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ABSTRACT  

The aim of the present study was to determine and to compare the profile of cytokines produced by non-irradiated and 

irradiated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and the possible application of this analysis as a biomarker of 

individual radiosensitivity. For this, peripheral blood (PB) samples were collected from seven healthy volunteers, and 

each sample divided in two aliquots: one aliquot was irradiated with a dose of 2 Gy (from a 6MV Linear Accelerator) 

and while the other one was kept non irradiated. All PBMCs were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% 

Bovine Fetal Serum for 48 hours at 37°C and 5% CO2. The cytokines TNF, IL-17A, IL-4 and IL-10 were measured by 

flow cytometry. Wilcoxon test was performed with the level of significance of 95%. In the irradiated samples it was 

observed a slight increase of the median of the level of cytokines TNF, IL-4 and IL-10 (from 1040.9 to 1196.1 pg/mL, 

from 127.3 to 138 pg/mL, and from 99.9 to 120.8 pg/mL, respectively) and a slight decrease in median of cytokines IL-

17A (from 841.1 to 799.4 pg/mL). In addition to this evidence, there was a high inter-individual variability of cytokine 

concentrations in response to irradiation. It was observed that some individuals are more responsive to the expression of 

some inflammatory proteins after exposure to X-rays. Although further studies are necessary, the hypothesis that raises 

is that these biomarkers could be predictor of future individual responses to ionizing radiation exposure.  
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RESUMO  

A presente pesquisa objetivou determinar e comparar o perfil de citocinas produzidas pelas células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) não irradiadas e irradiadas in vitro, bem como sua possível aplicação como biomarcador de 

radiossensibilidade individual. Foram coletadas amostras de sangue periférico (SP) de sete voluntários saudáveis. De 

cada amostra, uma alíquota de SP foi irradiada com dose de 2Gy de raios-X enquanto outra alíquota foi mantida como 

controle (não irradiada). As PBMCs foram cultivadas em RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 

incubadas por 48 horas a 37 °C e 5% de CO2. Foram quantificadas as citocinas TNF, IL-17A, IL-4 e IL-10 utilizando o 

citometro de fluxo. Foi utilizado o teste de Wilcoxon a um nível de significância de 95%. Observou-se, nas amostras 

irradiadas, um discreto aumento da mediana dos níveis das citocinas TNF, IL-4 e IL-10 (de 1040,9 para 1196,1 pg/mL; 

de 127,3 para 138 pg/mL e de 99,9 para 120,8 pg/mL, respectivamente) e uma discreta diminuição da mediana da 

citocina IL-17A (de 841,1 para 799,4 pg/mL), estas diferenças não foram estatisticamente significativas. Verificou-se 

uma elevada variabilidade interindividual das concentrações das citocinas em resposta à irradiação. Constatou-se que 

alguns indivíduos são mais responsivos quanto à expressão de algumas proteínas inflamatórias após exposição aos 

raios-X, indicando a possibilidade de emprego destes biomarcadores como teste preditivo da resposta individual à 

radiação ionizante antes de uma radioterapia, em uma abordagem de medicina de precisão.  

Palavras-chaves: Citocinas; Inflamação; Radiossensibilidade; Biomarcador 

1. INTRODUÇÃO  

A radioterapia (RT), isoladamente ou combinada à quimioterapia, é uma das opções de tratamento 

mais utilizada no combate ao câncer. No entanto, em muitos casos, as reações adversas associadas à 

RT, em resposta à interação da radiação ionizante (RI) com os tecidos sadios circunvizinhos ao 

tumor, constituem um fator limitante à eficácia desse tratamento. Dentre as reações adversas 

decorrentes da RT, a inflamação merece destaque (Travis, 2007; Borràs-Fresneda et al., 2016).  

Alguns pacientes submetidos à RT apresentam sinais típicos de um quadro inflamatório agudo 

decorrentes de uma cascata de transdução de sinais celulares induzida pela interação da radiação 

com o tecido sadio adjacente ao tumor. Essa condição provém de uma exacerbação da resposta 

imunológica sendo uma reação adversa limitante da radioterapia e apresentando-se de forma 

singular em cada indivíduo (Ryan, 2012; Burnette; Weichselbaum, 2013; Frey et al. 2015).  

A variabilidade na resposta individual às RIs – ou seja, os diferentes graus de radiossensibilidade – 

por ser reconhecidamente um aspecto importante para a eficácia da RT, há um esforço internacional 

pela busca de novos testes preditivos das reações adversas exacerbadas (Beaton et al., 2013). Nesse 

sentido, pesquisas envolvendo metabólitos celulares vêm ganhando espaço como potenciais 

biomarcadores de sensibilidade às RIs, a exemplo de uma classe de proteínas denominada citocinas.  

As citocinas estão intimamente associadas ao grau de lesão tecidual. Estas proteínas são expressas 

em quantidades ínfimas no estado fisiológico basal, no entanto, a perturbação desse estado de 
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equilíbrio por um agente agressor estimula sua produção. A intensidade deste quadro varia em 

função da radiossensibilidade individual e constitui um dos fatores limitantes da RT. Portanto, a 

análise de citocinas pode vir a ser útil na identificação do grau de radiossensibilidade individual, 

visto que esta classe de proteínas está relacionada ao processo inflamatório (Di Maggio et al., 

2015).  

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi determinar e comparar o perfil de citocinas produzidas 

pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) não irradiadas e irradiadas, bem como 

sua possível aplicação como biomarcador de radiossensibilidade individual.  

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Coleta das amostras biológicas e Aspectos Éticos  

Foram coletados 18 mL de sangue periférico, em tubos contendo heparina sódica, de sete indivíduos 

(quatro mulheres e três homens) saudáveis (identificados como: I, II, III, IV, V, VI e VII), com 

faixa etária entre 18 e 62 anos. Todos os indivíduos assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido antes da coleta, seguindo as recomendações do comitê de ética em seres humanos da 

UFPE (parecer nº 1084.387).  

2.2 Procedimento de irradiação  

Da amostra coletada, 9 mL foram irradiados “in vitro”com raios-X, recebendo a dose de 2 Gy com 

Acelerador Linear de 6MV (Modelo Primus, Siemens; localizado no Instituto de Medicina Integral 

Prof. Fernando Figueira) e 9 mL do sangue foram mantidos como controle (não irradiado). Após a 

irradiação, as amostras foram processadas para obtenção das células mononucleares.  

2.3 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)  

As amostras de sangue periférico foram depositadas sobre uma solução de Ficoll (densidade de 

1,077±0,001 g.mL-1) (GE Healthcare) na proporção de 1:1 e centrifugadas a 400 x g por 45 

minutos. As PBMCs obtidas foram lavadas com solução de PBS na proporção de 1:2 e as amostras 

foram centrifugadas a 350 x g por 15 minutos. A cada botão celular obtido foi adicionado 5mL de 

meio de cultivo RPMI1640 (Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

(Cultilab, Brasil).  

2.4 Ajuste da concentração celular  

Ao volume de 50μL da suspensão celular final obtida no item anterior foi adicionado à 50 μL do 

corante azul de tripan 0,4% v/v (Sigma-Aldrich, Brasil) ou seja, na proporção 1:1. As células foram 
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depositadas em câmara de Neubauer e analisadas quanto a viabilidade por microscopia óptica. A 

concentração celular foi ajustada para 5x105 células/150μL e 1x106 células/mL de meio RPMI. 

1640 suplementado com 10% SBF para ensaio de citotoxicidade e de quantificação de citocinas, 

respectivamente.  

2.5 Ensaio de citotoxicidade  

O teste de citotoxicidade foi realizado in vitro em cultura de PBMCs e quantificado pelo método 

MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo). Após 48 horas em estufa a 5% de CO2 e 

37°C, foi adicionado à solução de MTT-sal de tetrazolium (Sigma-Aldrich, Brasil) a 0,5mg/mL e as 

placas retornaram à incubadora por mais 3 horas. Em seguida, foram adicionados 120μL da solução 

de SDS 20% para dissolução do precipitado. Após 24 horas, a absorbância foi lida em 

espectrofotômetro de placa no comprimento de onda de 570nm (Modelo EL808, BioTek, USA).  

2.6 Cultura celular  

As PBMCs isoladas foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com L-Glutamina, 10% 

de SFB, 10mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) e 200U/mL de 

Penicilina/Estreptomicina (Cultilab, Brasil). Estas células foram cultivadas na presença e ausência 

doPMA (Phorbol 12-mystirate, 13-acetate) (Sigma-Aldrich, Brasil) e Ionomicina (Sigma-Aldrich, 

Brasil) durante 48 horas em estufa a5% de CO2e 37°C. O PMA e a ionomicina foram utilizadas 

como estímulo à proliferação celular e à produção de citocinas. Após o período de incubação os 

sobrenadantes foram retirados, armazenados e acondicionados à -20°C até o momento da realização 

do CBA.  

2.7 CBA (Citometric Bead Array)  

Os sobrenadantes de cultura de PBMCs foram analisados em citômetro de fluxo BD FACSCanto II 

FlowCytometer, por CBA. As citocinas presentes foram detectadas utilizando o kit CBA Human 

TH1/Th2/Th17 cytokine (BD Biosciences, USA), seguindo as recomendações dos fabricantes. As 

citocinas TNF, IL-17A, IL-4 e IL-10 (limites de detecção de 2,8; 18,9; 4,9; 4,5 pg/mL, respectivamente) 

foram avaliadas considerando-se o Índice Médio de Fluorescência (IMF). Foram adquiridos 10.000 

eventos por amostra em citômetro de fluxo utilizando o software FACSDiva. Para as análises das 

aquisições utilizou-se o software FCAP. 

2.8 Análise estatística  

Foi realizado teste de Wilcoxon para verificar diferenças entre os tratamentos com software 

BioEstat 5.0. O nível de significância adotado foi de 5% (p < 0,05).   
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Para verificar o efeito da radiação ionizante na viabilidade celular, foi utilizado o teste do MTT. A 

viabilidade foi determinada após a irradiação e o cultivo celular de 48 horas. Tanto para as amostras 

irradiadas quanto não irradiadas, as viabilidades foram ≥ 80%.  

Uma vez que a dose de 2 Gy não se mostrou tóxica às PBMCs, nas condições experimentais 

adotadas, foram determinados os níveis de citocinas pró e anti-inflamatorias antes e após a 

exposição à radiação ionizante. A Figura 1 (A) e (B) apresenta as dispersões e as medianas dos 

perfis das citocinas (em pg/mL) TNF, IL-17A, IL-4 e IL-10 das amostras de sangue não irradiadas e 

irradiadas, cultivadas por 48 horas e estimuladas com PMA+IONO. Na Figura 1(A), é possível 

observar aumento da mediana da citocina pró-inflamatória TNF pós-irradiação (de 1040,9 para 1196,1 

pg/mL, ou seja, um aumento de 15%) e diminuição da mediana da citocina IL-17A (de 841,1 para 799,4 

pg/mL, ou seja, uma diminuição de 5%). Essas alterações não foram estatisticamente significativas. Na 

Figura 1(B), observa-se um discreto aumento das medianas das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 

pós-irradiação (respectivamente, de 127,3 para 138 pg/mL, um aumento de 4%, e de 99,9 para 120,8 

pg/mL, aumento de 21%). As diferenças nos níveis de expressão destas citocinas também não foram 

estatisticamente significativas. Ademais, é possível observar na Figura 1(A e B) elevada dispersão dos 

dados em torno da mediana das citocinas pró-inflamatórias e citocinas anti-inflamatórias, demonstrando 

alta variabilidade interindividual na expressão de citocinas. 

Com relação à expressão de citocinas, as diferentes respostas obtidas individualmente podem ter 

repercussão quanto aos efeitos estimulatórios e inibitórios da resposta inflamatória, uma vez que as 

citocinas TNF e IL-17A são pró-inflamatória, enquanto as IL-4, IL-10 são de resposta anti-

inflamtória (François et al., 2013). Com isso, a análise destes perfis se torna complexa, uma vez que 

um mesmo indivíduo pode apresentar um aumento de expressão de citocina pró-inflamatória (e.g., 

TNF) e anti-inflamatória (e.g., IL-10), que comcomitantemente podem trazer um efeito nulo, 

benéfico ou maléfico para um indivíduo exposto em um cenário real. Há comprovações de que a IL-

4, que é uma citocina anti-inflamatória, após exposição à altas e baixas doses de raidação ionizante, 

o que indica a indução de uma resposta anti-inflamtória radioinduzida (Manda et al., 2012; Di 

Maggio et al., 2015). 
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FIGURA 1. Dispersão dos níveis de citocinas das amostras não irradiadas (NI) e irradiadas (IR) na 

condição PMA-IONO 
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Através de registros do acidente nuclear de Chernobyl, foram evidenciadas modificações dos perfis 

de citocinas de trabalhadores de limpeza do reator ("cleanup workers") com diminuição 

significativa de IFN, que é pró-inflamatória. No mesmo estudo, foram avaliadas as citocinas TNF-α, 

IL-4 e IL-6 em plasma e em cultura de PBMCS, em que foi verificado que as concentrações de 

TNF-α e IL-4 permaneceram estáveis, enquanto os níveis de IL-6 (pró-inflamatória) aumentaram 

(Kurjāne et al., 2009). Estes dados reforçam que a análise de citocinas não é de fácil interpretação, 

porque citocinas pró e anti-inflamatória são hora estimuladas, hora inibidas, em um mesmo 

indivíduo.  

Em outro estudo, verificou-se a expressão de IL-10 em função do tempo após irradiação, foi 

observado que a citocina permanece inalterada até o terceiro dia, a partir do qual começa a diminuir 

quantitativamente (Lim et al., 2016). Na presente pesquisa, somente foi avaliada a expressão da 

citocina após dois dias e, neste período, a expressão também permaneceu praticamente inalterada.  

A análise dos níveis séricos de IL-10 e TNF-α em pacientes com carcinoma hepatocelular, antes e 

após radioterapia contatou aumento na expressão da IL-10, enquanto as citocinas TNF não variaram 

significativamente após o tratamento (Cha et al., 2017). Dosagens de citocinas durante o tratamento 

radioterápico mostraram não haver alterações significativas nos níveis séricos de TNF-α e IL-10 

(Holliday et al., 2016).  

Na atual proposta, a falta de um padrão de alterações de citocinas após irradiação pode ser atribuída 

ao tempo de cultura escolhido (48 h), pois parte das proteínas estudadas são precoces e com baixa 

meia vida plasmática, a exemplo da TNF, com meia-vida de 10 e 20 minutos (Oliveira et al., 2011). 

Além disso, como a secreção de citocinas não é determinada exclusivamente pela exposição às 

radiações ionizantes, há de se considerar que parte do perfil de expressão se deve a um possível 

efeito combinado da radiação e outros fatores biológicos e ambientais. Estes estudos podem 

contribuir na predição da radiossensibilidade individual a partir do perfil de alteração dos níveis 

basais de citocinas após irradiação.  

4. CONCLUSÕES  

Diante de resultados contraditórios da literatura (i) que apresentam aumento como diminuição ou 

estabilidade dos níveis de expressão de citocinas anti e pró-inflamatórias; (ii) com base nos mesmos 

resultados na presente pesquisa e (iii) utilizando o padrão metodológico, conclui-se que somente 

uma resposta 'paciente-específica' de perfil de expressão de citocinas poderá permitir um perfil 

próprio relacionado às possíveis reações à uma radioterapia baseada na medicina personalizada.  

O número de indivíduos empregados nesta pesquisa não permitiu estabelecer um perfil de citocinas 

como biomarcadores de exposição às radiações ionizantes. No entanto, verificou-se que alguns 
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indivíduos são mais responsivos que outros à variação nos níveis dessas proteínas após irradiação, 

motivando o uso dessa metodologia em pesquisas envolvendo radiossensibilidade individual. 
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