado a apresentação de antígenos às células APCs por parte das moléculas do 

MHC e o segundo sinal está associado à inúmeros eventos celulares e moleculares, 

que incluem a sinalização, diferenciação e proliferação 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 à dose de 10 Gy está associada, 

de maneira parcial, ao modelo dos dois sinais, em que a modulação do MHC II foi um 

gatilho que acionou o primeiro sinal e a modulação positiva da via TCR signaling in 

naïve CD4 T cell foi um gatilho que acionou o segundo sinal. Essa via está 

representada através de uma rede de interação dos genes que compõem a via (Figura 

6), que mostra a ativação do gene ZAP70 e, assim, indicando a modulação positiva 

da via TCR signaling in naïve CD4 T cell, em conformidade com a função deste gene 

(FARBER et al., 1997; FARBER, 2009).  

O comportamento de cada gene que compõe as vias foi representado pelos 

valores de fold change modelados na rede de interação através do tamanho e 

coloração das moléculas (Figuras 6, 7, 8, 9 e 10). Nessa representação, a quantidade 

de genes que mostraram aumento significativo nos seus valores de expressão está 

relacionada de forma direta com o aumento da atividade relativa. Por outro lado, a 

quantidade de genes que mostraram diminuição significativa nos seus valores de 
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expressão está relacionada de maneira direta com a diminuição da atividade. De 

acordo com Kreeger e Lauffenburger, pequenas diferenças na modulação dos genes 

que compõem a rede biológica podem produzir grandes mudanças funcionais no 

sistema biológico que ela representa (KREEGER & LAUFFENBURGER, 2010). Neste 

contexto, o estudo das redes biológicas, sua modelagem, análise e visualização são 

relevantes para se obter uma melhor compreensão de processos biológicos ainda não 

completamente elucidados. Neste estudo, esta metodologia de modelagem foi usada 

com o objetivo de mostrar a modulação 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 

que evidenciam a presença da proteína CD69 na superfície de células do sistema 

imunológico em resposta a uma ativação (SANCHO et al., 2005). Além disso, 

recentemente, essa via vem despertando interesse pela comunidade científica 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 STAT5B 

mostraram uma diminuição significativa nos seus valores de expressão após a 

irradiação. Por outro lado, os genes APC, FOXP3, MAPK1, STAT5A e TGFB1 

mostraram um aumento significativo nos seus valores de expressão em resposta a 

essa dose (Tabela 4 e Figura 8).    

CD69 é uma molécula imunoregulatória que se expressa na superfície celular 

dos leucócitos, incluindo as células B e T, nos sítios de inflamação crônica. A função 

imunológica do gene CD69 ainda não está bem elucidada devido ao desconhecimento 

de um ligante associado e a falta de modelos in vivo, necessários para se estudar as 

funções fisiológicas (SANCHO et al., 2005).  

As células T regulatórias possuem baixa capacidade para responder aos sinais 

de proliferação e, através do contato célula-célula, são capazes de inibir outras 

funções imunes. Outra maneira de inibir essas funções é através da produção de 

citocinas anti-inflamatórias, como a TGFB, IL10 ou IL4 (O´GARRA et al., 2004, 

SHEVACH et al., 2002). Células T regulatórias natural são geradas no timo e são 

caracterizadas pelas suas altas expressões de CD25, que suprime respostas efetoras 

através do contato célula-célula de forma independente da citocina. Entretanto, 

células Treg adaptativas são geradas de células T maduras após estimulação 
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antigênica na periferia, apresenta variada expressão de CD25 e o seu mecanismo de 

supressão de respostas das células T efetoras é dependente de citocinas 

(CHATENOUD et al., 1997). É possível que CD69 pode ser constantemente expresso 

por um subconjunto destas células. Usando modelo animal, uma subpopulação de 

células CD4+CD69+ foi detectada no tecido linfóide periféricos e inflamatórios 

infiltrados (ISHIKAWA et al., 1998). Essas células são anérgicas e incapazes de 

sintetizar citocinas pró inflamatórias (ISHIKAWA et al., 1998).  

De acordo com os resultados obtidos através de experimentos in vitro, CD69 

foi considerado um receptor estimulatório. 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 balanço final da 

diferenciação de Th1/Th2. Além disso, a caracterização dos ligantes relacionados ao 

CD69 e o conhecimento de suas expressões espacial e temporal são importantes para 

se conseguir elucidar com mais clareza as funções imunoregulatórias do CD69 

(SANCHO et al., 2005). 

Neste estudo, observou-se que a maior quantidade de interações entre as 

proteínas da rede (Figura 8), representadas através dos nós na rede, ocorreu entre o 

CD69 e o fator de crescimento IL2 e entre o CD69 e o fator de transcrição FOXP3. De 

acordo com a literatura, a determinação da quantidade de interações associadas a 

uma proteína é importante para melhor elucidar a função dessa proteína (PACZENSY 

et al., 2010). Isso é importante para o aprimoramento das terapias através do bloqueio 

de receptores, como da IL6, por exemplo. 

Estudos recentes têm mostrado a modulação de alguns genes associados à 

superfamília 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 nível de expressão do gene CD28 (Tabela 3). Essa 

molécula de superfície fornece sinais co-estimuladores essenciais para a aplificação 

e manutenção da resposta das células T através da interação com os seus ligantes 

CD80 e CD86 expressos na superfície de células B, por exemplo (SHARPE & 

FREEMAN, 2002). No presente estudo, a radiação também produziu aumento 

significativo nos níveis de expressão dos genes CD80 e CD86 (Tabela 3). De acordo 

com a literatura, a interação B7-CD28 transmite um sinal positivo que, juntamente com 

a sinalização TCR, promove a ativação, proliferação e diferenciação das células T 

(LANZAVECCHIA et al., 1999). Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam 
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que a radiação pode ter induzido a interação B7-CD28, modulando positivamente a 

ativação das células T, que é essencial para o início e manutenção da resposta imune 

humoral e celular mediada por antígenos específicos.  

De acordo com os resultados da análise do comportamento dos genes 

associados à superfamília B7-CD28/CTLA4 (Tabela 3), observou-se que 10 Gy de 

irradiação produziu um aumento significativo no nível de expressão do gene ICOSLG, 

que se expressa em células B (Tabela 3). Esta molécula de superfície desempenha 

as suas funções imunológicas através da ligação ao seu receptor ICOS (YAO et al., 

2011). De acordo com a literatura, a interação ICOS/ICOSLG fornece um sinal 

coestimulatório às células T, resultando na amplificação da ativação das células T e 

aumento da proliferação, bem como da secreção de citocinas (WIKENHEISER & 

STUMHOFER, 2016). Estudos associados às funções desta molécula de superfície 

demonstraram que a sinalização ICOS desempenha um papel essencial na 

diferenciação das células Th1 e Th2 por ativação do antigêno específico, bem como 

na promoção de respostas de Th17 (GAO et al., 2012, WIKENHEISER & 

STUMHOFER, 2016). Nas células de memória Th2, a sinalização mediada por 

ICOS/ICOSLG é particularmente importante e dispensa a ação co-estimuladora 

produzida pela interação B7-CD28. Esta sinalização controla principalmente a 

produção de citocinas por células T recentemente ativadas, no entanto, é menos 

eficaz na ativação de células T naïve, cuja ativação parece ser estritamente 

dependente da co-estimulação pela molécula CD28 (HUTLOFF et al., 1999; NURIEVA 

et al., 2003, MESTURINI et al., 2006). 

Outro sinal coestimulador forte é proporcionado pela molécula CD40 que 

desempenha as suas funções imunológicas através da interação com o seu ligante 

CD40 (CD40LG). De acordo com os achados apresentados nesse estudo, 10Gy 

produziu um aumento significativo no nível de expressão do gene CD40 (Tabela 3). A 

molécula CD40 é um antígeno de diferenciação 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 interação das células B e T podem promover a proliferação de células B, 

sobrevivência, produção de imunoglobulinas e formação de células B de memória 

(DAOUSSIS et al., 2004, GORONZY & WEYAND, 2008). De acordo com a literatura, 

a interação entre o CD40 e o seu ligante CD40LG, que são expressos em células T 

ativas e células B, regula processos moleculares e celulares importantes, incluindo a 
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iniciação e progressão de células e imunidade adaptativa humoral (ELGUETA et al., 

2009, KAWABE et al., 2011). Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam que 

a radiação pode ter induzido um aumento no nível de expressão da molécula CD40 

na supefície de células B, promovendo a ativação e diferenciação dessas células. Em 

células T, essa interação resulta na ampliação do sinal da interação B7-CD28 e da 

apresentação do antigêno que é crucial para a expansão e maturação das células T 

efetoras (Teff) (PILAT et al., 2011; VOGEL et al., 2014).  

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, 10 Gy não produziu 

mudanças significativas no nível de expressão do gene CTLA4 (Tabela 3). A molécula 

de superfície CTLA4 é um homólogo CD28 com maior afinidade de ligação às 

moléculas B7 (CD80 e CD86). Entretanto, ao contrário 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 inibição da sinalização 

pelo TCR, inibição da molécula CD28 e/ou inibição da sua via de sinalização. 

Consequentemente, o complexo B7-CTLA4 diminui a capacidade de interação entre 

as células T e as APCs, como as células B (BUCHBINDER & DESAI, 2016). A 

molécula CTLA4, diferentemente do CD28, é expressa em níveis baixos em células T 

em repouso e reside principalmente na matriz citoplasmática (BAI et al., 2002). Esta 

molécula é expressa na superfície das células T ativas para inibir a resposta 

imunitária. A capacidade de CTLA4 para inibir a ativação de células T depende de 

fatores que incluem a intensidade do sinal de TCR e o estado de ativação da células 

B. Nesse contexto, o presente estudo não exclui a possibiidade da radiação ter 

induzido a interação B7-CTLA4, regulando negativamente a ativação das células T, 

que diminui da proliferação de células T. Isso porque a molécula CTLA4 executa esse 

tipo de função quando regulada positivamente na superfície das células T e não das 

células B, motivo esse pelo qual não se observou alterações no nível de expressão 

desse gene. 

Semelhante à molécula CTLA4, PDCD1 é uma molécula inibitória que 

desempenha um papel importante na regulação da resposta imune. Estudos recentes 

demonstraram que PDCD1 é uma proteína de controle imunológico expressa em 

células T que regula negativamente a resposta imunitária (THIBULT et al., 2013). De 

acordo com a literatura, o receptor PDCD1 possui três 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 sinalização mediada pelos receptores das células T (RIBAS et al., 2016). No 

presente estudo, 10 Gy de irradiação produziu diminuição significativa nos níveis de 

expressão 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 não redundante na modulação de respostas imunes (KYI & 

POSTOW, 2014). A ativação de células T, células B e monócitos induz a expressão 

de PDCD1 (AGATA et al., 1996). A interacão entre PDCD1 e os seus ligantes promove 

a proliferação de células T de inibição, INFG, fator de necrose tumoral e produção de 

IL2, bem como reduz a sobrevivência de células T (BUCHBINDER & DESAI, 2016). 

Nesse contexto, os resultados deste estudo indicam que a radiação pode ter inibido o 

sinal da interação PDCD1/PDCD1LG2, mantendo a resposta imune. 

De acordo com a literatura, a produção de citocinas está relacionada com o 

terceiro sinal da ativação do sistema imune (MUELLER et al., 1989). Neste contexto, 

a ação costimulatória produzida pela interação B7-CD28 aumenta as respostas de 

células B e T previamente ativadas, promovendo a produção de interleucina-2 (IL2) e 

sobrevivência das células T (SHARPE & FREEMAN, 2002). Após a iniciação e a 

diferenciação dos linfócitos, a produção de citocinas efetoras (por exemplo, IL4) não 

requer ação co-estimuladora produzida pela interação B7-CD28. Apenas a produção 

de IL2 depende continuamente da sinalização coestimulatória (CHEN & FLIES, 2013; 

VOGEL et al., 2014). Neste contexto, a interação B7-CTLA4 reduz a produção de IL2 

bem como a expressão do receptor de IL2 (IL2R). 

As citocinas representam um grupo diverso de pequenas proteínas solúveis 

que podem funcionar como fatores de crescimento e diferenciação em formas 

autocrinas ou paracrinas. As citocinas apresentam considerável redundância, a 

medida em que muitas citocinas partilham funções semelhantes. Através da ligação a 

receptores de superfície celular específicos, elas iniciam vias de transdução de sinal 

que são cruciais para um espectro variado de funções, incluindo indução de respostas 

imunes, proliferação celular, diferenciação e apoptose. A principal contribuição das 

citocinas para a diferenciação das células B reside na sua capacidade de modular a 

expressão desses fatores de transcrição de tal modo que regulam a secreção de Ig 

através de células B ativadas (MOENS & TANGYE, 2014).  

Estudos recentes têm demonstrado que a radiação ionizante induz a ativação 

de vias associadas ao sinal pró- e anti-proliferativo produzindo um desequilíbrio na 

decisão do destino celular. A radiação é capaz de regular a expressão de genes e 
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fatores envolvidos na progressão do ciclo celular, sobrevivência e/ou morte celular, 

reparação do DNA e inflamação modulando uma resposta intracelular dependente da 

radiação. Além disso, tem sido demonstrado que a radioterapia pode modular 

respostas imunitárias antitumorais, modificando o tumor e seu microambiente (DI 

MAGGIO et al., 2015). Neste contexto, o equilíbrio entre citocinas pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias é crítico na determinação de um resultado positivo ou negativo, 

reações adversas e resistência ao tratamento através da irradiação (SUN et al., 2013). 

A radioterapia tem um efeito significativo sobre a modulação do sistema imunológico 

através da ativação de cascatas de citocinas (SCHAUE et al., 2012). A análise da 

assinatura de citocinas associadas às células B é, portanto, um estudo de interesse 

para a compreensão do papel das citocinas na resposta imune induzida pela radiação. 

Através dos resultados obtidos no presente estudo, viabilizou-se uma visão 

geral da expressão dos genes relacionados às interleucinas, representadas na 

superfície do microarranjo HG-U133_2, em função da dose de 10Gy liberada em 

células B (Tabela 5 e Figura 11). Este estudo considerou apenas a análise de 27 

citocinas associadas às células B, das quais 19 citocinas mostraram diferenças 

significativas nos níveis de expressão (Tabela 6 e Figura 12).  De acordo com os 

resultados apresentados nesse estudo, 10 Gy produziu um aumento significativo no 

nível de expressão da IL1R1 e diminuição significativa no nível da expressão da 

IL1R2, que são receptores expressos na superfície das células B associados à IL1 

(Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a sinalização mediada pelo do 

receptor IL1R1 estimula a ativação da IL1, que é necessária para a iniciação e 

manutenção das atividades do sistema imunitário, como a diferenciação das células 

B e T (OELMANN et al., 2015). Quando expresso na superfície das células B o 

segundo receptor, IL1R2, bloqueia a transdução de sinal de IL1, inibindo a função da 

citocina IL1 (COLOTTA et al., 1993, RE et al., 1996). Desta forma, a ativação do 

receptor IL1R1 e inibição do IL1R2 na superfície das células B, promove a maturação, 

diferenciação e coestimulação das células B, bem como o aumento da síntese de 

anticorpos (GARLANDA et al., 2013). 

  De acordo os resultados apresentados na tabela 6, 10 Gy de irradiação 

produziu um aumento significativo no nível de expressão da IL2RA e diminuição 

significativa no nível da expressão das IL2RB e IL2RG, que são receptores expressos 

na superfície das células B associados à IL2 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a 

literatura, o receptor IL2RA é 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 dímeros e trímeros de média (IL2RB e IL2RG) e alta afinidade (IL2RA, 

IL2RB e IL2RG), respectivamente (BOYMAN & SPRENT, 2012). De acordo com a 

literatura, os sinais associados à IL2 estimulam a diferenciação dos linfócitos, bem 

como respostas imunes e homeostase mediadas por essas células. A sinalização 

associada à IL2 é crucial para a manutenção de células Treg e para a diferenciação de 

células T CD4. Para as células T CD8, os sinais de IL2 otimizam tanto a produção de 

células T efetoras como a diferenciação em células de memória (BOYMAN & 

SPRENT, 2012). Além disso, atua sobre células B, através de ligação específica ao 

receptor, como um fator de crescimento e estimulante de produção de anticorpos. De 

acordo com a literatura, a ativação desses receptores IL2R na superfície das células 

B, promove o aumento da prolifeção das células B que é juntamente estimulado 

através da interação CD40/CD40LG (ARMITAGE et al, 1993). Além disso, a interação 

IL2-IL2R coopera com outras citocinas/fatores estimuladores para aumentar a 

diferenciação de células B ativadas (KEHRL et al., 1983; ARPIN et al., 1995). 

Outras citocinas que estimulam a diferenciação das células B são IL4 e IL6. De 

acordo com os achados apresentados nesse estudo, 10 Gy de irradiação produziu um 

aumento significativo no nível de expressão da IL4R, que é o receptor expresso na 

superfície das células B associado à IL4 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a 

literatura, a ativação desse receptor na superfície das células B, aumenta a 

proliferação induzida pela interação CD40/CD40L e engajamento do receptor de 

células B. Além disso, a interação IL4/IL4R induz a mudança de classe das 

imunoglubinas, preferencialmente para IgG1, IgG4 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 irradiação produziu diminuição significativa no nível 

de expressão da IL6R, que é o receptor expresso na superfície das células B 

associado à IL6. De acordo com a literatura, a inibição desse receptor na superfície 

das células B, diminui a diferenciação dessas células em células plasmáticas 

(UNSCEAR, 2006). 

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo, 10 Gy de irradiação 

produziu diminuição significativa no nível de expressão da IL10, que se expressa na 

superfície das células B (Tabela 6 e Figura 12). A IL10 é uma citocina anti-inflamatória 

chave que pode inibir as respostas pró-inflamatórias das células imunes inatas e 

adaptativas (SHOUVAL et al, 2014). De acordo com a literatura, a inibição dessa 
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citocina na superfície das células B, aumenta a produção de citocinas em macrófagos 

e promove o crescimento e supressão da imunidade mediadas por linfócitos 

(UNSCEAR, 2006). Por outro lado, 10 Gy de irradiação produziu um aumento 

significativo nos níveis de expressão dos receptores associados à IL10, IL10RA e 

IL10RB, expressos na superfície das células B (Tabela 6 e Figura 12). Neste contexto, 

a ativação desses receptores na superfície das células B, promove a proliferação, 

diferenciação de células B, bem como promove a mudança de classe das 

imunoglubinas, preferencialmente associadas àa IgG1 e IgG3 (DEFRANCE et al., 

1992; ITOH & HIROHATA, 1995; MOENS & TANGYE, 2014). Além disso, a interação 

da IL10 com os receptores expressos na superfície das células B, coopera com a 

citocina TGFB para induzir a mudança de classe associada à IgA. De acordo com a 

literatura, esse sinal também promove a diferenciação das células B em células 

plasmáticas 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 

irradiação produziu diminuição significativa no nível de expressão da IL12, que se 

expressa na superfície das células B. De acordo com a literatura, a produção dessa 

citocina na superfície das células B, induz o aumento da diferenciação e promoção da 

imunidade mediada pelas células T CD8 citotóxica, bem como induz a ativação, 

proliferação e produção IFNG através das células NK (UNSCEAR, 2006). Além disso, 

a sinalização associada à IL12 promove a diferenciação das células B em células 

segretoras de IgM, bem como coopera com a IL6 no aumento da secreção dessa 

imunoglobulina. Por outro lado, esse sinal suprime a produção de IgE induzida pela 

IL4 (MOENS & TANGYE, 2014).  

De acordo com nossos achados, 10 Gy de irradiação produziu um aumento 

significativo no nível de expressão da IFNGR2 e diminuição significativa no nível da 

expressão da IFNGR1, que são receptores expressos na superfície das células B 

associados à IFNG (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a ativação 

desses receptores na superfície das células B, promove mudanças de classe de 

imunoglubina para IgG2a (UNSCEAR, 2006; DE WEERD & NGUYEN, 2012). Além 

disso, 10 Gy de irradiação produziu um aumento significativo nos níveis de expressão 

das citocinas TGFBR1 e TGFBR2, que são os receptores expressos na superfície das 

células B associados à TGFB1 (Tabela 6 e Figura 12). De acordo com a literatura, a 

regulação positiva desses receptores na superfície das células B, promove a síntese 
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de IgA (CD79A e CD79B). Nesse estudo, 10 Gy produziu um aumento significativo 

nos níveis de expressão dos genes CD79A e CD79B, que está em conformidade com 

a literatura (UNSCEAR, 2006). 

Em resumo, observou-se que 10 Gy modulou de forma diferenciada as 

expressões de genes associados à superfamília de moléculas B7-CD28/CTLA4 e às 

citocinas consideradas neste estudo.  
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6  CONCLUSÕES 
 
 

A atividade e a diversidade relativas é um modelo matemático que foi proposto 

para descrever o comportamento de vias em tecidos cancerosos a partir de dados de 

transcriptomas disponibilizados em bancos públicos de dados. Nesse tipo de estudo, 

redes biológicas, sua modelagem, análise e visualização vem sendo usadas para 

descrever modelos biológicos relacionados ao câncer. Essa abordagem metodológica 

foi usada no presente estudo para se obter informações gerais sobre o comportamento 

de vias relacionadas ao sistema imune em função da radiação, para a dose de 10Gy. 

Observou-se um comportamento diferenciado de vias e genes em resposta a radiação 

que, não necessariamente, está associado ao colapso da célula. Embora tenha sido 

constatado uma resposta imunosupressora através da via immune system, observou-

se um aumento significativo na expressão dos genes relacionados aos sinais co-

estimulatórios, CD28, CD80, CD86 e ICOSLG. Também, observou-se uma diminuição 

significativa na expressão dos genes relacionados à inibição dos sinais co-

estimulatórios, PDCD1 e PDCD1LG2, permitindo que a resposta imune seja mantida. 

Além disso, também se observou uma regulação positiva da expressão dos genes 

relacionados às citocinas que induzem ativação, diferenciação e proliferação de 

linfócitos. Esses achados indicam uma estimulação do sistema imune pela irradiação 

para a dose considerada neste estudo.  

Estudos recentes têm sugerido a existência de uma relação direta através da 

qual a radiação 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 função das radiações ionizantes no tratamento do 

câncer.    

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



CONCLUSÕES    74   

 



REFERÊNCIAS 75   

REFERÊNCIAS 

 
ABBAS, Abul. Imunologia celular e molecular 7a edição. Elsevier Brasil, 2012. 
 
ACUTO, O. et al. Molecular modifiers of T cell antigen receptor triggering threshold: the 
mechanism of CD28 costimulatory receptor. Immunological reviews 2003. 
 
AGATA, Y. et al. Expression of the PD-1 antigen on the surface of stimulated mouse T 
and B lymphocytes. Int. Immunol, 1996. 
 
AITTOKALLIO, T.; SCHWIKOWSKI, B. Graph-based methods for analysing networks 
in cell biology. Briefings in bioinformatics, v. 7, n. 3, p. 243-255, 2006. 
 
ALBERTS, B. et al. Biologia Molecular da Célula. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. 
 
ALBERTS, B. et al. Fundamentos da Biologia Celular. 3ª Ed. Porto Alegre: Artmed, 
2011. 
 
ARMITAGE, R. J. et al. Human B cell proliferation and Ig secretion induced by 
recombinant CD40 ligand are modulated by soluble cytokines. The Journal of 
Immunology, v. 150, n. 9, p. 3671-3680, 1993. 
 
ARPIN, C. et al. Generation of memory B cells and plasma cells in vitro. Science, v. 
268, n. 5211, p. 720, 1995. 
 
AUER, H.; NEWSOM, D. L.; KORNACKER, K. “Expression profiling using Affymetrix 
GeneChip microarrays”. Microchip Methods in Diagnostics, 2009. 
 
AUGELLO, A. et al. Bone marrow mesenchymal progenitor cells inhibit lymphocyte 
proliferation by activation of the programmed death 1 pathway. European journal of 
immunology 2005. 
 
BACHMANN, M. F.; OXENIUS, A. Interleukin 2: from immunostimulation to 
immunoregulation and back again. EMBO reports, v. 8, n. 12, p. 1142-1148, 2007. 
BAI, X. F., et al. B7-CTLA4 interaction promotes cognate destruction of tumor cells by 
cytotoxic T lymphocytes in vivo. Blood, 99(8), 2002. 
 
BARNES, E. C. Ionizing radiation. US Department of Health and Human Services, 
ATSDR. CDC, p. 101, 1999. 
 
BARRETT, T. et al. (2011). “NCBI GEO: archive for functional genomics data sets—10 
years on”. Nucleic acids research, 2011. 
 
BARRETT, T. et al. “NCBI GEO: archive for functional genomics data sets—update”. 
Nucleic acids research, 2013. 
 
BARRETT, T. et al. “NCBI GEO: archive for high-throughput functional genomic data”. 
Nucleic acids research, 2009. 
 



REFERÊNCIAS 76   

BATHKE, A. C. et al. “Greenhouse–Geisser adjustment and the ANOVA-type statistic: 
cousins or twins?”. The American Statistician, 2012. 
 
BAUER-MEHREN, A. “Integration of genomic information with biological networks 
using Cytoscape”. In Silico Systems Biology, p. 37-61, 2013. 
 

BAUER‐MEHREN, A.; FURLONG, L. I.; SANZ, F. Pathway databases and tools for 
their exploitation: benefits, current limitations and challenges. Molecular systems 
biology, v. 5, n. 1, p. 290, 2009. 
 
BECKER, J. D.; FEIJO, J. A. “Profiling Genomes With Oligonucleotide Arrays, 
Affymetrix Core Facility” Boletim de Biotecnologia, v.24, p.2-6, 2003. 
 
BERNARD, A.; LAMY, L.; ALBERTI, I. The two-signal model of T-cell activation after 
30 years. Transplantation, 73(1), 2002. 
 
BLAND, J. M.; ALTMAN, D. G. Statistics notes: bootstrap resampling methods. bmj, v. 
350, p. h2622, 2015. 
 
BLOHM, D. H.; GUISEPPI-ELIE, A. “New developments in microarray technology”. 
Current Opinion in Biotechnology, 2001. 
 
BOLÓN-CANEDO, V. et al. A review of microarray datasets and applied feature 
selection methods. Information Sciences, 2014. 
 
BOLSTAD, B. M. et al. “A comparison of normalization methods for high density 
oligonucleotide array data based on variance and bias,” Bioinformatics, vol. 19, no. 2, 
pp. 185–193, 2003. 
 
BOLSTAD, B. M. et al. “Quality assessment of Affymetrix GeneChip data”. In 
Bioinformatics and computational biology solutions using R and bioconductor (pp. 33-
47). Springer New York, 2005. 
 
BORDON, Y. “Immunotherapy: checkpoint parley”. Nature Reviews Cancer, 15(1), 3-3, 
2015. 
 
BORGES-OSÓRIO, M. R., ROBINSON, W. M. Genética Humana. Artmed Editora. 3ª 
Ed. Porto Alegre, 2013. 
 

BOUR‐JORDAN, H. et al.. “Intrinsic and extrinsic control of peripheral T‐cell tolerance 
by costimulatory molecules of the CD28/B7 family”. Immunological reviews, 241(1), 
180-205, 2011. 
 
BOYMAN, O.; SPRENT, J. The role of interleukin-2 during homeostasis and activation 
of the immune system. Nature Reviews Immunology, v. 12, n. 3, p. 180-190, 2012. 
 
BRANDT, C. S. et al. The B7 family member B7-H6 is a tumor cell ligand for the 
activating natural killer cell receptor NKp30 in humans. The Journal of experimental 
medicine 2009, 206:1495-1503. 
 



REFERÊNCIAS 77   

BRETSCHER, P. A. A two-step, two-signal model for the primary activation of precursor 
helper T cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 96(1), 1999. 
 
BRETSCHER, P.; COHN, M. A theory of self-nonself discrimination. Science, 
169(3950), 1042-1049. Sharpe, A. H., & Freeman, G. J. (2002). The B7–CD28 
superfamily. Nature Reviews Immunology, 2(2), 1970. 
 
BROWN, J. M.; CARLSON, D. J.; BRENNER, D. J. “The tumor radiobiology of SRS 
and SBRT: are more than the 5 Rs involved?”. International Journal of Radiation 
Oncology Biology Physics, 88(2), 254-262, 2014. 
 
BUCHBINDER, E. I.; DESAI, A. CTLA-4 and PD-1 pathways: similarities, differences, 
and implications of their inhibition. American journal of clinical oncology, 2016. 
 
BURR, J. S. et al. CD28 and CTLA4 coordinately regulate airway inflammatory cell 
recruitment and T-helper cell differentiation after inhaled allergen. American journal of 
respiratory cell and molecular biology, 2001. 
 
CALLAHAN, M. K.; WOLCHOK, J. D. “At the bedside: CTLA-4-and PD-1-blocking 
antibodies in cancer immunotherapy”. Journal of leukocyte biology, 94(1), 41-53, 2013. 
 
CANDEIAS, S.; TESTARD, I. “The many interactions between the innate immune 
system and the response to radiation”. Cancer Lett 356:173, 2015. 
 
CAO, X. N. et al. “Fine particulate matter leads to reproductive impairment in male rats 
by overexpressing phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling 
pathway”. Toxicology letters, 237(3), 181-190, 2015. 
 
CAROSELLA, E. D. et al. “A systematic review of immunotherapy in urologic cancer: 
evolving roles for targeting of CTLA-4, PD-1/PD-L1, and HLA-G”. European urology, 
68(2), 267-279, 2015. 
 
CARTER, L. et al. PD-1:PD-L inhibitory pathway affects both CD4(+) and CD8(+) T 
cells and is overcome by IL-2. European journal of immunology 2002, 32:634-643. 
CASTRO M. A. A. et al. “Chromosome aberrations in solid tumors have a stochastic 
nature”. Mutat Res. 2006. 
 
CASTRO, M. A. A. et al. “Impaired expression of NER gene network in sporadic solid 
tumors”. Nucleic Acids Res; 35: 1859-1867, 2007. 
 
CASTRO, M. A. et al. “ViaComplex: software for landscape analysis of gene expression 
networks in genomic context”. Bioinformatics, 25(11), 1468-1469, 2009. 
 
CEERAZ, S.; NOWAK, E. C.; NOELLE, R. J. B7 family checkpoint regulators in immune 
regulation and disease. Trends in immunology 2013. 
 
CHAMBERS, C. A. et al. CTLA-4-mediated inhibition in regulation of T cell responses: 
mechanisms and manipulation in tumor immunotherapy. Annual review of immunology 
2001. 
 



REFERÊNCIAS 78   

CHATENOUD, L.; PRIMO, J.; BACH, J. F. Induced dominant self-tolerance in overtly 
diabetic NOD mice. The journal of immunology, v.158, p.2947-2954, 1997. 
 
CHEN, J. et al. “The role of PAQR3 gene promoter hypermethylation in breast cancer 
and prognosis”. Oncology Reports, v. 36, n. 3, p. 1612-1618, 2016. 
 

CHEN, L.; FLIES, D. B. Molecular mechanisms of T cell co-stimulation and co-inhibition. 
Nature Reviews Immunology, 2013. 
 
CHEN, Z. et al. “A distribution-free convolution model for background correction of 
oligonucleotide microarray data”. BMC genomics, 10(1), 2009. 
 
COICO, R.; SUNSHINE, G. Immunology: a short course. John Wiley & Sons, 2015. 
 
COLLINS, Francis S. Microarrays and macroconsequences. nature genetics, v. 21, p. 
2-2, 1999. 
 
COLLINS, M.; LING, V. CARRENO, B. M. The B7 family of immune-regulatory ligands. 
Genome Biol 2005. 
 
COLOTTA, F. et al. Interleukin-1 type II receptor: a decoy target for IL-1 that is regulated 
by IL-4. Science, v. 261, n. 5120, p. 472-475, 1993. 
 
COYLE, A. J. et al. The CD28-related molecule ICOS is required for effective T cell–
dependent immune responses. Immunity, 13(1), 2000. 
 
CROFT, D. et al. Reactome: a database of reactions, pathways and biological 
processes. Nucleic acids research, p. gkq1018, 2010. 
 
CROFT, D. et al. The Reactome pathway knowledgebase. Nucleic acids research, v. 
42, n. D1, p. D472-D477, 2014. 
 
CROTTY, Shane. T follicular helper cell differentiation, function, and roles in disease. 
Immunity, v. 41, n. 4, p. 529-542, 2014. 
 
DALMOLIN, R. J. et al. “Transcriptomic analysis reveals pH-responsive antioxidant 
gene networks”. Frontiers in bioscience (Scholar edition), 4, 1556, 2012. 
 
DAOUSSIS, D., ANDONOPOULOS, A. P., LIOSSIS, S. N. C. Targeting CD40L: a 
promising therapeutic approach. Clinical and diagnostic laboratory immunology, 11(4), 
2004. 
 
DAVISSON, C. M.; EVANS, R. D. Gamma-ray absorption coefficients. Reviews of 
Modern Physics, v. 24, n. 2, p. 79, 1952. 
 
DE LA CRUZ-MERINO, L. et al. “Radiation for awakening the dormant immune system, 
a promising challenge to be explored”. Front. Immunol, 2014. 
 



REFERÊNCIAS 79   

DEFRANCE, T. et al. Interleukin 10 and transforming growth factor beta cooperate to 
induce anti-CD40-activated naive human B cells to secrete immunoglobulin A. The 
Journal of experimental medicine, v. 175, n. 3, p. 671-682, 1992. 
 
DI MAGGIO, F. M. et al. Portrait of inflammatory response to ionizing radiation 
treatment. Journal of Inflammation, v. 12, n. 1, p. 14, 2015. 
 
DONG, H. et al. B7-H1, a third member of the B7 family, co-stimulates T-cell 
proliferation and interleukin-10 secretion. Nature medicine 1999. 
 
DUDEK, R. W.; WILEY, J. E. Genética humana básica. Guanabara Koogan. 5ª Ed. Rio 
de Janeiro, 2009. 
 
DUDOIT, S. et al. “Statistical methods for identifying differentially expressed genes in 
replicated cDNA microarray experiments”. Statistica sinica, p. 111-139, 2002. 
 
ELBAKRY, O. et al. “Identification of differentially expressed genes for time-course 
microarray data based on modified RM ANOVA”. IEEE/ACM Trans. Comput. Biol. 
Bioinform. IEEE ACM;9:451-466, 2012. 
 
ELGUETA, R. et al. Molecular mechanism and function of CD40/CD40L engagement 
in the immune system. Immunological reviews, 229(1), 2009. 
 

FABREGAT, A. et al. The reactome pathway knowledgebase. Nucleic acids research, 
v. 44, n. D1, p. D481-D487, 2016. 
 

FARBER, D. L.; ACUTO, Oreste; BOTTOMLY, Kim. Differential T cell receptor‐
mediated signaling in naive and memory CD4 T cells. European journal of immunology, 
v. 27, n. 8, p. 2094-2101, 1997. 
 
FARBER, D. L. Biochemical signaling pathways for memory T cell recall. In: Seminars 
in immunology. Academic Press, 2009. p. 84-91. 
 
FAZEL, R. et al.” Exposure to low-dose ionizing radiation from medical imaging 
procedures”, 2009. 
 
FEARON, D. “Combination immunotherapy for câncer”. 1115-1115, 2016. 
 
FIFE, B. T. et al. “Interactions between PD-1 and PD-L1 promote tolerance by blocking 
the TCR–induced stop signal”. Nature immunology, 10(11), 1185-1192, 2009. 
 
FLIES, D. B.; CHEN, L. The new B7s: playing a pivotal role in tumor immunity. J 
Immunother 2007. 
 
FORMENTI, S. C.; DEMARIA, S. (2009). “Systemic effects of local radiotherapy”. The 
lancet oncology, 10(7), 718-726, 2009. 
 
FRIEDMAN, E. J. “Immune modulation by ionizing radiation and its implications for 
cancer immunotherapy”. Current pharmaceutical design, 8(19), 1765-1780, 2002. 
 



REFERÊNCIAS 80   

FUKUDA, A. et al. Age‐dependent sensitivity of the developing brain to irradiation is 
correlated with the number and vulnerability of progenitor cells. Journal of 
neurochemistry, v. 92, n. 3, p. 569-584, 2005. 
 
FULEKAR, M. H. (Ed.). “Bioinformatics: applications in life and environmental sciences’. 
Springer Science & Business Media, 2009. 
 
GAO, X. et al. Anti-chlamydial Th17 responses are controlled by the inducible 
costimulator partially through phosphoinositide 3-kinase signaling. PloS one, 7(12), 
2012. 
 
GARLANDA, C.; DINARELLO, C. A.; MANTOVANI, A. The interleukin-1 family: back to 
the future. Immunity, v. 39, n. 6, p. 1003-1018, 2013. 
 
GAUCHAT, J. F. et al. Modulation of IL-4 induced germline ε RNA synthesis in human 
B cells by tumor necrosis factor-α, anti-CD40 monoclonal antibodies or transforming 
growth factor-β correlates with levels of IgE production. International immunology, v. 4, 
n. 3, p. 397-406, 1992. 
 
GAUTIER, L., COPE, L., BOLSTAD, B. M., IRIZARRY, R. A. “Affy—analysis of 
Affymetrix GeneChip data at the probe level”. Bioinformatics, 20(3), 307-315, 2004. 
GENTLEMAN, R. et al. “Bioinformatics and computational biology solutions using R 
and Bioconductor”. Springer Science & Business Media, 2006. 
 
GOAZ, P. W.; PHAROAH, M. J. Production of X-rays and Interactions of X-rays with 
Matter. 1999. 
 
GOHLMANN, H.; TALLOEN, W. Gene Expression Studies Using Affymetrix 
Microarrays, New York, CRC Press, 2009. 
 
GOLDEN, E. et al. “The convergence of radiation and immunogenic cell death signaling 
pathways”. Frontiers in oncology, 2, 88, 2012. 
 
GORONZY, J. J., & WEYAND, C. M. T-cell co-stimulatory pathways in autoimmunity. 
Arthritis research & therapy, 2008. 
 
GREENFIELD, E. A.; NGUYEN, K. A.; KUCHROO, V. K. CD28/B7 costimulation: a 
review. Critical reviews in immunology, 1998. 
 
GREENWALD, R. J.; FREEMAN, G. J.; SHARPE, A. H. The B7 family revisited. Annual 
review of immunology 2005, 23:515-548. 
 
GRIFFITHS, A. J. F. Introdução à genética. Guanabara Koogan. 9ª Ed. Rio de Janeiro, 
2009. 
 
GRIMBACHER, B. et al. Homozygous loss of ICOS is associated with adult-onset 
common variable immunodeficiency. Nature immunology 2003. 
 



REFERÊNCIAS 81   

GYÖRFFY, B. et al. “An online survival analysis tool to rapidly assess the effect of 
22,277 genes on breast cancer prognosis using microarray data of 1,809 patients”. 
Breast cancer research and treatment, v. 123, n. 3, p. 725-731, 2010. 
 
HALL, E. J. Radiation biology for pediatric radiologists. Pediatric radiology, v. 39, n. 1, 
p. 57, 2009. 
HAMMERMAN, P. U.S. Patent No. 20,160,122,829. Washington, DC: U.S. Patent and 
Trademark Office, 2016. 
 
HAWIGER, D. et al. ICOS mediates the development of insulin-dependent diabetes 
mellitus in nonobese diabetic mice. J Immunol 2008. 
 
HELLWEG, C.E. “The nuclear factor κB pathway: a link to the immune system in the 
radiation response”. Cancer Lett, 2015. 
 
HERRERA, F. G.; BOURHIS, J.; COUKOS, G. “Radiotherapy combination 
opportunities leveraging immunity for the next oncology practice”. CA: A Cancer Journal 
for Clinicians, 2016. 
 
HORI, J. et al. B7-H1-induced apoptosis as a mechanism of immune privilege of corneal 
allografts. J Immunol 2006, 177:5928-5935. 
 
HUANG, D. W.; SHERMAN, B. T.; LEMPICKI, R. A. “Bioinformatics enrichment tools: 
paths toward the comprehensive functional analysis of large gene lists”. Nucleic acids 
research, v. 37, n. 1, p. 1-13, 2009. 
 
HUBER, W.; HEYDEBRECK, A. V.; VINGRON, M. “Handobook of Statistical Genetics”, 
3 ed, John Wiley & Sons, Cap. Analysis of microarray gene expression data, p.162-
187, 2003. 
 
HUTLOFF, A. et al. ICOS is an inducible T cell costimulator structurally and functionally 
related to CD28. Nature, 1999. 
 

IRIZARRY, R. A. et al. “Exploration, normalization, and summaries of high density 
oligonucleotide array probe level data,” Biostatistics, vol. 4, no. 2, pp. 249–264, 2003. 
 
ISHIKAWA, S. et al. A subset of CD4+ T cells expressing early activation antigen CD69 
in murine lupus: possible abnormal regulatory role for cytokine imbalance. Journal of 
Immunology, v.161, p.1267-1273, 1998. 
 
ITOH, K.; HIROHATA, S. The role of IL-10 in human B cell activation, proliferation, and 
differentiation. The Journal of Immunology, v. 154, n. 9, p. 4341-4350, 1995. 
 
JOHNSON, R. H. et al. “Gene expression in “young adult type” breast cancer: a 
retrospective analysis”. Oncotarget, 2001. 
 
JORDE, L. B. Genética Médica. 2a edição 2000. 
 



REFERÊNCIAS 82   

KAHLEM, Pascal; DÖRKEN, Bernd; SCHMITT, Clemens A. Cellular senescence in 
cancer treatment: friend or foe?. The Journal of clinical investigation, v. 113, n. 2, p. 
169-174, 2004. 
 
KAWABE, T. et al. CD40/CD40 ligand interactions in immune responses and pulmonary 
immunity. Nagoya journal of medical science, 2011. 
 
KEEDWELL, E.; NARAYANAN, A. Intelligent bioinformatics - The Application of 
Artificial Intelligence Techniques to Bioinformatics Problems, England, Wiley, 2005. 
 
KEHRL, J. H.; MURAGUCHI, A.; FAUCI, A. S. The effects of interleukin-1, interleukin-
2, alpha-interferon, and gamma-interferon on human B lymphocytes. Transactions of 
the Association of American Physicians, v. 97, p. 182-189, 1983. 
 
KEIR, M. E. et al. Tissue expression of PD-L1 mediates peripheral T cell tolerance. The 
Journal of experimental medicine 2006. 
 
KIM, E. S. et al. “Immune checkpoint modulators: an emerging antiglioma 
armamentarium”. Journal of immunology research, 2016. 
 
KIM, V. Narry; NAM, Jin-Wu. Genomics of microRNA. TRENDS in Genetics, v. 22, n. 
3, p. 165-173, 2006. 
 
KING, C. New insights into the differentiation and function of T follicular helper cells. 
Nature Reviews Immunology, v. 9, n. 11, p. 757-766, 2009. 
 
KLUG, W. S. et al. Conceitos de genética. Armed. Porto Alegre, 2010. 
 
KONDO, Y. et al. “Differential contribution of three immune checkpoint (VISTA, CTLA-
4, PD-1) pathways to antitumor responses against squamous cell carcinoma”. Oral 
oncology, 57, 54-60 2016. 
 
KREEGER, P. K.; LAUFFENBURGER, D. A. Cancer systems biology: a network 
modeling perspective. Carcinogenesis, v. 31, n. 1, p. 2-8, 2010. 
 
KRUMEICH, F. Properties of electrons, their interactions with matter and applications 
in electron microscopy. Laboratory of Inorganic Chemistry, p. 3-08, 2011. 
 
KUŁAKOWSKI, A. “The contribution of Marie Skłodowska-Curie to the development of 
modern oncology”. Analytical and bioanalytical chemistry, 400(6), 1583-1586, 2011. 
 

KUMAR, V.; ASTER, J. C.; ABBAS, A. Robbins & Cotran Patologia-Bases Patológicas 
das Doenças. Elsevier Brasil, 2015. 
 
KUMARI, A. et al “Immunomodulatory effects of radiation: what is next for cancer 
therapy?”. Future Oncology, 12(2), 239-256, 2016. 
 
KYI, C.; POSTOW, M. A. Checkpoint blocking antibodies in cancer immunotherapy. 
FEBS letters, 588(2), 2014. 
 



REFERÊNCIAS 83   

LANZAVECCHIA, A.; IEZZI, G.; VIOLA, A. From TCR engagement to T cell activation: 
a kinetic view of T cell behavior. Cell, 1999. 
 
LEHNERT, B. E.; IYER, R. Exposure to low-level chemicals and ionizing radiation: 
reactive oxygen species and cellular pathways. Human & experimental toxicology, v. 
21, n. 2, p. 65-69, 2002. 
 
LEWIS, R. Genética Humana: Conceitos e Aplicações. 5ª ed. Rio de Janeiro: 
Guanabara Koogan, 2001. 
LIU, S. Z. et al. Role of CD28/B7 costimulation and IL-12/IL-10 interaction in the 
radiation-induced immune changes. BMC immunology, v. 2, n. 1, p. 8, 2001. 
 
MANDA, K. et al. Effects of ionizing radiation on the immune system with special 
emphasis on the interaction of dendritic and T cells. Frontiers in oncology, v. 2, p. 102, 
2012. 
 
MANLEY, B.F.J. “Randomization, Bootstrap and Monte Carlo Methods in Biology” 
(second ed) Chapman and Hall, London, 1998. 
 
MARÍN, A. et al. “Bystander effects and radiotherapy”. Reports of Practical Oncology & 
Radiotherapy, 20(1), 12-21, 2015. 
 
MARÔCO, J. Análise estatística com o SPSS Statistics. ReportNumber, Lda, 2011. 
 
MATTHEWS, L. et al. “Reactome knowledgebase of human biological pathways and 
processes”. Nucleic acids research, 2014. 
 
MAZANET, M. M.; HUGHES, C. C. B7-H1 is expressed by human endothelial cells and 
suppresses T cell cytokine synthesis. J Immunol 2002, 169:3581-3588. 
 
MCCARTHY, Davis J.; SMYTH, Gordon K. Testing significance relative to a fold-
change threshold is a TREAT. Bioinformatics, v. 25, n. 6, p. 765-771, 2009. 
 

MESTURINI, R. et al. ICOS cooperates with CD28, IL‐2, and IFN‐γ and modulates 
activation of human naïve CD4+ T cells. European journal of immunology, 36(10), 2006. 
MOENS, L.; TANGYE, S. G. Cytokine-mediated regulation of plasma cell generation: 
IL-21 takes center stage. 2014. 
 
MUELLER, D. L.; JENKINS, M. K.; SCHWARTZ, R. H. Clonal expansion versus 
functional clonal inactivation: a costimulatory signalling pathway determines the 
outcome of T cell antigen receptor occupancy. Annual review of immunology, v. 7, n. 1, 
p. 445-480, 1989. 
 
MÜHLBERGER, I. et al. “Computational analysis workflows for Omics data 
interpretation”. Bioinformatics for Omics Data: Methods and Protocols, 379-397, 2011. 
 
MURIE, C. et al. “Comparison of small n statistical tests of differential expression 
applied to microarrays”. BMC bioinformatics, 10(1), 2009. 
 



REFERÊNCIAS 84   

MURPHY, K.; TRAVERS, P.; WALPORT, M.; JANEWAY, C. Janeway's 
immunobiology. New York, Garland Science, 2012. 
 
NAYAK, R. R. et al. “Stress-induced changes in gene interactions in human cells”. 
Nucleic acids research, 42(3), 1757-1771, 2014. 
 
NURIEVA, R. I. et al. B7h is required for T cell activation, differentiation, and effector 
function. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003. 
 
NUSSBAUM, R. L.; MCINNES, R.R.; WILLARD, H.F.  Thompson & Thompson 
Genética Médica. 7ª ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 
 
NUSSBAUM, R. L.; MCINNES, R.R.; WILLARD, H.F. Thompson & Thompson Genética 
Médica. 6ª ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001. 
 
O´GARRA, A.; VIEIRA, P. Regulatory T cells and mechanisms of immune system 
control. Nature Medicine, v.10, p.801-805, 2004. 
 
OELMANN, E. et al. Expression of interleukin-1 and interleukin-1 receptors type 1 and 
type 2 in Hodgkin lymphoma. PloS one, v. 10, n. 9, p. e0138747, 2015. 
 
OKUNO, E.; YOSCHIMURA, E. Física das Radiações. Oficina de Textos. São Paulo-
2010, p. 70, 2010. 
OTT, P. A.; HODI, F. S.; ROBERT, C. (2013). “CTLA-4 and PD-1/PD-L1 blockade: 
new immunotherapeutic modalities with durable clinical benefit in melanoma patients”. 
Clinical Cancer Research, 19(19), 5300-5309, 2013. 
OTTO, P. G; OTTO, P. A., FROTA-PESSOA, O. Genética Humana e clínica. Roca. 
São Paulo, 2004. 
OUDES, A. J. et al. “Transcriptomes of human prostate cells”. BMC genomics, 2006. 
 
PACZESNY, S. et al. New perspectives on the biology of acute GVHD, Bone Marrow 
Transplantation, v.45, p.1-11, 2010. 
 
PANG, J. et al. Characterization of the genes involved in nitrogen cycling in wastewater 
treatment plants using DNA microarray and most probable number-PCR. Frontiers of 
Environmental Science & Engineering, v. 10, n. 4, p. 1-10, 2016. 
 
PAPIN, J. A. et al. Reconstruction of cellular signalling networks and analysis of their 
properties. Nature reviews Molecular cell biology, v. 6, n. 2, p. 99-111, 2005. 
 
PARKER, J. J. et al. Characterization of direct radiation-induced immune function and 
molecular signaling changes in an antigen presenting cell line. Clinical Immunology, 
148(1), 44-55, 2013. 
 
PAULSSON, J., MICKE, P. “Prognostic relevance of cancer-associated fibroblasts in 
human câncer”. In Seminars in cancer biology. Academic Press, 2014. 
 
PEGGS, K. S. et al. Blockade of CTLA-4 on both effector and regulatory T cell 
compartments contributes to the antitumor activity of anti-CTLA-4 antibodies. The 
Journal of experimental medicine 2009, 206:1717-1725. 



REFERÊNCIAS 85   

 

PICCIRILLO, C. A. et al. “Translational control of immune responses: from transcripts 
to translatomes”. Nature immunology, 2014. 
 
PIERCE, B. A. Genética: um enfoque conceitual. Guanabara Koogan. 5ª Ed. Rio de 
Janeiro, 2004. 
 
PILAT, N. et al. Costimulatory pathways in transplantation. In Seminars in immunology 
(Vol. 23, No. 4, pp. 293-303). Academic Press, 2011. 
 
PILLAI, Shiv; ABBAS, Abul K.; LICHTMAN, Andrew HH. Imunologia celular e molecular. 
Elsevier Brasil, 2015. 
 
POCKLEY, A. G. “Radiation-induced effects and the immune system in cancer”. 
Radiation-induced effects and the immune system, 2012. 
 

PODOJIL, J. R; MILLER, S. D. “Molecular mechanisms of T‐cell receptor and 
costimulatory molecule ligation/blockade in autoimmune disease therapy”. 
Immunological reviews, 229(1), 337-355, 2009. 
 
POLITO, L. et al. “Apoptosis and necroptosis induced by stenodactylin in 
neuroblastoma cells can be completely prevented through caspase inhibition plus 
catalase or necrostatin-1”. Phytomedicine, v. 23, n. 1, p. 32-41, 2016. 
 
PRASAD, D. V. et al. B7S1, a novel B7 family member that negatively regulates T cell 
activation. Immunity 2003, 18:863-873. 
 
RE, F. et al. Inhibition of interleukin-1 responsiveness by type II receptor gene transfer: 
a surface" receptor" with anti-interleukin-1 function. Journal of Experimental Medicine, 
v. 183, n. 4, p. 1841-1850, 1996. 
 
RIBAS, A. et al. PD-1 blockade expands intratumoral memory T cells. Cancer 
immunology research, 2016. 
 
RIDLEY, M. Evolução. Artmed.  3ª ed. Porto Alegre, 2006. 
 
RIELLA, L. V. et al. Role of the PD-1 pathway in the immune response. American journal 
of transplantation: official journal of the American Society of Transplantation and the 
American Society of Transplant Surgeons 2012. 
 

RIHA, P.; RUDD, C. E. “CD28 co‐signaling in the adaptive immune response”. 
Self/nonself, 1(3), 231-240, 2010. 
 
RILEY, J. L.; JUNE, C. H. “The CD28 family: a T-cell rheostat for therapeutic control of 
T-cell activation”. Blood, 105(1), 2005. 
 
RITCHIE, M. E. et al. limma powers differential expression analyses for RNA-
sequencing and microarray studies. Nucleic acids research, p. gkv007, 2015. 
 



REFERÊNCIAS 86   

RÖDEL, F. et al. “Contribution of the immune system to bystander and non-targeted 
effects of ionizing radiation”. Cancer letters, 356(1), 105-113, 2015. 
 
ROSES, R. E. et al. “Radiation as immunomodulator: implications for dendritic cell-
based immunotherapy”. Radiation research, 182(2), 211-218, 2014. 
 
RUBNER, Y.; WUNDERLICH, R.; RÜHLE, P. F.; KULZER, L.; WERTHMÖLLER, N.; 
FREY, B. How does ionizing irradiation contribute to the induction of anti-tumor 
immunity? Front Oncol 2012. 
 
RUNG, J.; BRAZMA, A. “Reuse of public genome-wide gene expression data”. Nature 
Reviews Genetics, 14(2), 89-99, 2013. 
 
SALCEDA, S. et al. The immunomodulatory protein B7-H4 is overexpressed in breast 
and ovarian cancers and promotes epithelial cell transformation. Exp Cell Res 2005. 
 

SALDANHA‐ARAUJO, F. et al. Mesenchymal stem cells promote the sustained 
expression of CD69 on activated T lymphocytes: roles of canonical and non‐canonical 
NF‐κB signalling. Journal of cellular and molecular medicine, v. 16, n. 6, p. 1232-1244, 
2012. 
 
SANCHO, D.; GÓMEZ, M.; SÁNCHEZ-MADRID, F. “CD69 is an immunoregulatory 
molecule induced following activation”. TRENDS in Immunology, v.26, p.136-140, 
2005. 
 
SANSARE, K.; KHANNA, V.; KARJODKAR, F. "Early victims of X-rays: a tribute and 
current perception". Dentomaxillofacial Radiology, 2011. 
 
SAUDEMONT, A. et al. NK cells that are activated by CXCL10 can kill dormant tumor 
cells that resist CTL-mediated lysis and can express B7-H1 that stimulates T cells. 
Blood 2005. 
 
SCHAUE, D.; KACHIKWU, E. L.; MCBRIDE, W. H. Cytokines in radiobiological 
responses: a review. Radiation research, v. 178, n. 6, p. 505-523, 2012. 
 
SCHULZE, A., & DOWNWARD, J. “Navigating gene expression using microarrays—a 
technology review”. Nature cell biology, 2001. 
 
SELIGER, B. et al. The complex role of B7 molecules in tumor immunology. Trends in 
molecular medicine 2008. 
 
SERRANO, A.; CASTRO-VEGA, I.; REDONDO, M. “Role of gene methylation in 
antitumor immune response: implication for tumor progression”. Cancers, v. 3, n. 2, p. 
1672-1690, 2011. 
 
SHANNON, C. E. “Prediction and Entropy of Printed English”. The Bell System 
Technical Journal, 1951. 
 

SHARPE, A. H. “Mechanisms of costimulation”. Immunological reviews, 2009. 
 



REFERÊNCIAS 87   

SHARPE, A. H.; FREEMAN, G. J. The B7–CD28 superfamily. Nature Reviews 
Immunology, v. 2, n. 2, p. 116-126, 2002. 
 
SHEVACH, E.M.; CD4+CD25+ suppresor T cells: more questions than answers. Nature 
Reviews Immunology, v.2, p.389-400, 2002. 
 
SHOUVAL, D. S. et al. Interleukin 10 receptor signaling: master regulator of intestinal 
mucosal homeostasis in mice and humans. Advances in immunology, v. 122, p. 177, 
2014. 
 
SIMÃO, E. M. et al. “Induced genome maintenance pathways in pre-cancer tissues 
describe an anti-cancer barrier in tumor development”. Molecular BioSystems, 8(11), 
3003-3009, 2012. 
 
SIMÃO, E. M. et al. “Modeling the Human Genome Maintenance Network”. Physical A, 
v.389, p. 4188-94, 2010. 
 
SIMÃO, éder maiquel. Dinâmica da Transição Pré-Câncer para Câncer: Estudo da 
Expressão de Vias de Manutenção do Genoma. Universidade Federal de Santa Maria, 
2012. 
 
SLONIM, D. K.; YANAI, I. “Getting Started in Gene Expression Microarray Analysis”. 
PLoS Comput Biol 5(10): e1000543. doi:10.1371/journal.pcbi.1000543, 2009. 
 
SMITH-GARVIN, J. E.; KORETZKY, G. A.; JORDAN, M. S. “T cell activation”. Annual 
review of immunology, 27, 591, 2009. 
 
SNUSTAD, D.P.; SIMMONS, M.J. Fundamentos de Genética. 2ed. Rio de Janeiro: 
Guanabara Koogan, 2001. 
 
SNYDER, A. et al. “Genetic basis for clinical response to CTLA-4 blockade in 
melanoma”. New England Journal of Medicine, 371(23), 2189-2199, 2014. 
 
SPITZ, Douglas R. et al. Metabolic oxidation/reduction reactions and cellular responses 
to ionizing radiation: a unifying concept in stress response biology. Cancer and 
Metastasis Reviews, v. 23, n. 3-4, p. 311-322, 2004. 
 
STALTERI, M. A.; HARRISON, A. P. Interpretation of multiple probe sets mapping to 
the same gene in Affymetrix GeneChips. BMC bioinformatics, v. 8, n. 1, p. 13, 2007. 
 
STEEL G.G.; MCMILLAN T.J.; PEACOCK J. H. “The 5Rs of radiobiology”. Int J Radiat 
Biol, 1989. 
 
STRACHAN, T; READ, A. Genética Molecular Humana. 2ª ed. Porto Alegre, 2002. 
 
SUH, W. K. et al. The B7 family member B7- H3 preferentially down-regulates T helper 
type 1-mediated immune responses. Nature immunology 2003. 
 
SUN, L.; WU, J.; YI, S. Foxp3 is critical for human natural CD4+CD25+ regulatory T 
cells to suppress alloimmune response. Transplant immunology 2012. 



REFERÊNCIAS 88   

 

SUN, Yiyang et al. Inhibition of STAT signalling in bladder cancer by diindolylmethane-
relevance to cell adhesion, migration and proliferation. Current cancer drug targets, v. 
13, n. 1, p. 57-68, 2013. 
 
SZKLARCZYK, D. et al. “The STRING database in 2011: functional interaction networks 
of proteins, globally integrated and scored”. Nucleic acids research, v. 39, n. suppl 1, p. 
D561-D568, 2011. 
 
TEMPLIN, M. F. et al. “Protein microarray technology”. Drug discovery today, 2002. 
 
THIBULT, M. L. et al. PD-1 is a novel regulator of human B-cell activation. International 
immunology, 2013. 
 
THOMPSON, R. H.; KWON, E. D.; ALLISON, J. P. Inhibitors of B7-CD28 costimulation 
in urologic malignancies. Immunotherapy 2009. 
TOPALIAN, S. L.; DRAKE, C. G.; PARDOLL, D. M. “Immune checkpoint blockade: a 
common denominator approach to cancer therapy”. Cancer cell, 27(4), 450-461, 2015. 
 
TSENG, S. Y. et al. B7-DC, a new dendritic cell molecule with potent costimulatory 
properties for T cells. The Journal of experimental medicine 2001. 
 

TURNER, J. E. Atoms, radiation, and radiation protection. John Wiley & Sons, 2008. 

UNM Biology Undergraduate, University of New Mexico, 2002. Disponível em: 
<Labshttp://biology.unm.edu/ccouncil/Biology_124/Images/RNAtranslation.jpeg>, 
Acesso em: 08 de novembro de 2011. 
 
UNSCEAR. ANNEX D: Effects of ionizing radiation on the immune system. Report to 
the General Assembly. United Nations, New York, 2006. 
 
VANNEMAN, M.; DRANOFF, G. “Combining immunotherapy and targeted therapies in 
cancer treatment”. Nature Reviews Cancer, 12(4), 237-251, 2012. 
 

VERCELLI, D. et al. Endogenous interleukin 6 plays an obligatory role in interleukin 4‐
dependent human IgE synthesis. European journal of immunology, v. 19, n. 8, p. 1419-
1424, 1989. 
 
VIGDOROVICH, V. et al. Structure and T cell inhibition properties of B7 family member, 
B7-H3. Structure, 21(5), 2013. 
 
VOGEL, I. T.; VAN GOOL, S. W.; CEUPPENS, J. L. CD28/CTLA-4/B7 and 
CD40/CD40L costimulation and activation of regulatory T cells. World, 2014. 
 
VON MERING, C. et al. STRING: a database of predicted functional associations 
between proteins. Nucleic acids research, v. 31, n. 1, p. 258-261, 2003. 
 
WALLENSTEIN, S.; ZUCKER, C. L.; FLEISS, J. L. “Some statistical methods useful in 
circulation research”. Circulation Research, v. 47, n. 1, p. 1-9, 1980. 
 



REFERÊNCIAS 89   

WANG, S.; CHEN, L. T lymphocyte co-signaling pathways of the B7-CD28 family. Cell 
Mol Immunol, v. 1, n. 1, p. 37-42, 2004. 
 
WARTERS, R. L.; HOFER, K. G. Radionuclide toxicity in cultured mammalian cells: 
Elucidation of the primary site for radiation-induced division delay. Radiation research, 
v. 69, n. 2, p. 348-358, 1977. 
 
WATSON, J. et al. Molecular Biology of the Gene, 5 ed, 2004. 
 
WATSON, James D. et al. Biologia molecular do gene. Artmed Editora, 2015. 
 
WATSON, James D.; CRICK, Francis HC. The structure of DNA. In: Cold Spring Harbor 
symposia on quantitative biology. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1953. p. 123-
131. 
 
WHITESIDE, T. L. Inhibiting the inhibitors: evaluating agents targeting cancer 
immunosuppression. Expert opinion on biological therapy 2010. 
WIKENHEISER, D. J.; STUMHOFER, J. S. ICOS Co-Stimulation: Friend or Foe?. 
Frontiers in Immunology, v. 7, 2016. 
 
WING, K. et al. CTLA-4 control over Foxp3+ regulatory T cell function. Science 2008. 
 
WITHERS, H. R. “The four R's of radiotherapy”. Advances in Radiation Biology, 1975. 
 

WONG, C. K. et al. “Increased expression of plasma and cell surface co‐stimulatory 
molecules CTLA‐4, CD28 and CD86 in adult patients with allergic asthma”. Clinical & 
Experimental Immunology, 141(1), 122-129, 2005. 
 
YAMAZAKI, T. et al. Expression of programmed death 1 ligands by murine T cells and 
APC. J Immunol 2002. 
 
YAO, S. et al. B7-h2 is a costimulatory ligand for CD28 in human. Immunity, 34(5), 
2011. 
 
YARMISHYN, A. A. et al. Genome-wide analysis of mRNAs associated with mouse 
peroxisomes. BMC Genomics, v. 17, n. 13, p. 181, 2016. 
 
YU, D. et al. Roquin represses autoimmunity by limiting inducible T-cell co-stimulator 
messenger RNA. Nature, 2007. 
 
ZAHA A, FERREIRA HB, PASSAGLIA LMP. Biologia Molecular Básica. 3ª edição, 
Porto Alegre: Mercado Aberto, 2003. 
 
ZHANG, Y. B. et al. “The Methylation of p16 Gene Promoter in Carcinogenesis and 
Development of Breast Cancer”. Sichuan da xue xue bao. Yi xue ban Journal of 
Sichuan University. Medical science edition, v. 46, n. 3, p. 409, 2015. 
 
 
 
 



          ANEXO   90 
 
 

ANEXO – Nomes e siglas de genes. 
 
 
 
 
 

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 

CD8 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 II, 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 

IL10RA Interleukin 10 Receptor, alpha 

IL10RB Interleukin 10 Receptor, Beta 

IL11RA Interleukin 11 Receptor, Alpha 

IL12 Interleukin 12 

IL12A Interleukin 12ª 

IL12B Interleukin 12B 

IL12RB1 Interleukin 12 Receptor, Beta 1 

IL12RB2 Interleukin 12 Receptor, Beta 2 

IL13RA1 Interleukin 13 Receptor, Alpha 1 

IL15 Interleukin 15 

IL15RA 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 I 

IL1R2 Interleukin 1 receptor, type II 

IL2 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  

IL4 Interleukin 4 

IL4R Interleukin 4 Receptor 

IL5 Interleukin 5 

IL5RA Interleukin 5 Receptor, alpha  

IL6 Interleukin 6 

IL6R Interleukin 6 Receptor 

IL7 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 

LCP2 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 

SOS1 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 
 


