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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos colaterais do X-RI na producédo de
mucinas neutras e acidas e proliferacdo celular no epitélio jejunal de ratos adultos.
Ratos Wistar machos, com 90 dias de idade, foram separados em dois grupos:
grupo controle (ndo irradiado) e grupo experimental (irradiado). Os animais foram
avaliados em cinco tempos diferentes (4, 9, 13 e 25 dias) apds serem submetidos
aos 15 Gy de raio X na cabeca e no pescoco. Os animais do grupo controle foram
avaliados nos mesmos tempos. Para ambos os grupos, 3 animais foram avaliados
em cada tempo. Os animais foram injetados com BrdU (100 mg / Kg), anestesiados
e sacrificados. Fragmentos do jejuno foram coletados, imersos em paraformaldeido
a 2% por 48h, desidratados em alcool e embebidos em parafina para obtencéo de
secdes seriadas e longitudinais de 5 pm. As sec¢des foram submetidas a coloracao
com PAS e Alcian blue e imunohistoquimica para BrdU. O numero de células
caliciformes foi estimado nas 10 vilosidades intestinais por animal e cerca de 2500
células positivas para BrdU foram contadas para se obter o indice proliferativo. Os
resultados mostraram reducéo do peso corporal 4 e 9 dias ap6s o X-RI, diminuicédo
na producdo de mucinas neutras em todos os tempos e aumento na proliferacédo
celular 4, 9 e 13 dias apdés o X-Rl quando comparado ao o grupo de controle.
Concluimos que o X-RI alterou o estado estacionario do epitélio jejunal e também
sua funcionalidade.

Introducéo

A radioterapia € um tratamento para neoplasias malignas, capaz de destruir
células cancerigenas utilizando radiacao ionizante direcionada para a area do tumor.
Embora seja um tratamento eficaz para muitos tipos de cancer, e exista um cuidado
no protocolo de aplicacédo durante o tratamento, direcionando a radiacdo para 0rgao
afetado pelo tumor ocorre uma propagacdo da mesma para outras regides do corpo
cujos 6rgdos ainda estdo intactos. Entretanto pouco se estuda o efeito secundario da
radioterapia em orgaos distantes do foco tumoral.
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Resultados prévios de nosso laboratorio sobre os efeitos da radiacdo X
direcionada para a cabeca de ratos, mostrou que a irradiacdo se propaga para
outros 6rgdo como o intestino resultando em altera¢des significativas como alteracéo
da morfologia do epitélio e redugédo do numero de células caliciformes presentes nas
vilosidades, e reducdo da proliferacdo das células presentes nas glandulas
intestinais, sendo protanto, importante o a continuidade desse estudo para a
morfofisiologia de cada 6rgéo afetado.

No epitélio intestinal de mamiferos a renovacdo celular ocorre pela
proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das ceélulas presentes nas glandulas ou
criptas intestinais situadas na base das vilosidades.

A vilosidade intestinal € constituida de quatro tipos celulares principais:
enterdcitos ou células absortivas, células enteroenddcrinas e células caliciformes. As
células caliciformes podem ser encontradas ao longo dos intestinos delgado e
grosso e sao responsaveis pela producdo e manutencdo de uma camada protetora
composta por muco, sendo a mucina o principal constituinte (KIM, Y. S. & HO, S. B.;
2010). Alteracdes nas funcdes dessas células e consequentemente do muco
intestinal provocam uma série de mudancas, como alteracdes na microbiota local, a
qual € em parte responsavel pela formacdo da imunidade inata e adquirida da
mucosa e também podem causar desordens intestinais (DEPLANCKE, B. &
GASKINS, H. R.; 2001). Pela caracteristica de cinética celular o epitélio intestinal se
mostra como um modelo sensivel aos efeitos da irradiacdo (KIM, S. B. et al.; 1994)
sendo utilizado neste estudo para avaliar os efeitos secundarios da irradiacdo
direcionada na cabeca e pescoco de ratos.

Materiais e Métodos

Os animais foram distribuidos em 5 grupos: um grupo controle e quatro
grupos tratados distribuidos nos diferentes tempos: 4, 9, 14, 25 e 60 dias apos a
aplicacao da radiacdo. Para ambos os grupos, 3 animais foram avaliados em cada
tempo. Os animais do grupo controle foram avaliados nos mesmos tempos. Os
animais foram anestesiados, via intramuscular com 1,0 ml/kg de Cloridrato de
Ketamina e 1,5 ml/kg de Cloridrato de Xylasina. Os animais receberam doses de
raios X de 1537 gray, na regido de cabeca e pescoco e o cinco foram considerados
controles. Os animais foram sacrificados apés 4, 9, 14, 25 e 60 dias de irradiacao
por deslocamento cranio cervical, apés serem sedados com halotano. Os intestinos
foram coletados e fixadas por 48 horas em paraformadeido a 2%. Os segmentos
intestinais foram desidratados em séries ascendentes de alcool etilico, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina e cortes semi seriados longitudinais de 5 pm foram
montados em lamina e submetidos & técnica de Acido Periddico de Schiff (PAS), a
qual é uma citoguimica para a deteccao de carboidratos neutros (marcador das
células caliciformes) e contracorados com hematoxilina. Outra técnica usada foi a
coloracdo de Alciam Blue o qual é usado para colorir polissacarideos acidos tais
como glicosaminoglicanos e mucopolissacarideos. Para verificar a possivel
regeneracao de morfofuncionalidade das células do intestino foram realizados testes
com imunohistoquimica para BrdU para evidenciar células marcadas.

As contagens das células caliciformes foram realizadas em 10 vilosidades da
regido intestinal do duodeno para cada animal. As contagens foram realizadas a
partir da juncéo vilosidade/cripta até o apice da vilosidade, em porcdes dos cortes
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gue estavam bem orientadas. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
significancia (p<0,05) pelos testes de ANOVA e teste t.

Resultados e Discussao

Os resultados mostraram reducéo do peso corporal 4 e 9 dias apos o X-RI,
diminuicdo na producdo de mucinas neutras em todos oS tempos e aumento na
proliferacéo celular 4, 9 e 13 dias apdés o X-RIl quando comparado ao o grupo de
controle.
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Figura 1 — O peso dos ratos diminuiu até o dia 13 com uma diferenca significativa no dia 9 em
comparacao ao grupo controle.
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Figura 2 —Houve um aumento significativo na proliferacao celular do epitélio intestinal em 4,9 e 13
dias em relacdo ao grupo controle
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Figura X — A coloragdo de PAS para mucinas neutras demonstrou significativamente a reducéo das
células caliciformes em todos os tempos avaliados apés X-RI.
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Figura 3 — Para a coloracao de Alciam Blue, embora o nimero de células caliciformes produzindo a
mucina acida foi reduzido em 9, 13, 25 dias, nao foi significativamente diferente entre o
grupo controle e os tempos avaliados

Conclusdes

Os efeitos secundarios da irradiagdo, em dose Unica aplicada na cabeca e pescoco,
sobre o epitélio intestinal avaliado por meio da contagem de células caliciformes
foram significativos na regido jejunal, indicando que a diminuicdo de células
caliciformes pode acarretar efeitos na producdo de muco e consequentemente
alteracdes na fisiologia dessas regides intestinais. Concluimos que o X-RI alterou o
estado estacionario do epitélio jejunal e também sua funcionalidade.
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