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O efeito bystander diz respeito a respostas bioldgicas detectadas em células ndo diretamente irradiadas,
mas que sdo influenciadas, de alguma forma, por sinais transmitidos por células irradiadas vizinhas. Essas
respostas biolégicas incluem trocas entre cromatides irmds, mutacdes, formacdo de micronicleos,
aberracGes cromossdmicas, carcinogéneses, além de morte por apoptose e necrose. Apesar de sua
existéncia ser indiscutivel, os mecanismos envolvidos no desencadeamento do efeito bystander ainda nao
foram completamente esclarecidos. Estudos anteriores comprovam que este efeito € dependente de uma
grande variedade de parametros incluindo a dose, a taxa de dose, o tipo de radiacdo e tipo de célula ou
tecido. O presente trabalho visa confirmar a técnica anteriormente utilizada na literatura em linhagens
celulares humanas para a verificacdo do efeito bystander. Os resultados sugerem que as condicdes de
trabalho adotadas pelo grupo apresentam eficiéncia técnica e possibilitam a verificagdo da ocorréncia do
efeito bystander.
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Experimental verification for in vitro technique confirmation of bystander effect induced by gamma
radiation in CHO-K1 cell line.

The bystander effect refers to biological responses detected in cells not directly irradiated but influenced,
somehow, by signals transmitted from neighboring irradiated cells. These biological responses include
sister chromatid exchange, mutations, micronucleus formation, chromosomal aberrations, carcinogenesis,
apoptosis and necrosis. Although its existence is unquestionable, the mechanisms involved on triggering
the bystander effect are not yet completely elucidated. Previous studies have shown that the bystander
effect depends on a large variety of parameters including the radiation dose, the dose rate, the type of
radiation and type of cells or tissue. This study aims to confirm the technique previously used in the
literature in human cell lines for the bystander effect verification. The results suggest that the working
conditions adopted by the group show technical efficiency and enables the reproduction of the bystander
effect.

Keywords: Bystander effects, ionizing radiation, radiobiology.

1. INTRODUCAO

Em 1992, Nagasawa e Little sugeriram ap6s experimentos em células de ovario de hamsters
irradiados com particulas alfa que danos genéticos podem ser induzidos por baixas doses de
radiacdo (entre 1 cGy e 5 Gy) sobre nucleos de células que ndo foram atravessadas por essas
particulas. Esses achados sugerem a produgio de um fator por parte das células irradiadas .
Este fator provocou aumento dos niveis de morte celular por apoptose e necrose, além de
reduzir a eficiéncia de clonagem e a inducdo de proteinas envolvidas no controle de morte
celular que nunca estiveram expostas & radiacdo °. Estas respostas biologicas foram entdo
chamadas de “efeitos bystander” e ainda incluem trocas entre cromdtides irmis, mutagdes,
formagcao de microndcleos, instabilidade e aberragfes cromossdmicas e carcinogénese > > °,

Mothersill e Seymour definiram o efeito bystander como uma resposta detectada em células
ndo diretamente irradiadas, mas influenciadas, de alguma forma, pela mensagem transmitida por
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células irradiadas ’. Esse mecanismo pode-se apresentar de duas formas: a primeira, conhecida
como ICCM (do inglés Irradiated Cells Conditioned Medium), diz respeito a transferéncia de
meio proveniente de culturas celulares que foram irradiadas para outras culturas que ndo foram
expostas a radiacdo. Apos a irradiacdo, as células e o meio ficam em contato por um tempo T1
(conhecido como tempo de pos-irradiacdo) e apds esse periodo, é realizada a transferéncia de
meio irradiado para uma cultura ndo irradiada. Apds um tempo T2 conhecido como tempo de
resgate, a cultura ndo irradiada é entdo analisada. Esse tipo de experimento utiliza radiacfes de
baixo LET (do inglés Linear Energy Transfer), obtidos a partir de raios X ou gama; a segunda
forma refere-se ao uso de micro feixes de particulas alfa (alto LET) que permitem a irradiacdo
precisa da célula em questdo. Os experimentos realizados com transferéncia de meio
demonstram efeitos bystander para letalidade celular, aberracGes cromossémicas e atraso do
ciclo celular e sugerem que tal efeito se deve a uma molécula secretada pelas células irradiadas
que é capaz de transferir danos as células ndo irradiadas ®.

Em experimentos in vitro, a transmissdao do sinal bystander pode ocorrer por duas vias
distintas nas quais se considera a possibilidade de dano tanto em células préximas quanto em
células mais distantes. Sao elas: as jungdes gap, ou gap junctions, que ocorrem apenas com 0
contato célula-célula para a transmissao do fator, ndo sendo, porém um mecanismo essencial,
mas auxiliar % e também por meio condicionado de células irradiadas (ICCM), em que
moléculas sinalizadoras sdo secretadas no meio de cultura a partir de células expostas a radiacao
g: l%osteriormente recebidas e identificadas por células bystander que ndo sofreram a irradiacio "

Experimentos in vitro demonstram que as células bystander ndo necessitam estar presentes
no momento da exposicdo a radiacdo para serem afetadas e evidenciam a producdo de um fator
que néo requer a transferéncia pelo contato célula-célula mediada por gap-junctions®.

Apesar dos mecanismos responsaveis pelo desencadeamento do efeito bystander serem
indiscutiveis ® **, vérios experimentos indicam a sua dependéncia de pardmetros tais como a
dose, a taxa de dose, o tipo de radiacdo e tipo de célula ou tecido *

Experimentos realizados recentemente com a técnica de citometria de fluxo em linhagens
celulares de cancer de mama MACL-1 e MGSO-3 estabelecidas por Correa et al. ** e que nunca
haviam sido submetidas a experimentos variando-se as doses de radiacdo gama, a densidade
celular e o tempo em que células ndo irradiadas ficaram em contato com o meio irradiado,
apontaram para a possibilidade da ocorréncia do efeito bystander '*. Como essas linhagens
demonstraram ser radioresistentes **, o que minimiza a ocorréncia do efeito bystander, fez-se
necessario a realizacdo de novos experimentos em outras culturas que possibilitassem a
comprovacao da eficiéncia da técnica de citometria de fluxo para avaliagdo da morte celular
nessas culturas.

O presente trabalho tem como objetivo principal realizar experimentos para verificar se o
efeito bystander ocorre em outra linhagem celular utilizando-se a mesma técnica de citometria
de fluxo. A linhagem celular escolhida foi a CHO-K1, de ovario de hamsters chineses,
submetida a radiacdo gama nas condi¢des experimentais descritas no item 2,

2. MATERIAIS E METODOS

As medidas foram realizadas no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular (LICM), do
Departamento de Biogquimica e Imunologia, que se encontra localizado no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. As irradiacdes foram realizadas com o
aparelho de irradiacdo de telecobaltoterapia do Hospital Luxemburgo, em Belo Horizonte e no
LIG (Laboratorio de Irradiacdo Gama) do CDTN/CNEN.

Os experimentos foram planejados de modo a tentar confirmar os resultados do trabalho
anterior * que utilizava linhagens celulares tumorais para a visualizacdo experimental do efeito
bystander. Para isso, foi utilizado como bibliografia base, o artigo de Nugent et al. *°

Para aumentar a eficiéncia da irradiagdo, as placas de cultura, utilizadas anteriormente, foram
trocadas por garrafas de cultura. Essa troca reduz os espagos existentes entre 0s pogos das placas
de 48 pogos.



P.H.L. Viana et al., Scientia Plena 9, 081021 (2013) 3

a) CULTURA CELULAR - Foi utilizada a linhagem celular CHO-K1 proveniente de
ovario de hamsters chineses. As células foram mantidas em garrafas de cultura celular T-75
(SARSTEDT®) e T-25 (SARSTEDT®) que continham meio de cultura Nutrient Mixture F12
(HAM) (SIGMA®), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (INVITROGEN®),
200 mM de L-Glutamina (SIGMA®), e 1 U/mL de antibidticos penicilina/estreptomicina
(INVITROGEN®). As culturas foram mantidas em estufa imida, contendo 5% de CO,, a 37 °C.
Foram feitos repiques semanais e 0 meio de cultura foi substituido a cada dois ou trés dias. A
cada novo experimento, realizava-se a contagem celular apds a tripsinizacdo para determinar o
nimero de células que seriam plaqueadas em cada garrafa de cultura. Os estoques celulares
foram mantidos sob congelamento em nitrogénio liquido.

b) TRATAMENTO DAS CELULAS COM RADIACAO - O tratamento das células com
radiacdo gama teve variacdo de dose entre 0,5 Gy a 5 Gy e foi realizado com fontes de *°Co,
provenientes do Hospital Luxemburgo e do Laboratério de Irradiacdo Gama (LIG), que se
encontra no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN). Apds tripsinizacao e
contagem, 5x10° células foram semeadas em garrafas de cultura T-25 (SARSTEDT®) contendo
5 ml de meio de cultura. As garrafas foram transportadas até os locais da irradiacdo em caixas
de isopor e mantidas logo ap6s o tratamento em estufa Umida, contendo 5% CO, e a 37 °C.
Apbs 1h do tratamento (T1), foi feita a troca do meio irradiado para as garrafas de cultura com
células que ndo foram irradiadas. O meio irradiado ficou em contato com as células nédo
irradiadas por um intervalo de tempo T2, que no caso deste experimento foi de 24 e 48 horas.

c) CITOMETRIA DE FLUXO PARA AVALIAQAO DA MORTE CELULAR - As
garrafas foram incubadas em estufa Umida, 5% de CO, e 37 °C, de modo que as células ndo
irradiadas permanecessem em contato com o meio de cultura de células irradiadas por tempos
T2 de 24 e 48h. Para analise da morte celular, foi seguido o protocolo de iodeto de propideo de
Nicoletti e Riccardi '°. Ap6s os tempos T2, retirou-se o meio das garrafas de cultura e
adicionou-se 1 ml de solucdo de iodeto de propideo (20 ug/mL). O meio de cultura era
transferido para tubos conicos de 15 ml e posteriormente centrifugados por 10 minutos a 1800
rpm. Em seguida, descartava-se o sobrenadante e fazia-se a homogeneizacdo do pellet formado
em 1 ml de solucédo de iodeto de propideo. As garrafas contendo as células e os tubos conicos de
15 ml foram incubados em geladeira a 4 °C por um periodo de 1 hora. Os niveis de DNA que
guantificam a morte celular foram determinados usando o aparelho de Citometria de Fluxo
Guava easy-Cyte (Millipore®). Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstrados abaixo nas figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 fazem referéncia a
experimentos independentes realizados em triplicatas sob mesmas condi¢fes experimentais, 0
que permitiu a elaboracdo de um pool génico para analise da apoptose na linhagem celular
estudada. Para isso, as doses foram fixadas em 0,5 Gy, 2 Gy e 5 Gy. Os dados foram reunidos
em graficos e posteriormente transformados em porcentagem, considerando o grupo “controle”
como 100% de células mortas, o que reduz a variabilidade dos diferentes experimentos.

Para demonstrar que os valores foram estatisticamente diferentes, utilizou-se a nomenclatura
a seguir para expressar a distin¢do entre os valores estatisticos dos experimentos:

*e#et =diferenga  significativa (0,01 >p <0,05)
** e ## = diferenca muito significativa (0,001 >p <0,01)
*** e ###t = diferenca extremamente significativa (p < 0,001)

a) EXPERIMENTOS REALIZADOS NO APARELHO DE TELECOBALTOTERAPIA —
Os experimentos a seguir foram feitos com 5x10° células, usando doses de 0,5 Gy, 2 Gy e 5 Gy
para T1=1h e T2=24h e 48h.
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Efeito Bystander para dose 0,5 Gy e tempo T2 = 24h
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Figura 1: Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 0,5 Gy, densidade 5x10°
células, T1=1h e T2=24h. Os *** indicam diferenca extremamente significativa (p <
0,001) do grupo Bystander em relacdo ao grupo Controle. Os ### indicam diferenca
extremamente significativa (p < 0,001) do grupo Células Irradiadas em relagédo ao
Controle e Meio Irradiado.

Efeito Bystander para dose 0,5 Gy e tempo T2 = 48h
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Figura 2: Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 0,5 Gy, densidade 5x10°
células, T1=1h e T2=48h. O * indica diferenca significativa (0,01 >p <0,05) do
grupo Bystander em relagéo ao grupo Controle. O # indica diferenca significativa
(0,01 > p <0,05) do grupo Células Irradiadas em relag&o aos grupos Controle e Meio
Irradiado.
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Efeito Bystander para dose 2 Gy e tempo T2 = 24h
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Figura 3. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 2 Gy, densidade 5x10°
células. T1=1he T2=24h. Os *** indicam diferenca extremamente significativa (p <
0,001) do grupo Bystander em relacéo ao grupo Controle. O + indica diferenca
significativa (0,01 > p < 0,05) do grupo Meio Irradiado em relacdo ao grupo Controle.
Os ### indicam diferenca extremamente significativa (p < 0,001) do grupo Células
Irradiadas em relacéo aos grupos Controle e Meio irradiado.

Efeito Bystander para dose 2 Gy e tempo T2 = 48h
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Figura 4. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 2 Gy, densidade 5x10°

células. T1=1h e T2=48h. Os ** indicam diferenca muito significativa (0,001 >p <

0,01) do grupo Bystander em relac@o ao grupo Controle. Os ## indicam diferenca

muito significaziva (0,001 > p < 0,01) do grupo Células Irradiadas em relagdo aos
grupos Controle e Meio Irradiado.
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Efeito Bystander para dose 5 Gy e tempo T2 = 24h
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Figura 5. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 5 Gy, densidade 5x10°
células, T1=1h e T2=24h. Os *** indicam diferenca extremamente significativa (p <
0,001) do grupo Bystander em relacéo ao grupo Controle. O + indica diferenca
significativa (0,01 > p < 0,05) do grupo Meio Irradiado em relagdo ao grupo Controle.
Os #i## indicam diferenga extremamente significativa (p < 0,001) do grupo Células
Irradiadas em relacéo aos grupos Controle e Meio irradiado.

Efeito Bystander para dose 5 Gy e tempo T2 = 48h
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Figura 6. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 5 Gy, densidade 5x10°

células, T1=1h e T2=48h. Os *** indicam diferenca extremamente significativa (p <

0,001) do grupo Bystander em relacéo ao grupo Controle. Os ### indicam diferenca

extremamente significativa (p < 0,001) do grupo Células Irradiadas em relagdo aos
grupos Controle e Meio Irradiado.
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Os resultados acima mostram a ocorréncia do efeito bystander nas trés doses de radiagéo
utilizadas. Para doses mais baixas, de 0,5 Gy, o tempo T2 mais eficiente para a verificacdo do
efeito foi de 24 horas. Isso sugere que ao se aumentar o tempo de contato entre as células ndo
irradiadas com o meio irradiado para 48 horas, as células sobreviventes tiveram chance de se
multiplicar (Figuras 1 e 2).

Observa-se que na Figura 4, mantendo-se T2 em 48 horas e aumentando-se a dose para 2 Gy,
percebe-se um aumento significativo na magnitude do efeito bystander. Isto pode ser
justificado pelo fato de que o aumento da dose implica no aumento do dano e consequentemente
no aumento de sinais bystander no meio. O mesmo ndo pode ser dito sobre os resultados
mostrados na Figura 6, onde era de se esperar um aumento significativo na morte pelo menos
das células diretamente irradiadas dado o aumento da dose para 5 Gy. O fato das células CHO-
K1 serem radioresistentes pode contribuir para o que foi observado [17]. Assim, doses baixas
parecem afetar mais as células em um curto espaco de tempo.

Nas Figuras 3 e 5, apesar de ser possivel observar diferencas extremamente significativas
estatisticamente entre os grupos Controle e Bystander, houve também pequena diferenga entre
0s grupos Controle e Meio Irradiado.

b) EXPERIMENTOS REALIZADOS NO LABORATORIO DE IRRADIACAO GAMA
(LIG) — Os experimentos a seguir foram feitos com 5x10° células, com a dose fixada em 2 Gy
para T1=1h e T2=24 e 48h.

Efeito Bystander para dose 2 Gy e tempo T2 = 24h
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Figura 7. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 2 Gy, densidade 5x10°
células, T1=1h e T2=24h. Os ### indicam diferenca extremamente significativa (p <
0,001) do grupo Células Irradiadas em relacéo aos grupos Controle, Bystander e Meio
Irradiado.
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Efeito Bystander para dose 2 Gy e tempo T2 = 48h
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Figura 8. Morte celular na linhagem CHO-K1, com doses de 2 Gy, densidade 5x10°
células, T1=1h e T2=48h. Os ** indicam diferenca muito significativa (0,001 >p <0,01)
entre o grupo Bystander e o grupo Controle. Os ### indicam diferenca extremamente
significativa (p < 0,001) do grupo Células Irradiadas em relagéo aos grupos Controle e
Meio Irradiado.

Os resultados das Figuras 7 e 8 sdo justificados da mesma forma que os resultados das
Figuras 1 e 2. Vale destacar que as condic¢des de irradiacdo no LIG ndo se mostraram ideais para
este experimento devido a dificuldade de posicionamento das garrafas de culturas celulares no
campo de radiacdo. Soma-se a isso a incerteza no valor da dose depositada devido aos altos
valores de atividade da fonte de *°Co deste laboratério.

No presente trabalho foram realizados experimentos para verificagdo da ocorréncia do efeito
bystander em outra linhagem celular, a CHO-K1, de ovéario de hamsters chineses, utilizando-se
a técnica de citometria de fluxo.

Os experimentos realizados com os parametros densidade celular de 5x10° células/garrafa,
tempos de resgate T2=24h com dose de 0,5 Gy (Figura 1), T2=48h com dose de 2 Gy (Figura 4)
e T2=48h com dose de 5 Gy (Figura 6) foram os que melhor apresentaram o efeito bystander
para a linhagem utilizada.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a técnica utilizada é capaz de verificar o efeito bystander, segundo o
artigo base adotado, o que pode confirmar e dar maior credibilidade para os resultados obtidos
anteriormente com as linhagens celulares humanas de cancer de mama MACL-1 e MGSO-3.
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