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RESUMO

O avanco nas areas de toxicologia e imunologia associadas a novas descobertas
sobre desordens sistémicas vém possibilitando estudos mais profundos relacionados
a processos patoldgicos. A populacdo esta cada dia mais exposta a diversos tipos
de produtos quimicos de uso diario, seja pela alimentacdo, respiracdo, contato
ambiental ou uso de cosméticos. A exposicao diaria a substancias quimicas com
potencial toxico pode gerar diversos prejuizos a saude da populagdo. Por isso, é
necessario realizar pesquisas em torno de metodologias que sdo capazes de avaliar
alterac6es nos individuos expostos, pois o diagnostico precoce de doencas pode
facilitar tratamentos e evitar agravos. A Citometria de Fluxo (CF) tem sido o método
preferencial para a determinacdo do status de populacdes celulares, sendo
largamente utilizada na analise de alteracdes em células sanguineas. O objetivo
desse trabalho foi implantar a metodologia de imunofenotipagem da andlise de
células (de murinos ou humanos) no Laboratério de Farmacologia do Departamento
de Farmacologia e Toxicologia (DFT) por CF, observando parametros das
populacdes de linfocitos T CD3+ (linfécitos T totais) e subpopulacdes CD4+
(linfocitos T helper ativados ou nédo ativados) e CD8+ (linfécitos T citotoxicos) para
avaliacdo imunofenotipica de exposicdo a agentes imunomoduladores. Foram
analisadas amostras de dois projetos os quais visam avaliar influéncia de compostos
toxicos no sistema imune. O primeiro avaliou amostras de sangue periférico de
individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno comparados a trabalhadores nédo
expostos. O segundo analisou células de triturado de baco retirado de grupos de
camundongos expostos ao octil metoxinamato, propiltiouracil e ao 6leo de milho.
Ambos o0s experimentos mostraram razées LT CD4+/CD8+ menores em grupos
expostos as substancias estudadas que o grupo Controle (individuos ndo expostos).
A Citometria de Fluxo se mostrou uma metodologia segura para o diagndstico de
alteracOes imunoldgicas e eficiente para os estudos realizados. O DFT encontra-se
apto a disponibilizar o servi¢co para pedidos externos, o qual possui a expertize para

execucao da andlise.

Palavras Chaves: Citometria de Fluxo. Linféciotos. Imunofenotipagem.



ABSTRACT

The advances in areas such as toxicology and immunology associated with new
findings about systemic disorders are enabling deeper studies related to pathological
processes. The population is each day more exposed to several types of chemicals
products, whether through food, breathing, environmental contact or the use of
cosmetics. This exposure is potentially harmful the population’s health. Therefore, it
IS necessary to conduct researches on methods which are able to evaluate on
exposed individuals body alterations since the early diagnosis can facilitate
treatments and prevent diseases. The preferred method for determining cell’s
populations” status has been Flow Cytometry; and it is very usefull on blood cell
changes analysis. The objective of this work was to implement the
immunophenotyping methodology of the cell analysis (of murine or human) in the
Laboratory of Pharmacology of DFT by Flow Cytometry, observing parameters of T
CD3+ lymphocytes (total T lymphocytes) and CD4+ subpopulations (activated helper
T Ilymphocytes or non-activated) and CD8+ (cytotoxic T Ilymphocytes) to
immunophenotypic  evaluation of exposure to immunomodulatory agents.
Two projects were analyzed to evaluate the influence of toxic compounds on the
immune system. The first project, evaluated peripheral blood samples from workers
exposed occupationally to benzene compared to non-exposed group. The second
analyzed spleen cells from mice exposed to octyl methoxynamate, propylthiouracil
and non-exposed group. Both experiments showed lower CD4 + / CD8 + LT in
groups exposed to substances studied than the Control group (note not exposed).
The Flow Cytometry proved to be an safe auxiliary methodology and efficient on
diagnosis of the studies performed. The DFT is able to provide the cytometry service
for external applications to the pharmacology laboratory, which has the apparatus,

execution capacity and the protocol for analysis.

Key Words: Flow Cytometry. Lymphocytes. Immunophenotyping.
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1 INTRODUCAO

O avanco nas areas de toxicologia e imunologia junto com novas descobertas
sobre desordens sistémicas vém possibilitando mais estudos relacionados a
processos patoldgicos. A populacdo esta cada dia mais exposta a diversos tipos de
produtos quimicos potencialmente toxicos de uso diario, seja pela alimentacéo,
respiracdo, contato ambiental ou uso de cosméticos. A exposicdo a agentes toxicos
se tornou um tema importante no ambito das politicas de saude, pois nem sempre
as pessoas expostas possuem o conhecimento do potencial danoso que esses
agentes possuem (D’ALASCIO, 2014). A exposicdo diaria as substancias capazes
de provocar alteracbes diversas no organismo podem gerar modificacdes no
sistema imune (GIL, 2011). Por isso, é necessario realizar pesquisas em torno de
metodologias capazes de detectar mudancas na imunidade dos individuos expostos

e quanto aos tipos de alteracdes geradas nesse organismo.

1.1 Imunofenotipagem

Para a investigagdo de determinadas alteragfes patologicas no organismo,
utilizam-se diferentes técnicas de imunofenotipagem (MARTINS E GAGLIANI, 2008).
Uma técnica muito comum € o uso da Citometria de fluxo para identificacdo de
células as quais emitem fluorescéncia artificial. Isso pode ocorre por uso de
substancias fuorescentes ou fluorocromos ligadados a anticorpos monoclonais 0s
guais se ligam a superficie ou ao interior das células (FEERAZ e BERTHO, 2005).

A Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo € uma ferramenta para o

diagnéstico e monitorizagdo de neoplasias hematolédgicas (BAPTISTA , 2012).

1.1.1 Citometria de fluxo

A Citometria de Fluxo (CF) é uma técnica que permite a determinacdo de
diversos parametros simultdneamente baseados nas propriedades fisicas de
particulas microscopicas, as quais se encontram suspensas em um meio liquido
isotbnico e em fluxo, como células. A combinacdo de diferentes marcadores
possibilita uma analise multiparamétrica rica que vem sendo aplicada nas mais

diversas areas de conhecimento. O Citdmetro possibilita separar, contar, examinar e
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classificar particulas microscoépicas, como células (BRAGA, 2016). Para isso,
o aparelho emite um feixe luminoso (laser) que ao incidir sobre a célula, reflete luz
para os detectores que captam informagdes como tamanho, granulosidade e
fluorescéncia (Figura 1). Através do uso de anticorpos monoclonais especificos
ligados a um fluorocromo é possivel realizar uma analise multiparamétrica, através
de representacdes graficas da intensidade de fluorescéncia emitida e as
respectivas caracteristicas morfolégicas das células (SILVA, 2009) (Figura 2). Essa
ferramenta em estudos pré-clinicos e clinicos pode ser utii no diagnostico,
prognaostico e monitoramento da evolucdo de doencas (BRAGA, 2016).

O citbmetro possui um sistema eletrdnico capta o0s sinais 6pticos e 0s
converte em sinais eletronicos, intermediado do sistema analdgico para o sistema
digital, com a reproducdo do FSC (indicador de tamanho), SSC (indicador de
granulosidade) e sinais fluorescentes (BRAGA, 2016). Todos esses parametros
(FSC, SSC e canais de fluorescéncia) sdo chamados de parametros brutos ou
primarios, que sdo plotados na forma de gréaficos. Quando apenas um parametro é
avaliado, a representacdo gréafica mais utilizada € um histograma (FIGURA 3) que
expressa 0 numero de células ou particulas para cada valor do parametro em
guestdo. Quando dois parametros sdo analisados simultaneamente (FSC e SSC, por
exemplo) uma representacdo alternativa € o grafico de dispersao (FIGURA 4).
(FRELINGER et al., 2010).

Figura 3 - Esquema demonstrativo de funcionamento do citdmetro
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Side scatter l I \
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\o D

Fluorescéncia

Fonte: Carvalho et al, 2012.
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FIGURA 1. A imagem “A” Mostra o laser que ao incidir sobre a célula, reflete de acordo com o
tamanho “B”, granulosidade “C” e fluorescencia “D” da amostra.

Figura 4 - Esquema demonstrativo dos receptores do citbmetro

Detectoras

Laser

amosira

Fluide

emvoltario

Fonte: www.fleury.com.br

FIGURA 2: As células passam uma a uma pelo fluxo continuo. O laser envia um feixe que colide com
a célula e é focado por lentes na camara de fluxo laminar. Depois de passar pela camera, o feixe é
captado por diferentes receptores que analisam informa¢cdes como disperséo da luz (FSC Forward
SCatter), comprimento de onda (SCatter Detector - SSC) e a detec¢do de diferentes fluoréforos
(fluorocromos - FL).

Figura 3 - Representacao do Histograma
g00

Gate: R1

counts

01 1 10 100 1000
FL3 CD56

Fonte: (Do autor, 2017).
FIGURA 3: Histograma representando as células marcadas que emitem fluorescéncia recebida pelo
detector FL3.

O histograma (FIGURA 3) é um grafico monoparamétrico que mostra as
ondas emitidas pela fluorescéncia. Cada tipo de fluorocromo absorve a luz emitida
pelo laser e emite um comprimento de onda (cor) que é absorvido pelo detector e
transcrito pelo aparelho. Formando os histogramas. Cada fluorescéncia que

aparece representada grafico de barras cujo a altura representa a intensidade das
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ondas e a posicdo da barra a frequéncia da fluorescéncia (FRELINGER, et al.,
2010).

O Dot Plot (FIGURA 4) é o grafico utilizado quando se deseja avaliar dois
parametros fisicos. A partir desse grafico, € possivel selecionar uma regiao (gate) a
qual permite formar outros Dot Plot (FIGURA 5) com dados exclusivos. Esses novos
graficos podem ser divididos em quatro quadrantes menores, onde cada um
representa um tipo de marcacao: O quadrante superior da esquerda (UL — Up Left)
mostra a porcentagem de células positivas apenas para o primeiro parametro; o
guadrante inferior direita (LR — Low Right) as células positivas apenas para o
segundo parametro; o superior da direita (UR - Up Right) a porcentagem equivalente
as células positivas para os ambos os parametros. As células ndo marcadas,
também sdo interceptadas pelo laser e também aparecem nos graficos de analise
daquela amostra. Estas células aparecem como ‘negativas’ no quadrante inferior
esquerdo (LL — Low Left) (FERRAZ e BERTHO, 2005).

Figura 4 - Dot Plot mostrando localizagcéo das populacdes de Granuldcitos e
Mononucleares

Granuldcitos

Mononucleares
(Linfocitos,
Mondcitos, Células
NK)

basdfilo linfocio hemaca paguts

Fonte: (Do autor, 2018).

FIGURA 4: Imagem mostra um gréafico tamanho (FSC) x Complexidade (SSC). No gréafico estédo
circuladas em azul a populacdo de granuldcitos e em verde a populacdo de mononucleares. Abaixo
estd representado diferentes células sanguineas e suas diferengcas morfoldgicas.
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Figura 5 - Dot Plot ilustrativo: Representacdo da distribuicdo das células contidas no
gate selecionado
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Fonte: (Do autor, 2017).

FIGURA 5: Exemplo de dot plot onde utilizou-se como parametro 1, a quantidade de células positivas
para CD4+ marcadas com fluorocromo PerCOCy 5.5 (vermelho); e como parametro 2 as células
positivas para CD8+ marcadas com fluorocromo FITC (verde). UL se refere ao quadrante superior da
esquerda (Up Left), UR ao quadrante superior da direita (Up Right), LR ao quadrante inferior direita
(Low Right) e LL ao quadrante inferior esquerda (Low Left).

Para realizar as andlises, as amostras devem estar em uma suspensao
aguosa. As amostras podem ser por exemplo: sangue periférico, cultura celular,
medula Ossea, tecido, liquor, entre outras. As células precisam estar dissociadas e
de forma a evitar a formacdo de grumos na suspensdo. Deve-se escolher as
moléculas celulares de interesse para que recebam a marcacdo (FERRAZ e
BERTHO, 2005). Neste trabalho, foram utilizados fluorocromos ligados a anticorpos
monoclonais. Para a escolha dos fluorocromos e das combinacdes a serem
utilizadas, € necessario combinar os marcadores celulares de acordo com a
configuragdo o6tica do citbmetro de fluxo a ser utilizado, em relagdo aos filtros
gue direcionam as cores a cada sensor. Caso a marcacdo seja realizada com
mais de um anticorpo monoclonal, deve haver cuidado para ndo combinar
fluorocromos o0s quais o comprimentos de onda se sobreponham (FERRAZ e
BERTHO, 2005).

A citometria de fluxo analisa os dados multiparamétricos, mas a informacéao
necessaria pode estar escondida na alta dimensionalidade. Isto leva a necessidade

do especialista a realizar selecbes manuais de determinados parametros
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citométricos para melhor visualizacdo e separacdo adequada de populacdes de
células até que ele possa chegar ao conjunto de dados desejado (ALVES, 2015).
Essa etapa pds-analitica demanda um elevado grau de especializacdo profissional
para que o correto diagnoéstico possa ser feito, ja que € o especialista quem
determinara através de seus préprios conhecimentos as anormalidades detectadas
na amostra e fara a distin¢cdo entre células normais e patoldgicas. Dessa forma, esse
trabalho é exaustivo, suscetivel a erros e pouco reprodutivel, por se tratar de um
procedimento puramente manual e visual, o qual depende exclusivamente da
experiéncia do usuério (ALVES, 2015).

1.2 Sistema imune

A resposta imune a diversos estimulos antigénicos € didaticamente divida em
resposta imune inata e adaptativa. A resposta imune inata representa as barreiras
presentes que sdo independentes de um contato prévio com um agente agressor, ou
seja, € uma resposta imediata. Enquanto isso, a resposta imune adaptativa depende
de ativacdo de células mais especializadas, células ativadoras e células com
memoria de um contato anterior com o0 imundgeno. As células mais ligadas a
imunidade inata sdo macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e natural Kkiller,
enquanto a resposta imune adquirida pode ser representada pelos linfécitos e
células apresentadoras de antigenos (APC). A resposta imune adquirida possui
caracteristicas como memoaria, autolimitacdo, diversidade de reconhecimento sendo

um antigeno do préprio organismo ou ndo (MESQUITA JUNIOR et al, 2010).

1.2.1 Os linfécitos

Os linfécitos sdo as células especializadas em reconhecer e distinguir
diferentes particulas antigénicas, os quais fazem parte da imunidade adaptativa. Na
resposta imune adaptativa, essas células possuem um papel importante no controle
da viremia (como no caso do virus da imunodeficiéncia humana - HIV) e de células
mutagénicas, para isso, usam Vvarios mecanismos efetores no controle de células
identificadas como infectadas ou alteradas (ABBAS & LICHTMAN, 2007). Essas

células sao divididas em diferentes populacdes celulares com diferentes marcadores
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de superficie ou grupamentos de diferenciacdo, para diferencia-las usamos siglas de
acordo com marcadores especificos do grupo. Estes marcadores sdo denominados
“CD”, do inglés cluster of differentiation, e refere-se a uma molécula em comum de
um grupo ou colec¢éo de anticorpos monoclonais (NAOUM, 2001).

De acordo com os diferentes “CDs” podemos identificar linfécitos B (CD19+),
Linfocitos T (CD3+), células T auxiliares (CD4+), as células T citotdxicas (CD8+),
entre outras. A expressado do fenétipo CD3 positivo ocorre durante o processo de
maturacado dos linfécitos T (LT), no timo, onde as células imaturas sédo chamadas de
timocitos. Os linfocitos passam por diversos processos de selecdo durante sua
maturacdo para que apenas as células eficientes em cumprir sua funcdo de
reconhecer os antigenos proprios ou nao proprios alcancem a circulacédo (ABBAS &
LICHTMAN, 2007).

Assim, com a identificagdo de algumas populagbes celulares podemos
entender um perfil do estado imunoldgico de pacientes, partindo do conhecimento
das porcentagens normais de cada tipo celular em pacientes saudaveis. A CF ajuda
no diagnodstico das doencas autoimunes e na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (Aids), contabilizando as mudangas nas porcentagens de grupos de
linfécitos T circulantes na corrente sanguinea. Para isso utilizam-se marcadores para
determinar as populacdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+ (CARVALHO et al, 2012).
A imunofenotipagem das células neoplasicas hematopoieticas por CF € um dos
principais métodos para auxiliar no diagnostico diferencial e direcionar a terapia a
ser aplicada em pacientes com Leucemia Miel6ide Aguda, e com essa técnica foram
descobertos subtipos dessa doenca (MARTINS E GAGLIANI, 2008). Dessa forma a
citometria tem auxiliado o diagndstico de varias alteracbes imunoldgicas e deve
continuar a ser aplicada, combinada a outros métodos, no estudo a substancias
toxicas as quais a populacédo esta exposta (STEERENBERG et al, 2008; LAMM et
al, 2006).

Os LT CD4+, também chamados de auxiliares, sdo ligados as respostas
contra patdgenos e ativacao de linfocitos B (LB), macréfagos e LT CD8+. LT CD8+
estdo envolvidos principalmente nas respostas contra virus e antineoplasicas. Essas
células fazem uma conexdo entre a resposta imune inata e adaptativa, e sua
contagem pode ser utilizada para tracar um perfil do sistema imunologio de um
individuo (MESQUITA-JUNIOR et al, 2010).
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Células infectadas por virus e células tumorais geralmente sdo reconhecidas
pelos LT CD8+. Uma vez que ocorre alteracao celular, ha estimulo para o aumento
no numero de LT CD8+, pois essas células induzem a via de morte celular por
apoptose na célula alvo. J4 os LT CD4+ sao subdivididos de acordo com as
citocinas que produzem. Essas células estdo associadas a ativacdo de macrofagos,
aumento da capacidade de acdo dos CD8+, inducdo da proliferacdo de LT totais,
producédo e ativacdo de eosindfilos e liberacdo IgE pelos LB. Outros subtipos de LT
existentes estdo envolvidos com controle da automunidade e inflamacgao
(MESQUITA JUNIOR et al, 2010). A percentagem de CD4+ e a relagdo CD4+/CD8+
sdo usadas para analisar estado imunoldgico do individuo. Junto a outros
paramentros, € possivel avaliar até mesmo o progresso da doenca. Com as
informacgdes quantificadas e classificadas pelo citbmetro, é possivel obter uma visdo
ainda mais apurada da amostra, como a quantidade e diferenciacdo de células T
ativadas e ndo ativadas.

A Rede Nacional de Laboratoérios para Contagem de Linfécitos T CD4+/CD8+
e formada por 92 laboratérios (BRASIL, 2007). Os testes para a contagem de
linfocitos T CD4+ /CD8+ sdo em sua maioria dedicados ao monitoramento da
evolucao clinica de pacientes infectados pelo HIV (virus causador da Aids). Esse
monitoramento contribui para terapias preventivas as infeccbes oportunistas
contribuindo para a efetividade do tratamento (SILVA, 2009). A avaliagdo dos LT
CD4 também é muito utilizada no diagnostico de neoplasias linféides e mieldides,

sendo considerada padrdo ouro nas leucemias (CARVALHO et al, 2012).
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Figura 6 - Mapa representando os laboratoérios que compdem a Rede Nacional de

Laboratérios para contagem de linfocitos T CD4+.

Rede Nacional de Laboratorios de CD4+/CD8+

Fonte: Bertho, 2005.
FIGURA 6: Mapa representando os locais onde estéo localizados os Laboratérios para contagem de
linfécitos T CD4+ e TCD8+.

1.2.2 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo 0s componentes que permitem a identificacao
de proteinas especificas na superficie celular, como os “CDs”. Com o advento da
imunotecnologia, ha producdo de um numero crescente de anticorpos monoclonais
para citometria direcionados contra a superficie celular de leucdcitos.
Inevitavelmente, varios anticorpos monoclonais sao produzidos por diferentes
laboratérios, que podem gerar nomes diferentes para aqueles anticorpos que
reconhecem a mesma molécula. Para evitar essa desorganizacdo, o conselho da
‘Human Cell Differentiation Molecules” (HCDM) elabora workshops com objetivo de
organizar uma nomenclatura que facilte uma melhor comunicagdo entre a
comunidade cientifica. Assim, a nomenclatura dos “CDs” foi universalmente adotada
pela comunidade cientifica, oficialmente aprovada pela Unido Internacional de
Sociedades de Imunologia e pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os dados

gerados pelos Workshops levaram a formalizar 408 moléculas de antigenos de
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diferenciacdo de leucocitos humanos (Human Leucocyte Differentiation Antigens -
HLDA) que foram revisados recentemente (CLARK et al, 2016). Além dos anticorpos
monoclonais humanos, também sdo produzidos marcadores especificos para
leucOcitos de outras espécies, como murinos, que sdo mais de 350 “CDs”
identificadas (DAVIS et al, 2003). Ainda podemos classificar os leucdécitos pela
expressao dessas moléculas a nivel membranar e citoplasmatico.

Quanto mais anticorpos diferentes utilizados, mais informagdes sobre uma
populacdo celular especifica ou mais populacdes sao obtidas. No entanto, existem
limitagbes na obtencdo desses resultados, como quantidade de fluorocromos
diferentes disponiveis, velocidade de leitura e numero de lasers e detectores
disponiveis no aparelho a ser utilizado.

As manifestacBes imunoldgicas provocadas por substancias toxicas, das
quais a populacdo estd exposta de forma cronica, estdo relacionadas diretamente as
alteracbes na producdo de leucdcitos, principalmente de linfécitos T (ligados a
imunidade adquirida), e aos efeitos que provocam sobre o organismo do individuo.
Por isso, um parametro utilizado para avaliar as alteracdes no sistema imunolégico,
sdo as proporgcbes dos subtipos de linfocitos presentes nas amostras de células
sanguineas coletadas de individuos expostos. Dentre eles, avalia-se 0 nimero e a
relacdo percentual de linfécitos T (LT) CD4+ e CD8+ (CARVALHO et al, 2012).

Vérios estudos relataram as mudancas na frequéncia de células T CD4 + e
CD8 + e a relacdo CD4+ / CD8+ em tecidos de pacientes com diferentes tipos de
neoplasias. A maioria dos estudos séo realizados por imunohistoquimica, técnica
menos precisa que a CF (SATO, 2005; SILVA, 2009; SHAH, 2011; RIAZI RAD,
2014).

Um estudo realizado em S&o Paulo, pela técnica de imunohistoquimica,
avaliou a correlagdo de células CD4+/CD8+ em pacientes positivos para presenca
do virus do Papiloma Humano (HPV). As populacdes celulares foram avaliadas
segundo a carga viral e presenca de lesdes provocadas pelo virus nas pacientes.
Nesse estudo, observou-se predominio de linfocitos T CD4+, poucos LT CD8+ nas
amostras de pacientes negativos para HPV e de pacientes sem lesdes provocadas
pelo virus, quando analisadas isoladamente. No entanto, houve predominio (68,7%)
de LT CD8+ em grande quantidade nas amostras de pacientes com lesdes de alto
grau (ALVES et al, 2010). Um outro estudo, na China, também avaliou por

imunohistoquimica, biopsias de pacientes com tumores de colo de utero.
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Esse segundo estudo associou as relacées de LT CD4+/CD8+ e taxa de sobrevida
global. Quando consideradas os grupos (mortos e sobreviventes), nota-se a relacéo
CD4+ | CD8+ foram significativamente menores (0,60 + 0,25) em pacientes que
morreram em comparacao com aqueles que sobreviveram (1,17 £ 1,02) (SHAH et al,
2011).

Resultados de anélises em tecido de tumores de mama, como 0s obtidos
por LAGUENS e colaboradores (2012), na Argentina, relatam encontrar por
imunohistoquimica menores propor¢cdes de CD4+/CD8+ nos tecidos tumorais em
comparacdo com os tecidos normais; também foi relatado nesse estudo aumentos
nas células CD4+ e CD8+ nos tecidos tumorais da mama em compara¢cao com 0s
tecidos normais. No entanto, RIAZI RAD e colaboradores, no Ira, relatam néo
encontrar, por CF, alteragcbes significativas em amostras de sangue de grupos de
pacientes com cancer de mama e grupos sadios, apesar de haver diferencas nas
mesmas quando analisados os tecidos tumorais e seus equivalentes normais. RIAZI
RAD e seus colaboradores (2014) também encontraram correlacao significativa
entre a frequéncia de células T CD4+ e CD8+ nos tecidos tumorais e o tamanho dos
tumores: quanto maior as quantidade de células T, menor o tamanho do tumor. O
mesmo ocorreu com as amostras drenadas de linfonodos.

As analises dos perfis de LT CD4+ e CD8+ foram avaliados em colaboracéo
para dois projetos: “Estudo sobre efeitos mutagénicos e imunotéxicos do benzeno na
saude dos trabalhadores de posto de combustiveis do Rio de Janeiro” e no “Estudo
da exposi¢cdo pos-natal ao filtro solar Octil Metoxi Cinamatoe seus efeitos sobre

parametros de desenvolvimento do sistema neuro-imune-enddcrino em roedores”.

1.3 O Benzeno

Uma consequéncia do processo de modernizagdo € a contaminacao
ambiental. O processo de industrializacdo gera cada vez mais novos compostos e
uso de novos métodos tecnoldgicos os quais trazem para a sociedade riscos
oriundos de fatores ambientais, como: fatores psicolégicos, fatores acidentais,
fatores bioldgicos, fatores fisicos e fatores quimicos. Por isso, é necesséario a
identificacdo e quantificacdo dos riscos através da avaliacdo biol6gica da exposicao
humana (AMORIM, 2003).
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O benzeno é um composto quimico conhecido por apresentar diversos efeitos
nocivos a saude. Considerada a quinta substancia de maior risco, dada a sua
caracteristica de contaminante universal (OLIVEIRA, 2016). Ao mesmo tempo que é
comprovadamente téxica, tem uma importancia de enorme importancia no meio
industrial e por isso desperta tanto interesse nos estudos. Essa substancia esta
presente em produtos como petréleo e derivados, sendo matéria-prima importante
na industria quimica para fabricacdo de varios produtos como combustiveis,
plasticos, tintas, resinas, fibras, detergentes, corantes, pesticidas, entre outros
(BRASIL, 2006). Esta presente também nas siderargicas, envolvido na producdo do
aco além de estar presente na fumaca do cigarro (INTERNACIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2012). O benzeno possui comprovadamente grande
potencial carcinogénico pois causa diversas alteracbées no organismo, que em
conjunto sao chamadas de benzenismo (BRASIL, 2006).

Avaliada como uma substancia cancerigena, a intoxicacdo por benzeno
pode ser letal quando exposto de forma aguda a altos niveis, sendo sua forma
cronica comprovadamente relacionada a ocorréncia de leucemia. A absor¢cdo do
benzeno pelo corpo pode ocorrer através da inalagdo, do contato dérmico e da
ingestdo. Apos a absorcdo, o benzeno é metabolizado e os metabdlitos produzidos
ao final desse processo sao excretados pela urina (OLIVEIRA, 2016). Intoxicacdes
agudas, dependendo da quantidade absorvida, pode gerar periodos de sonoléncia e
excitacdo, vertigem, cefaleia, nauseas, taquicardia, dificuldade respiratoria,
tremores, convulsdes, perda da consciéncia e até mesmo morte (BRASIL, 2006). A
exposicao durante longo periodo de tempo (crdnica) ao benzeno pode provocar
alteracéo nas células sanguineas produzidas na medula 6ssea (BRASIL, 2006).

Em um estudo nos Estados Unidos, com 250 trabalhadores expostos ao
benzeno, a contagem de globulos brancos e plaquetas foi significativamente menor
do que em 140 controles, mesmo para exposi¢cado abaixo de 1 ppm no ar (LAMM et
al, 2004). Estudos epidemiolégicos sobre o benzeno confirmaram sua
carcinogenicidade, com evidéncia suficiente para leucemia néo linfocitica aguda e
evidéncia limitada para leucemia linfocitica aguda e crénica, mieloma mdultiplo e
linfoma nao-Hodgkin (INTERNACIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2012).

Estudos mostraram que o benzeno € ativado metabolicamente, que é

genotodxico, imunossupressor e induz estresse oxidativo, o que causa danos ao DNA
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como aberracbes cromossbmicas e microndcleos em populacdes expostas
(INTERNACIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2017). Portanto, a
exposicdo a esse composto apresenta risco. Segundo a portaria n° 775, de 28 de
abril de 2004, ndo existe limite seguro de exposicdo a essa substancia, sendo
apenas segura, a exposicdo zero (BRASIL, 2004).

O Brasil comecou a se mobilizar contra o benzenismo na década de 30,
guando surgiram as primeiras legislagbes que consideraram o contato com o
benzeno insalubre para os trabalhadores. Evidéncias cientificas apontam a
exposi¢cdo ocupacional ao benzeno possivel causa do aparecimento de alteracdes
hematoldgicas, carcinogénicas e genotoxicas (MOURA-CORREIA e LARENTIS,
2017).

A exposicdo ocupacional é aquela acima de niveis padrdes da populagao,
resultado das atividades relacionadas ao trabalho (BRASIL, 2006). O diagndstico de
intoxicacdo por benzeno de natureza laboral € uma abordagem clinica e
epidemiolégica a qual deve ser observada pelos 6rgados de saude do trabalhador.
Pessoas expostas a substancias potencialmente téxicas, como é o caso do
benzeno, devem considerar todas as alteracbes hematoldgicas, investiga-las e
justifica-las (MESQUITA-JUNIOR et al, 2010).

Desde 1994, o Ministério do Trabalho reconhece o benzeno como substancia
cancerigena e desde entédo ha proibi¢cdo da utilizacdo do benzeno em muitos setores
industriais. O benzeno pode provocar alteracBes hematolbgicas periféricas, pode
predispor a infeccdes recorrentes e distarbios de coagulagdo. A exposicdo a tal
substancia est4 associada a diversos tipos de doencas onco-hematoldgicas, sendo a
mais comum relacionada a intoxicacdo por benzeno, a leucemia mieldide aguda
(BRASIL, 2004).

A exposicdo ocupacional de frentistas ao benzeno tem sido um objeto de
estudo e controle em nivel mundial (OLIVEIRA, 2016). O Instituto Nacional do
Cancer (INCA), em parceria com a Organizacdo Pan-americana da Saude possui um
projeto de estudo sobre “Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e imunotdxicos do
benzeno na saude dos trabalhadores dos postos de combustiveis do Rio de
Janeiro”. Para contribuir para esse estudo, foi solicitada andlise de sangue periférico
de funcionarios que trabalham proximos a bomba de gasolina em postos de

abastecimento de combustivel. Assim foi possivel verificar caracteristicas do perfil



28

imune de uma populacdo controle (ndo exposta) e uma populacdo em exposicao

cronica.

1.4 Octil Metoxinamato (OMC)

Os raios ultravioleta (UV) podem provocar alteracdes diversas ao organismos
como danos ao DNA, imunossupressdo, alteragcdes quimicas e histolégicas na
epiderme, envelhecimento precoce, cataratas e carcinogénese, dentre outras
patologias. Diversas moléculas na pele podem absorver essa radiacdo e por isso,
existe a possibilidade de gerar alteracdes quimicas (BALOGH at al, 2011). Por isso,
a populacdo vem buscando protecdo a essa exposicao diaria. A procura ndo é
apenas por produtos com essa finalidade primaria mas também por produtos com
outros objetivos os quais tambem ofertam protecdo UV, e para isso, a industria
farmacéutica disponibiliza uma grande variedade cosméticos como por exemplo:
xampu, maquiagens, hidratantes, entre outros.

Muitos filtros solares quimicos tém sido analisados, por se mostrarem toxicos
em experimentos in vivo com roedores e in vitro. Alguns exemplos sdo a
benzofenona 2 (BZF2), benzofenona 3 (BZF3), metilbenzilideno canfora (MBC) e
octii metoxicinamato (OMC) (BARBOSA, 2014; SCHMUTZLER et al, 2004,
SEIDLOVA-WUTTKE et al, 2006; KLAMMER et al, 2007).

Um dos filtros UV mais utilizados em produtos para uso humano é o OMC
(JANJUA, 2004), por diversas caracteristicas fisicas como estabilidade, facil
homogeneizacéo e pouca solubilidade em agua que o torna mais aderente a pele. O
OMC ¢é um filtro UVB, mas apresenta uma absorcdo adicional em uma pequena
faixa do espectro UVA (FICHA TECNICA MAPRIC). Esse composto foi isolado de
diversas secre¢gbes do corpo humano, indicando que o0s consumidores estao
expostos a outras possiveis acdes desse composto, uma vez que ele é
comprovadamente absorvido e metabolizado (BARBOSA, 2015).

Quanto ao OMC, alguns estudos in vitro demonstraram que este pode exercer
atividade estrogénica, pois esse composto induz aumento na proliferacdo de células
cancerosas mamarias (SCHLUMPF et al., 2001). Em estudos in vivo, apontam ao
aumento do peso uterino apés exposicdo a 1035 mg/kg/dia de OMC por 4 dias

(SCHLUMPF et al., 2001). No entanto as consequéncias do uso de filtros UV ainda é
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pouco explorada na literatura, com algumas evidéncias como impacto em
parametros relacionados ao desenvolvimento, principalmente reprodutivo e eixo
tireoidiano (BARBOSA, 2015).

As exposicdes controladas de seres humanos as substancias potencialmente
toxicas véem-se restringidas por razdes éticas e, por isso, com grande frequéncia se
recorre a estudos em animais para predizer a reacdo humana aos efeitos destas
substancias (AMORIM, 2003). O Laboratério de Farmacologia no DFT/INCQS avalia
os efeitos do OMC em camundongos (Mus musculus) Swiss expostos diariamente
no periodo lactacional ao OMC. Para completar dados a esse estudo, foi requerida
analises das populacées de linfécitos TCD4+ e CD8+ através da CF, em células de
baco dos animais desse experimento.

Os estudos tém mostrado resultados os quais o OMC atua sobre o eixo
tireodiano. Em adultos esse dano pode ser tratado, mas em criangcas pode gerar
deficiencia no desenvolvimento da comunicacéo, alteracées neuromotoras, e danos
cognitivos, déficit de atencéo, hiperatividade, diccdo, déficit na percepcao espacial
(ROVET et al, 1992). Tais manifestacbes sdo motivos de preocupacdo dada a
intensidade de uso desse produto e consequente contaminacdo ambiental. O estudo
das substancias que levam ao desequilibrio da homeostasia € de grande relevancia
uma vez que eles interferem em importantes eventos para o desenvolvimento e

funcionamento de diversos sistemas.
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2 JUSTIFICATIVA

Por definicdo, Vigilancia Sanitaria € "um conjunto de acfes capaz de eliminar,
diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producgéo e circulagao de bens e da prestacao de
servicos de interesse da saude" (BRASIL, 1990).

E uma das mais antigas praticas de Saude Publica do mundo associadas ao
processo de regulacdo, monitoramento e fiscalizacdo de produtos e servigcos, com
carater multidisciplinar, com a capacidade de intervir nas relagdes sociais de
producado consumo a fim de realizar a prevencéao, diminuicdo ou eliminacéo de riscos
ou danos a saude, seja ela individual ou coletiva. (COSTA, 1999; ROZENFELD,
2012).

O direito a saude €é garantido aos cidadéo pela constituicao federal. O melhor
uso dos recursos da saude publica esta na prevencdo uma vez que apresenta-se
como uma alternativa menos onerosa em relacdo aos gastos em saude curativa.
Entre as acdes atribuidas a Vigilancia Sanitaria, encontram-se diversos 0rgaos e
instituicbes que atuam para executar a protecdo aos direitos a salde. Pesquisas
relacionadas a substancias potencialmente toxicas (substancias como o Benzeno e
OMC) contribuem para eficiéncia das politicas de prevencédo a agravos a saude.

O INCQS ao fornecer o servico de citometria, pode contribuir com varias
pesquisas em torno de diversas substancias as quais podem alterar o bom

funcionamento do organismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Implantar a metodologia de imunofenotipagem da analise de solu¢cbes com
células (de murinos ou humanos) no Laboratério de Farmacologia do DFT por CF,
observando parametros das populacdes de linfécitos T CD3+ (linfocitos T totais) e
subpopulagdes CD4+ (linfécitos T helper ativados ou ndo ativados) e CD8+
(linfécitos T citotdxicos) para avaliacdo imunofenotipica de exposicdo a agentes

imunomoduladores.

3.2 Objetivo especifico

Desenvolver um painel imunofenotipico para a contagem de linfécitos T CD4+
e CD8+, a partir da quantificacdo dos antigenos especificos (CD4+/CD8+) na
superficie das células, utilizando anticorpos monoclonais especificos marcados com
corantes fluorescentes.

Elaborar um Procedimento Padrao Operacional para marcacédo de amostras e
aquisicao das amostras.

Avaliar se a exposicao ao octil metoxicinamato no periodo lactacional é capaz
de induzir alteracdes imunoldgicas.

Avaliar se a exposicdo ocupacional ao benzeno € capaz de induzir alteracdes

imunoldgicas.
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4 METODO

4.1 Amostras humanas

Para o projeto sobre “Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e imunotoxicos do
benzeno na saude dos trabalhadores dos postos de combustiveis do Rio de Janeiro”
foram analisadas 162 amostras de sangue periférico de voluntarios, divididos em
dois grupos. Grupo benzeno: 86 individuos expostos ocupacionalmente ao benzeno,
ou seja, trabalhadores que por ficarem grande quantidade de tempo proximos a
bomba de gasolina, absorvem por diversas vias aquele produto; e Grupo Controle:
76 individuos ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno.

As amostras e sangue periférico humano foram recebidas em tubos com
EDTA, com identificacdo compativel com a ficha de requerimento e em temperatura
ambiente. A andlise foi realizada 48 horas ap0s a coleta. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA — CEP/ INCA com o numero de
protocolo 135/11. Esse projeto teve o intuito de documentar a dados ocupacionais e
avaliar a influéncia da exposi¢édo ao benzeno com o risco de desenvolvimento de
linfomma nao-Hodgkin (LNH).

Foram elegiveis para o estudo, casos diagnosticados com tumor primario de
LNH, com confirmacéo histolégica por imunofenotipagem e sem diagnostico de Aids
(C82 — C85). Os controles foram acompanhantes, visitantes de pacientes sem
diagnéstico de canceres hematoldgicos; doadores de materiais biolégicos e, também
sem diagndstico de Aids ou de algum cancer prévio. Em relacdo as caracteristicas
sociodemograficas foram incluidos de ambos o0s grupos, aqueles que tinham
nacionalidade brasileira, ambos o0s sexos, faixa etaria de 25 a 75 anos, residentes do
estado do Rio de Janeiro — RJ/ Brasil. Além disso, foram incluidos aqueles que
tinham condicdes para responder as perguntas do questionario. Para tentar garantir
gue o grupo de casos e controles seja da mesma base populacional foi realizado o
pareamento por frequéncia da variavel sexo e idade, por faixas etarias (25 — 44
anos, 45 — 64 anos, 65 - 75 anos). Assim, 0 processo de recrutamento dos
participantes foi condicionado monitorando o namero de casos e controles. A
deciséo de parear veio da necessidade de evitar vieses de confundimento.

Quanto a faixa etaria da populacédo base do estudo, como o intuito era avaliar

a exposicao laboral, considerando o tempo minimo de laténcia do LNH (HOWARD,
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2013), foi estabelecido a partir de 25 anos. No caso dos idosos, pela dificuldade de
pareamento de controles a partir de 75 anos, foi restringido o recrutamento de
individuos até esta idade.

O critério de exclusdo foi a existéncia de solicitacdo de retirada da
investigacdo por parte dos participantes do estudo ou algum critério de elegibilidade
gue nao tenha sido atendido, apds revisdo dos questionarios. Todos os individuos
gue aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

4.2 Amostra Murina

O projeto que iniciou tal estudo se encontra em execucdo para a tese de
doutorado do aluno Esdras Barbosa, colaborador do laboratério de farmacologia. O
projeto foi nomeado como “Estudo da exposigao pds-natal ao filtro solar Octil Metoxi
Cinamatoe seus efeitos sobre parametros de desenvolvimento do sistema neuro-
imune-endocrino em roedores”.

Foram utilizados camundongos Swiss recém-nascidos, de ambos 0s sexos,
provenientes de vinte e duas fémeas pesando entre 30 e 45 g, fornecidas pelo
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB). Os animais tiveram livre
acesso a agua e comida e foram mantidos em condicbes controladas de
temperatura (22°C +/-1), umidade (55%) e ciclo alternado claro/escuro de 12 horas.
No dia pos-natal 1 (DPN1) os filhotes foram sexados e divididos em cinco grupos
experimentais. As ninhadas foram mantidas com suas respectivas maes
acondicionadas em caixas individuais. Todos 0os procedimentos experimentais foram
submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-Fiocruz) e licenciado
pelo n° P16/14.2.

As maes foram divididas pelos grupos, sendo selecionado oito filhos de cada
ninhada (quatro fémeas e quatro machos).

Os grupos experimentais foram:

Grupo 1- Veiculo (6leo de milho) — 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corpoéreo, utilizado

como Controle negativo;


https://www.ictb.fiocruz.br/
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Grupo 2 - PTU (Propiltiouracil) — 4mg/kg/dia ajustado pelo peso corporeo, utilizado
como Controle Positivo de indutor do hipotireoidismo;

Grupo 3 - OMC (250 mg/kg/dia) - ajustado pelo peso corpéreo;

Grupo 4 - OMC (500 mg/kg/dia) - ajustado pelo peso corpéreo;

Grupo 5 - OMC (1000 mg/kg/dia) - ajustado pelo peso corpéreo.

Foram expostos 30 filhotes do grupo controle negativo (6leo de milho), 27 do
grupo controle positivo (PTU), 12 do grupo exposto ao OMC 250, 22 do grupo
exposto ao OMC 500 e 28 do grupo exposto ao OMC 1000, totalizando 119 animais
(excetuando as mées). Os animais foram expostos a partir do primeiro dia de vida,
durante vinte e dois dias. Os animais foram eutanasiados com overdose de
Cetamina (140mg/Kg) associado a Xilazina (20mg/Kg) no vigésimo terceiro dia de
vida (DPN23). Foram coletados os bacos e mantidos em gelo, devidamente
identificados até o momento de triturar e marcar. Para andlise de células em
suspensao, a trituracao foi feita manualmente com uso de pistilo, conservadas em

gelo e ndo ultrapassaram 12 horas apos a coleta.

4.3 Marcacao de superficie

Os linfécitos sédo lidos a partir de marcadores de superficie (anticorpo
monoclonal) de forma direta. Foi feito um pool com uma mistura de trés anticorpos
listados na tabelal e 2, de acordo com a amostra a ser analisada. Todos o0s

anticorpos que utilizamos foram fornecidos pela EXBIO.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados na marcacdo de sangue periférico humano
FACSCalibur™

Anticorpos utilizados na marcacgéo de sangue periférico
humano FACSCalibur™

Marcador Fluorocromo Excitacdo Emissdo Parametro Cor

de Conjugado Maxima Maxima

superficie

Anti-CD3  APC 635 nm 660 nm  FL4 Vermelho
Allophycocyanin (Laser Red)

Anti-CD8  FITC 488 nm 517nm  FL4 Verde
Fluorescein (Laser
Isothiocyanate Argon)

Anti-CD4  PerCP-Cy5.5 488 nm 695nm  FL3 Vermelho
Peridinin- (Laser
chlorophyll proteins Argon)

Fonte: BIOSCIENCE, 2007.

Tabela 2 - Anticorpos utilizados na marcagdo de triturado de bagco murino

CyFlow® Space

Anticorpos utilizados na marcacao de triturado de bago murino
CyFlow® Space

Marcador Fluorocromo  Excitacao Emissao Parametro Cor

de Conjugado Maxima Maxima

superficie

Anti-CD3 PerCP-Cy5.5 488 nm 670 nm FL3 Vermelho
Peridinin-
chlorophyll
proteins

Anti-CD8 PE 495 nm 557nm FL2 Laranja
Phycoerythrin

Anti-CD4 FITC 494 nm 517 nm FL1 Verde
fluorescein

isothiocyanate

Fonte: PARTEC , 2013.

Foram utilizados 50 pl com a amostra de sangue periférico humano para o
primeiro projeto e a suspenséo de 10° células do triturado de baco de camundongos
para o seguundo projeto. Adicionou-se 0s conjuntos de macadores (anticorpo
monoclonal ligado ao fluorocromo), segundo as tabelas 1 e 2 em quantidades de
acordo com informacdes do fabricante. Incubou-se por uma hora as amostras com
oS anticorpos, escuro e a ambiente.

no temperatura


http://www.exbio.cz/
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Como a analise é feita com intuito de avaliar os linfécitos, adicionou-se em
cada amostra 600ul de solucéo para lise de heméacias fornecida pela BD Biosciences
(Lysing Buffer), a qual agiu sobre a amostra por 15 minutos. Terminado o
procedimento de lise de hemécias, as amostras receberam a adicdo de solucao
tampéo fosfato-salino (Phosphate-bufferid saline — PBS), para bloquear a agao da
lise.

Foi adicionado 500ul de PBS, e centrifugou-se a 2000 rpm por 10 minutos.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 800ul de PBS.

4.4 Anélise por Citometria de Fluxo

O Citdmetro de Fluxo utilizado para as amostras do projeto Benzeno foi
FACSCalibur™ (a sigla “FACS” representam os citbmetros de fluxo da empresa
Becton & Dickinson - BD), representado pela FIGURA, no Departamento de
Farmacologia Aplicada do Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos). O
software utilizado para andlise das amostras adquiridas por esse aparelho € o BD
CellQuest™.

Figura 7 - Aparelho Citbmetro modelo BD FACSCalibur Bench-top Analyzer utilizado

para citometria.

Fonte: www.bdbiosciences.com, 2017.
Figura 7: BD FACSCalibur Bench-top Analyzer. 2 lasers, 4 cores.
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O aparelho utilizado para as amostras do projeto OMC foi o CyFlow® Space
da empresa Partec, presente no Laboratorio de Farmacologia do INCQS. O software

utilizado para analise das amostras adquiridas por esse aparelho é o FloMax®.

Figura 8 — Aparelho Citémetro modelo CyFlow® Space utilizado para citometria.
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Fonte: https://pdfs.wolflabs.co.uk, 2007.
Figura 8: CyFlow® Space 2 lasers, 6 cores.

Nos projetos analisados, o niumero de células adquirido foi cerca de 20.000
eventos e a informacdo computadorizada foi guardada para posterior avaliacdo com
0 programa de analise do préprio aparelho. Os resultados foram expressos em
percentagem de células (linfocitos T totais ou CD4+ ou CD8+). O “gate” de linfocitos
foi feito a partir da populacéo de células CD3 positivas. Foram avaliadas a razdo da
porcentagem de células CD4+ e porcentagem de CD8+ e porcentagem de LT CD3+

entre a populacao de leucdcitos totais.

4.5 Andlise estatitica dos dados

O software GraphPad Prism, versao 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego California, EUA) foi utilizado nas analises. O teste utilizado foi o
paramétrico t de Student. Os valores de p adotados como estatisticamente

significantes nas analises foram aqueles inferiores a 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para implantar o servico, obedecendo o Sistema de Gestdo da Qualidade
implementado de acordo com as Normas ABNT NBR ISO/IEC 17.025, foi feito
Procedimento Operacional Padrao (POP) para as marcagoes e leitura do aparelho.

Ambos estdo no anexo 1 no final do documento.
5.1 Resultados das andlises de sangue humano

Os resultados indicaram aumento significativo na média da porcentagem de
LT CD3+ (FIGURA 8) em sangue periférico de individuos expostos 42,04 + 1,907 em
comparacao com os resultados das amostras de individuos nédo expostos 35,15 +

1,516; sendo o p valor 0,0024.

Figura 9 - Grafico com resultado das medidas das populacdes de linfécitos T CD3+
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Fonte: Do autor, 2017.

Figura 9: Representacdo da média de populagdo LT CD3+ de acordo com seus grupos (Controle e
Individuos expostos ao benzeno). Os resultados foram expressos como média + erro padrao da
média (EPM). O “ * ” indica diferenca significativa estatisticamente (p<0,05) entre grupo controle e
benzeno.

A diferenca entre as razbes de LT CD4+/CD8+ dos grupos controle e exposto
ao benzeno mostrou-se significativa (FIGURA 9). Nota-se um aumento da populacéo
de LT CD8+ em relacdo a populacédo de LT CD4+ no grupo exposto ao benzeno.
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O valor médio da razdo LT CD4+/CD8+ no grupo controle foi de 1,987 + 0.1182
enguanto no grupo exposto foi de 1,632 £ 0,05717; p valor menor que 0,001.

Os LT CD4+ estdo presentes no sangue periférico em torno de 65% das
células T positivas enquanto as de LT CD8+ representam cerca de 35% em
individuos normais (SILVA, 2009). Assim, € natural esperar de um grupo controle
uma razéo LT CD4+/LT CD8+ proxima a 1,9. Quanto maior o aumento da populagéo
de LT CD8+, menor é a razdo de LT CD4+/CD8+. E possivel notar na figura 10 a
diferenca na porcentagem de células T CD8+ entre 0s grupos.

Os LT CD8+ sdo responsaveis por reconhecer o0s antigenos
intracitoplasmaticos, sendo importantes células envolvidas na resposta imune contra
células infectadas ou tumorais. Ap0s a adesdo a célula alvo com coestimulo
adequado, os LT CD8+ se proliferam com o objetivo de eliminar por citotoxicidade as
células com antigenos reconhecidos como estranhos ao corpo (MESQUITA-JUNIOR
et al, 2010).

Sugere-se que o aumento células T CD3+ possui um papel protetor. Um
estudo com pacientes com cancer de ovario exibiu resultados onde um subgrupo de
pacientes com altas frequéncias de LT CD8+ intra-epiteliais apresentou melhor
sobrevida que em pequenas frequéncias (SATO et al, 2005).

A baixa relacdo CD4+/CD8+ devido ao aumento da frequéncia de CD8+ no
grupo exposto ao benzeno (FIGURA 9 e 10) se assemelha a outros dados da
literatura, como um estudo com trabalhadores rurais expostos cronicamente a
pesticidas conhecidamente cancerigenos. Nesse trabalho, o grupo exposto possui
razdo LT CD4+/CD8+ de 1,94 e o grupo controle 2,21, sugerindo a queda da razao
LT CD4+/CD8+ quando ha exposicéo aos produtos toxicos (STEERENBERG, 2008).
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Figura 10 - Gréfico com resultado médio da razdo de células T CD4+/T CD8+
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Fonte: (Do autor, 2017).

Figura 10: Representacéo da relacéo LT CD4+/CD8+ em amostras de sangue periférico de individuos
ndo expostos e expostos ao benzeno. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). O “ * ” indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre grupo controle e
benzeno.

Assim, a menor relacdo da razdo LT CD4+/CD8+ é um indicativo de alteragcéo
do status hematoldgico e possivelmente imune dos individuos que estdo expostos
ao benzeno. No entanto, para falar melhor sobre o tipo de toxicidade do benzeno
outros parametros devem ser analisados como: outros marcadores como CD19+,
CD56+, CD45+ entre outros; analises hematoldgicas como contagem de leucdcitos e
bioguimicas, como enzimas ligadas ao metabolismo renal e hepatico (ALT, AST,

creatinina, entre outras).
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Figura 11 - Grafico Dot Plots representativos dos grupos estudados com marcacdes
para T CD4+ e T CD8+
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Fonte: Do autor, 2017.
Figura 11: A imagem mostra graficos representativos do tipo Dot Plot formado a partir de selegéo de

gate em um Grafico primario. Esses gréficos representam dentro da populacédo de células LT CD3+,

as porcentagens de Células LT CD4+ e CD8+ em individuos ndo-expostos e expostos ao benzeno.

5.2 Resultados das anélises de triturado de bacgo

Nas amostras estudadas do baco de camundongos expostos durante o
periodo lactacional (DPN 1-22) ao OMC, a citometria revelou diferengas
significativas nas razdes LT CD4+/CD8+ entre o grupos controle e exposto ao PTU,
onde o valor médio do grupo controle foi de 6,028 + 0,9569 e grupo exposto ao PTU
foi de 5,289 + 0,6818; p valor foi 0,0470. Isso mostra que a exposi¢do a um farmaco
conhecidamente indutor de hipotireoidismo, e consequentemente capaz de gerar
alteracdes sistémicas, também resulta em alteracdes imunoldgicas.

As amostras oriundas de animais expostos ao OMC apresentaram razéo LT
CD4+/CD8+ ainda menores que 0 grupo exposto ao PTU, nos quais os valores
médios foram 1,604 + 0,1359; 3,899 + 0,6987; 3.066 + 0.6750 respectivamente da
menor dose para a maior; p valor foram menor que 0,0001 para a menor dose,
0,0292 e 0,0417 para a dose de 500 mg/kg e 1000 mg/kg respectivamente.
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Isso mostra que a exposicdo ao OMC, da mesma forma que substancias toxicas
como o benzeno, aumenta o percentual de LT CD8+. Curiosamente a menor dose
apresentou 0os menores valores para razdo LT CD4+/LTCD8+, sugerindo maior risco
de toxicidade quando absorvido em pequenas doses, situacdo na qual a populacao
se encontra ao utilizar filtros solares. No entanto, o grupo OMC 250 mg/kg
apresentou 0 menor numero amostral (n=12), por perdas de animais durante o
tratamento, sendo necessarias mais analises que comprovem esses resultados

(dados em estudo).

Figura 12 - Grafico mostrando a relacdo LT CD4/LT CD8 nos diferentes grupos

expostos ao OMC
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Fonte: Do autor, 2017.

Figura 12: Médias das razdes LT CD4/CD8 dos grupos estudados presentes no bago de
camundongos expostos no periodo lactacional (DPN 1-22). A imagem mostra 0 grupo
Controle negativo, grupo exposto ao PTU, grupo OMC 250 mg/kg, grupo OMC 500 mg/kg e
grupo OMC 1000 mg/kg. O “* ” indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
grupo controle e os demais grupos.

Disfuncdes tireoidianas também podem provocar diminuicdo da relacdo LT
CD4+/CD8. Esse fato € mostrado por alguns autores como em casos de pacientes
com hipotireoidismo no periodo pds-parto e Tireoidite de Hashimoto (GOLDMAN et
al, 1986; COVAS et al, 1992; BARCA et al, 2000). Com base nos resultados, &
possivel inferir que provavelmente o filtro solar em questdo e o PTU estédo induzindo
uma desregulacéo tireoideana compativel com a reducdo da razdo LT CD4/CD8.

Para confirmar tal hipotese, € necessario realizar dosagens hormonais, como



43

tiroxina (T4), tri-iodotironina (T3), horménio tireotréfico (TRH) e hormdnio
tireoestimulante (TSH) para associar aos resultados mostrados.

O Brasil possui legislacdes atuais que mostram grande preocupacdo com a
exposicdo ambiental ou ocupacional ao benzeno. Apesar disso, ainda hd muitas
providéncias necessarias a protecdo da saude do trabalhador. Ja o OMC é um
estudo novo que necessita de mais informacdes quanto a sua atividade toxica. Os
dados gerados serao Uteis para os diferentes projetos de pesquisa. Essas linhas de
pesquisa geram dados importantes quanto a salde da populagdo, sendo portanto
uma questao de vigilancia sanitaria a qual mais uma vez o INCQS pode contribuir.

O uso de metodologias com a CF é de extrema importancia no fornecimento
de dados mais aprofundados sobre os efeitos toxicos que a populacdo pode ser
acometida, no entanto para o emprego deste tipo de metodologia € necessario
investimentos em conjuntos de anticorpos de acordo com as questdes a serem
levantadas.

Esse é um protocolo que depende de tempo para realizacdo e treinamento

dos funcionarios para elaboracao dos laudos.
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6 CONCLUSAO

A citometria se mostrou uma metodologia auxiliar e segura para o diagnostico
de alteracdes imunologicas e eficiente para os estudos realizados. Além disso,
possui a vantagem de ndo se muito invasiva quando realizada em sangue periférico.
O DFT encontra-se apto a disponibilizar o servico de citometria fluxo para pedidos
externos ao laboratério de farmacologia, o qual possui do aparelho, capacidade de
execucao e protocolo para andlise. No entanto, para disponibilizar tal servico, o setor
depende da disponibilidade de especialistas e insumos especificos para execugao

das andalises.
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