AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE [

AVAVAY »
VAV MESQUITA FILHO
unesp Bacharelado em Fisica Médica

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

JOAO MIGUEL BARBOZA

EFEITOS PRODROMICOS DA EXPOSICAO DE BAIXA DOSE A RADIACAO
IONIZANTE NA MUSCULATURA ESQUELETICA E TRATO
GASTRINTESTINAL DE ZEBRAFISH

BOTUCATU-SP
2023



AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE [

AVAVAY »
VAV MESQUITA FILHO
unesp Bacharelado em Fisica Médica

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

JOAO MIGUEL BARBOZA

EFEITOS PRODROMICOS DA EXPOSICAO DE BAIXA DOSE A RADIACAO
IONIZANTE NA MUSCULATURA ESQUELETICA E TRATO
GASTRINTESTINAL DE ZEBRAFISH

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado ao Instituto de Biociéncias de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, para a obtengao do
titulo de Bacharel em Fisica Médica.

Orientador: Prof. Dr. Helton Carlos Delicio

BOTUCATU-SP
2023



FICHA CATALOGRAFICA ELAEORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAQ TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAC - CEMPUS DE BOTUCATU - UNESE
BIELIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRE B/5651

Barboza, Jodoc Miguel.

Efeitos prodrdmicos da exposicdc de baixa dose a
radiacdo ionizante na musculatura esquelética e trato
gastrointestinal de zebrafish / Jodoc Miguel Barboza. -
Botucatu, 2023

Trabalho de conclusdc de curso (bacharelado - Fisica
Médica) - Universidade Estadual Paulista "Julic de
Mesquita Filho", Institutc de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Helton Carlos Delicio

Capes: 20904002

1. Peixe. 2. Zebrafish. 3. Trato gastrointestinal.
4., Miasculo esquelético. 5. Radiacdo ionizante.

Palavras-chave: Alteracdes morfofisiologicas; Musculo
esquelético; Radiacgdc icnizante; Trato gastrointestinal;
Zebrafish.




“As above, so below. As within, so without. As the universe, so the soul.”
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RESUMO

O pequeno teledsteo Danio rerio, também conhecido como zebrafish, tem se
mostrado um excelente modelo experimental para o estudo de diversas
patologias como cancer, distrofia muscular e estresse. No que se diz respeito
a radiacdo ionizante, esta € definida como capaz de ionizar um meio,
produzindo radicais livres ou espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
sendo essas interagBes capazes de quebrar ligacdes quimicas e danificar
membranas celulares, podendo causar estresse oxidativo e danos ao DNA.
Foram escolhidos aleatoriamente 60 zebrafish adultos, que foram divididos
em 5 grupos experimentais, Controle, R1, R3, R7 e R15, sendo os ultimos
quatro expostos a radiacao ionizante na dose Unica e de corpo inteiro de
2Gy. O tempo de eutandsia e coleta das pecas do intestino delgado e da
musculatura esquelética foram realizadas 1, 3, 7 e 15 dias ap0s a exposicdo
a radiacao ionizante e, posteriormente analisadas histologicamente quanto
ao numero de células intestinais, comprimento das vilosidades intestinais,
diametro das fibras musculares. Foi possivel constatar que a radiacdo
ionizante de baixas doses promove alteracbes morfofisioldgicas
significativas no tecido intestinal e na musculatura esquelética e que ambos
possuem grande capacidade regenerativa.

Palavras-chave: radiacao ionizante; zebrafish; alteracfes morfofisiologicas;
musculatura esquelética; trato gastrointestinal.



ABSTRACT

The small teleost Danio rerio, also known as zebrafish, has proven to be an
excellent experimental model for the study of various pathologies such as
cancer, muscular dystrophy, and stress. About ionizing radiation, this is
defined as capable of ionizing a medium, producing free radicals or reactive
species of oxygen and nitrogen, and these interactions are capable of
breaking chemical bonds and damaging cell membranes, which can cause
oxidative stress and damage to the body. DNA. Sixty adult zebrafish were
randomly chosen and divided into 5 experimental groups, Control, R1, R3,
R7 and R15, the last four being exposed to ionizing radiation at a single and
whole-body dose of 2Gy. The time of euthanasia and collection of parts of
the small intestine and skeletal muscle were carried out 1, 3, 7 and 15 days
after exposure to ionizing radiation, and subsequently analyzed histologically
for the number of intestinal cells, length of intestinal villi, diameter of muscle
fibers. We found that low dose ionizing radiation promotes significant
morphophysiological changes in intestinal tissue and skeletal muscle, and
that both have great regenerative capacity.

Keywords: ionizing radiation; zebrafish; morphophysiological changes;
skeleton muscle; gastrointestinal tract.



SIGLAS E ABREVIATURAS
DNA — Acido desoxirribonucleico
ERO — Espécie reativa de oxigénio
ERN — Espécie reativa de nitrogénio
Gy — Gray
TGI — Trato Gastrointestinal
K — Kelvin
IAEA — Agéncia Internacional de Energia Atdmica
HE — Hematoxilina e Eosina

ANOVA — Andlise estatistica de variancias
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento industrial na atualidade, os organismos vivos estédo cada
vez mais expostos a diferentes formas de radiag&o ionizante e nao ionizante.
Normalmente as radiacdes de fontes naturais sédo de baixa energia e nao
ionizantes, como ondas eletromagnéticas, raios solares, relampagos e trovoes.
No entanto, existem também fontes naturais de radiagdo ionizante, com energia
o suficiente para remover elétrons dos &tomos ou moléculas, ou seja, capazes
de ionizar um meio (1, 2).

As principais fontes naturais de radiacdo ionizante sdo 0s raios cOsmicos e 0s
radionuclideos provenientes da crosta terrestre, ja as fontes utilizadas em terapia
(tratamento de cancer), diagnéstico de enfermidades (radiografias e tomografias)
e producao de energia (usinas nucleares) sao antropogénicas, ou seja, artificiais
(3-5).

A radiacdo pode interagir com a matéria em diferentes niveis dependendo da
quantidade de energia emitida pela fonte e as caracteristicas dos tecidos,
acarretando efeitos diretos ou indiretos. Os efeitos diretos ocorrem quando a
radiacdo interage diretamente com moléculas importantes e especificas como o
DNA, podendo causar quebras de fita dupla ou simples. Os efeitos indiretos
ocorrem quando a radiacdo interage com a matéria por meio de excitagdo ou
ionizacdo produzindo espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
de nitrogénio (ERN). Essas espécies sdo capazes de danificar a membrana
celular e quebrar ligagbes quimicas, podendo causar estresse oxidativo ou
danos ao DNA (6-8).

O maior ou menor efeito bioldgico sobre os organismos nédo depende apenas da
intensidade de exposicdo a radiacdo, mas também das -caracteristicas
intrinsecas associadas ao surgimento de efeitos adversos causados pela
radiacao, uma dessas caracteristicas é a radiossensibilidade.

Os trabalhos de Bergonié e Tribondeau (1959), posteriormente revisados por
Vogin e Foray em 2013 (9) sobre os efeitos bioldgicos induzidos pela radiacéo
ionizante nos tecidos, estabelecem que o estagio de desenvolvimento, atividade
metabdlica, proliferacédo e diferenciacao celular sdo caracteristicas que definem
a sensibilidade a radiacao, portanto tecidos mais jovens e menos especializados
S840 mais sensiveis em comparacao a tecidos adultos e mais especializados (10-
13).

Dentre os tecidos mais radiossensiveis temos o sistema hematopoiético,
sofrendo danos estruturais entre 2 e 4Gy, o trato gastrointestinal com danos
entre 10 e 100Gy, e o sistema nervoso acima de 100Gy. O tecido muscular
precisa de uma dose maior para que ocorra um dano permanente. A restauracao
ou ndo dos danos celulares causados pela radiacdo ionizante pode levar a
alteracdes cromossdmicas, mutacdes, cancer e morte celular (14-16).

De acordo com os trabalhos de Mothersill e Seymour (2012) néo existe dose
segura de radiacdo, qualquer exposicdo aumenta o risco de danos, devido a
diversas variaveis descontroladas tais como tempo de exposic¢do, calibracao do
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equipamento e exposi¢do. Além disso em acidentes nucleares, uma dose
superior a 1Gy ja permanece no ambiente exposto (17, 18).

A utilizacdo de animais de laboratorio ou cultura de células € uma o6tima
alternativa para avaliar efeitos biologicos em ambientes controlados com
populacdes com baixa variabilidade individual e experimentacdo em diversas
doses de radiacdo. O zebrafish (Danio rerio) € um pequeno teledsteo tropical e
de agua doce e tem se mostrado um bom modelo experimental pelo baixo custo,
facil manutencdo e similaridade gen6mica para com humanos. Esse peixe
compartilha metade do tamanho do genoma humano e cerca de 70% dos genes
humanos, além de 82% dos genes cancerigenos. Atualmente esse modelo é
amplamente utilizado em diversas linhas de pesquisa (modelos de cancer,
distrofia muscular, estresse e neurociéncia), porém sua utlizacdo em
radiobiologia € ainda escasso e quase restrito a fase embrionaria (19-26).

A maior parte do corpo dos peixes € formada por tecido muscular, que é
responsavel pela locomocao, uma vez que o ambiente aquatico é mais denso
que o terrestre, 0s peixes necessitam de maior forca para se deslocar em
situacdes como caca ou fuga de predadores. Os musculos esqueléticos séo
ligados as costelas e pele, direcionando a energia de contracdo muscular para
uma forca motriz, ao contrario dos mamiferos (27-29).

A principal funcdo do trato gastrointestinal do zebrafish, que é formado por
intestino delgado e intestino grosso, é a digestédo e absor¢ao de nutrientes assim
como nos mamiferos. O intestino delgado é o principal local de absorcao de
nutrientes enquanto o intestino grosso, de absor¢cdo de sais e agua. Os
mecanismos de digestdo e absorcdo ocorrem através de processos de mistura
e impulsdo dos materiais a fim de transformar, digerir, absorver e posteriormente
eliminar os mesmos. A principal diferenca entre o trato gastrointestinal do
zebrafish e o humano, é a auséncia de expressdo de genes para codificar as
funcdes gastricas, e a presenca de estruturas independentes compostas por
células endodérmicas dispostas em lamina ou cordédo (30-32).

A maioria dos estudos em organismos vivos utilizam exposices crbnicas a
radiacdo ionizante em baixas doses e pouca atenc¢ao tem sido dada aos efeitos
da exposicdo aguda a radiacdo ionizante. No presente estudo utilizamos o
zebrafish como modelo bioloégico visando investigar os efeitos da exposicéo
Unica e de corpo inteiro na dose de 2Gy sobre o Sistema Digestorio e a
Musculatura Esquelética de zebrafish adultos.

MATERIAIS E METODOS

Modelo Experimental

Para determinarmos os efeitos teciduais e possiveis alteragdes morfofisiologicas
causados pela exposi¢éo a radiagéo ionizante de corpo inteiro, utilizamos como
modelo experimental o zebrafish (Danio rerio) e dois tecidos de
radiossensibilidades bem distintos; o Trato Gastrointestinal (TGI) com
radiossensibilidade dos tecidos mais baixa e o Musculo Esquelético; mais
elevada.(9)
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Manutencé&o dos peixes

Os animais utilizados nesse estudo foram espécimes adultos (aproximadamente
60 dias de idade, 3,5 £ 0,5 cm de comprimento e massa de 0,4 + 0,1g) da espécie
Danio rerio (zebrafish), selecionados da populacdo estoque mantida no biotério
de peixes do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional (Setor Fisiologia)
do Instituto de Biociéncias de Botucatu -UNESP.

Os animais foram mantidos em tanques de alvenaria de 1200L (150 individuos)
com aeracdo constante e fluxo continuo de dgua desclorada para constante
renovacao e filtracdo mecénica e biolégica. Os niveis de amdnia e nitrito foram
<0,002 ppm e <0,25 ppm, respectivamente. O pH da agua variou em torno de
7,0 a 7,2 e a temperatura de 24 a 26°C (sendo mantidos em ambiente fechado
contando com ar-condicionado e termostatos).

O fotoperiodo estabelecido foi de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, das 6 as
18 horas, com transicdo abrupta de luz para sombra, controlada por timer
eletrénico. A iluminacéo foi artificial (lampada com aproximadamente 5200K de
temperatura) com intensidade luminosa de 120 lux na superficie da dgua dos
tanques. A alimentacéo foi diaria com ragao industrializada até a saciagao.

Delineamento experimental

Como estratégia geral, avaliou-se os efeitos da radiacdo ionizante (2Gy) no
namero de células intestinais, comprimento das vilosidades intestinais e
diametro das fibras musculares esqueléticas de zebrafish adulto. Para isso foram
selecionados aleatoriamente 60 animais do nosso estoque, que foram
transferidos para cinco aquarios de vidro (40x25x22cm, 22 litros de 4gua) e
mantidos sob essas condi¢cfes durante o periodo de aclimatacao de 1 semana.

Os peixes selecionados formaram cinco grupos, sendo um grupo controle (n=20)
e guatro grupos experimentais, expostos a radiacdo (n=40). Os quatro grupos
experimentais foram caracterizados pelo tempo de eutanasia apds a exposicao,
portanto R1, R3, R7 e R15, eutanasiados 1, 3, 7 e 15 dias apds a exposicao,
respectivamente.

Foram realizadas analises e comparacfes do comprimento das vilosidades e o
namero de células intestinais presentes ao longo das vilosidades e o diametro
da musculatura esquelética dos peixes expostos a radiacdo ionizante com o
grupo controle, ndo expostos, mas submetidos aos mesmos procedimentos
experimentais durante 15 dias apds exposicdo, com os cortes histoldégicos sendo
realizados nos dias 1, 3, 7 e 15.

Os aquérios continham sistema de aeragdo por ar comprimido, temperatura
controlada, ar-condicionado, alimentacdo duas vezes por dia até a saciacéo,
limpeza e sifonagem dos tanques duas vezes por semana para remocao de
fezes e restos de alimento, e complemento com agua desclorada até 8 litros.



14

Exposicdo a Radiacdo lonizante

Os peixes foram transportados ao setor de Radioterapia do HCFMB — Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e expostos a uma dose
Gnica de 2Gy em uma unidade de telecobaltoterapia Alcyon Il. A dosimetria foi
realizada com camara de ionizagéo calibrada para a energia do Co®° de acordo
com IAEA (Agéncia Internacional de Energia Atdmica) seguindo protocolo TRS-
398 (Tabela 1).

O procedimento consistiu no posicionamento de dois aquarios no isocentro do
Alcyon Il, e posterior irradiagdo com 2 campos, um 45° a esquerda e outro 45° a
direita (Figura 1). Considerando o coeficiente de atenuacdo da agua e do vidro,
0 tempo de exposicéo e a entrega de 2,56Gy garantiram a homogeneidade da
dose de 2Gy em todos os animais. Imediatamente ap0s a exposicao, 0s peixes
retornaram aos tanques de origem e foram eutanasiados de acordo com o grupo

experimental, nesse dia os peixes ndo foram alimentados.

Figura 1. Mostra a disposi¢ao dos aquarios no isocentro do Alcyon Il. Fonte:
Acervo Pessoal.

Tabela 2. Especificacdes da unidade de telecobaltoterapia Alcyon II.

Especificagcbes Alcyon I

Aparelho Alcyon Il
Campo equivalente 30
Profundidade (cm) 8
Distancia — SSD 80
Dose (cGy) 200
Bandeja Sem Bandeja
PDP % 70,1
Rendimento (cGy/min) 50,8
Fator Campo 1,109
Fator Bandeja 1

Tempo (min) 5,04
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Dissecacao

A dissecacéo consistiu no método de Gupta e Mullins (2010), no qual os peixes
foram previamente anestesiados em solucdo supersaturada de Benzocaina e
imediatamente colocados em contato com gelo durante 15 minutos para fixacéo
e preservacdo dos oOrgdos. ApoOs isso, o animal foi posicionado em um
Microscopio Binocular ZEISS 2000® em uma placa de petri embebida com
parafina e envolta por papel metalico. Cada animal foi fixado com a ajuda de
alfinetes e posteriormente dissecados com auxilio de instrumentos cirurgicos
para remocdo do trato gastrintestinal e musculatura esquelética. Apds a
remocao, as pecas foram imersas imediatamente em Glutaraldeido 4% para
fixacdo e posterior armazenamento em refrigerador a 10°C. Pode-se observar
as pecas dissecadas nas Figuras 2 e 3 a seguir (33).

Figura 2. Imagem representativa do intestino delgado de zebrafish sob papel metalico antes da imersao
em Glutaraldeido 4%. Fonte: Acervo Pessoal

Figura 3. Imagem representativa do zebrafish fixado na placa de petri com o auxilio de alfinetes e uma
porcdo da musculatura esquelética retirada do lado esquerdo do peixe. Fonte: Acervo Pessoal.
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Anadlise Histolbgica

Os tecidos previamente armazenados foram desidratados em concentracfes
crescentes de etanol e decrescentes de xilol e mergulhados em parafina. Apos
a solidificacédo da parafina foram feitos cortes de trés secfes na espessura de 4
pm com auxilio de um micrémetro. As laminas histolégicas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e foram realizadas analises comparativas entre o
grupo controle e 0s grupos expostos.

As andlises histologicas das laminas de intestino e musculo esquelético foram
realizadas em microscopio OLYMPUS CX23. O software Cell Sens Standard
(Olympus®, USA) foi usado para mensurar o comprimento das vilosidades
intestinais e didametro das fibras musculares, tragando uma linha arbitraria entre
dois pontos e o software retornava os valores em pm. Quanto a contagem de
células intestinais, o software diferencia os nucleos celulares por meio da
coloracgédo e retorna o niumero de nucleos da regiao escolhida.

No Anexo 1 (pagina 33) pode-se observar um banco de figuras das laminas
capturadas pelo microscopio.

Anélise Estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Prism 8 para a analise estatistica e confeccao
dos gréficos. O teste adotado foi 0 ANOVA (Analise de Variancia) seguido de
post-hoc de Tukey e analise estatistica descritiva com significancia estabelecida
por p<0,05. Os gréficos sdo do tipo linha, com média e desvio padrao.

RESULTADOS

Nesse estudo, apos exposi¢cdo aguda e de corpo inteiro a radiacao ionizante na
dose de 2Gy, nao foi observada morte, deformidades nem quaisquer alteracdes
comportamentais nos animais apdés o retorno aos aquarios de origem no
laboratario.

Os efeitos da radiacao ionizante sobre o organismo dependem principalmente
do quanto o tecido exposto € radio sensivel. De acordo com a Lei de Bergonié e
Tribondeau (1959) a radiossensibilidade dos tecidos depende do seu grau de
desenvolvimento e especializacéo.

Constatamos que a radiacdo ionizante de corpo inteiro na dose Unica de 2Gy
promove queda significativa no nimero de células e no comprimento das
vilosidades intestinais e aumento significativo do diametro das fibras musculares
esqueléticas, alteracdes essas identificadas principalmente no primeiro dia apos
a exposicao.

Os valores médios obtidos ap0s andlise dos cortes histoldgicos em relagdo ao
comprimento das vilosidades foi de 151,8 + 29,89um para o grupo controle. No
primeiro dia apds exposi¢cdo, o comprimento das vilosidades apresentou queda
significativa em relacéo ao controle (ANOVA p<0,0001), com valores médios de
76,73 £ 20,3um (R1). Esta queda nao perdurou nos outros momentos
analisados, com uma possivel regeneracdo e ou diferenciacdo celular que
culminaram com um crescimento significativo das vilosidades intestinais no
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terceiro dia (R3= 204,3+57,82um) em relacdo ao grupo controle (ANOVA
p=0,00013), e retornando aos valores basais no sétimo dia (R7=173,5 £ 41,61
pum) e décimo quinto dia (R15=161,9 + 29,3um), mostrando a grande capacidade
de reparacéo tecidual do TGI do zebrafish apds lesédo provocada pela radiacdo
ionizante . Gréfico 1 e Figura 4.
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Grafico 1 Valores médios + desvio padrdo do comprimento das
vilosidades intestinais (um) de Zebrafish expostos a radiacé@o ionizante
na dose de 2 Gy. * indica diferenca significativa (p<0,05) e ** indica
diferencga significativa (p<0,0001) em relacéo ao grupo controle. ANOVA
seguido de post-hoc de Tukey.
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Figura 4 Imagem ilustrativa mostrando as vilosidades intestinais de zebrafish
apoés a exposicao Unica e de corpo inteiro a radiacdo ionizante na dose de
2Gy. Linhas vermelhas mostram o comprimento das vilosidades intestinais
em pm.
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Resultado semelhante foi obtido em relacdo ao nimero de células do tecido
gastrointestinal com queda significativa ja no primeiro dia (R1=4432+563,9
nacleos) em relacdo ao controle (CTL=6858+262,6 nucleos) (ANOVA,
p=0,0232). A partir do terceiro dia a analise morfolégica mostrou inicio de
regeneracao celular (R3=8507+ 1603nucleos) com aumento significativo no
namero de células observado no sétimo dia (R7= 9814+1740 nucleos) em
relacéo ao grupo controle (ANOVA, p=0,0046).

No décimo quinto dia apdés a exposicdo, o numero de células diminuiu
significativamente (R15=7059+ 736 nucleos) em relacdo ao momento anterior
(ANOVA, p=0,0086), poréem se manteve semelhante aos niveis basais pré-
exposicao, conforme Grafico 2 e Figura 5.
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Grafico 2 Valores médios * desvio padrdo do nimero de nucleos celulares na
regido das vilosidades intestinais de Zebrafish expostos a radiagdo ionizante na
dose de 2 Gy. * indica diferencga significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle. ANOVA seguido de post-hoc de Tukey
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Ao analisarmos os cortes histologicos das pecas musculares esqueléticas, tecido
menos radio sensivel que o TGI, verificamos uma resposta surpreendente em
relacdo ao diametro das fibras musculares no primeiro dia ap0s a exposicao
(R1=35,5£10,86um), com valores significativamente maiores em relacdo ao
grupo controle (CTL=14+4,87um), com as fibras musculares apresentando uma
certa hipertrofia significativa (ANOVA, p<0,0001).

Esse aumento inicial no didmetro das fibras musculares esqueléticas nao foi
verificado nos outros momentos analisados, com valores proximos e nao
significativos em relagdo ao grupo controle no terceiro dia (R3=12,25+7,93um),
sétimo (R7=10,65+0,57um) e décimo quinto dia (R15=15,22+1,34um) conforme
Gréfico 3 e Figura 6.
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Grafico 3 Valores médios * desvio padrdo do diametro das fibras musculares
esqueléticas de Zebrafish expostos a radiagdo ionizante na dose de 2 Gy. *

indica diferenca significativa (p<0,05) e ** indica diferenca significativa
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. ANOVA seguido de post-hoc de
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Figura 6 Imagem ilustrativa mostrando as fibras musculares esqueléticas de
zebrafish ap6s a exposicao Unica e de corpo inteiro a radiagao ionizante na dose de
2Gy. Barras vermelhas indicando o didmetro das fibras em pm.
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DISCUSSAO

A exposicdo a radiacao ionizante de corpo inteiro com uma unica dose de 2Gy
promoveu alteracdes morfofisioldgicas significativas no Trato Gastrointestinal e
no Musculo Esquelético, com diminuicdo no comprimento das vilosidades e no
namero de células intestinais e aumento no diametro do musculo esquelético em
peixes da espécie zebrafish (Danio rerio). Essas alteracbes foram observadas
principalmente nos primeiros dias apds a exposi¢cdo e houve uma importante
recuperacédo nos dias subsequentes.

Estes resultados sdo importantes para 0s procedimentos radioterapicos
utilizados como recurso terapéutico no tratamento do cancer. Normalmente, a
terapia contra a neoplasia tem a finalidade de impedir a multiplicagéo e provocar
a morte das células malignas, evitando ao maximo qualquer efeito colateral as
células ou tecidos adjacentes ao alvo, que apresentam certo grau de
radiossensibilidade, tais como a pele e a mucosa intestinal (34).

Entretanto, efeitos indesejaveis precoces ou tardios estdo entre os principais
fatores que limitam a radioterapia principalmente nas primeiras fases da vida e,
conhecer os efeitos secundarios da radioterapia nos tecidos ndo alvos € de
extrema importancia.

Por outro lado, mesmo tendo conhecimento dos efeitos colaterais da radiagéo,
poucos s&o os estudos que utilizam baixas doses de radiagdo de corpo inteiro
em animais adultos e, na sua maioria, 0s estudos se limitam a animais na fase
embrionéria e exposicao a altas doses de radiacao de forma aguda ou crbnica
(35).

Os estudos de Bergonié e Tribondeau (1959) e revisados por Vogin e Foray
(2013) mostram gue a maior radiossensibilidade depende do estado metabdlico
do tecido, da diferenciacao e proliferacdo das células, e da idade dos tecidos ou
orgados que estao sendo irradiados. Portanto, a fim de analisar os efeitos da
radiacao ionizante de baixa dose sobre os parametros morfofisioldgicos, foram
utilizados dois tecidos de radiossensibilidade totalmente distinta, o TGl e a
musculatura esquelética. O TGI é o segundo tecido mais radiossensivel do
organismo, apresentando danos estruturais com doses na faixa de 10Gy,
enquanto o musculo esquelético necessita de uma dose bem maior (15)(9).

Além da diferenca classica da radiossensibilidade, ndo podemos descartar as
caracteristicas intrinsecas de cada tecido, uma vez que Mothersill e Seymour
(2012) mostraram que nao existe dose segura de radiacao ionizante e que Varios
fatores estao envolvidos, desde a dose, o tempo de exposicéo, a calibragao do
equipamento, além das condic¢des fisiolégicas do proprio animal, o que pode
levar o surgimento de danos teciduais criticos, com altera¢cdes cromossomicas,
mutacdes, cancer e morte celular (18).

No presente estudo, procurou-se manter todos os fatores externos controlados
para todos 0s grupos, experimentais e controle e utilizamos como modelo
experimental o zebrafish (Danio rerio), principalmente pela sua similaridade
gendmica com os humanos, compartilhando metade do tamanho do genoma
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humano e cerca de 70% dos genes. Além desses animais possuirem uma
grande capacidade de adaptacdo a diversos tipos de ambientes e agentes
estressores externos com uma capacidade significativa de restauracdo
homeostética através de respostas adaptativas (21, 35).

ApoOs exposicdo de corpo inteiro na dose de 2Gy, constatamos alteracdes
significativas no Sistema Digestorio, com diminuicdo significativa no
comprimento das vilosidades e no numero de células intestinais logo no primeiro
dia ap6s a exposicdo a radiagdo ionizante. Os efeitos observados nesse estudo
sao prodromicos, ou seja, sdo respostas observadas em um curto intervalo de
tempo apos a exposicdo aguda de baixa e Unica dose de radiagdo ionizante. De
acordo com Gunter-Smith (1987) os efeitos prodrémicos séo reversiveis, mas se
ndo tratados podem causar a incapacitagdo do individuo (36).

Nesse estudo, constatamos que o zebrafish apresentou capacidade de
regeneracao de 6rgdos internos por meio de mecanismos de reparacao celular,
uma vez que o comprimento das vilosidades e o niumero de células aumentaram
significativamente no terceiro (3°) e no sétimo (7°) dia respectivamente apos
exposicao.

Em humanos, pouco se sabe sobre os processos de reconstituicdo tecidual em
comparacao aos animais, segundo Kawakami (2010) os zebrafish possuem
certa capacidade de substituir células danificadas, com certa variacdo entre os
tecidos, mas com potencial para regenerar barbatanas, cauda, escamas, retina,
medula espinhal, além da regeneracao de 6rgdos internos, tais como o pancreas
e o coracao (37).

Como o TGl é um o6rgdo envolvido em diversas funcdes fisiologicas, a
preservacao da mucosa intestinal é de extrema importancia para 0S processos
digestivos, absortivos e metabdlicos, a sua integridade ou regeneracado permite
que os nutrientes sejam processados, absorvidos e distribuidos pelo organismo
e utilizados na manutencéo, reproducao e crescimento do organismo. Portanto,
o desenvolvimento das vilosidades intestinais através da acao integrada dos
estimulos neurais, hormonais e paracrinos promovem aumento na area de
superficie intestinal, facilitando a absorcéo dos nutrientes disponiveis (38, 39).

De fato, a avaliacdo da integridade da mucosa intestinal pode ser realizada por
meio da mensuracao da altura e densidade das vilosidades. Existe um equilibrio
no tecido gastrointestinal entre a apoptose e renovacéo das células intestinais
através das atividades das células regenerativas ou células tronco intestinais
localizadas na base das criptas de Lieberkihn. Essas células podem
permanecer na base das criptas ou se diferenciar em células especializadas,
migrando ao longo das vilosidades a fim de manter o tamanho e funcionalidade
do Sistema Digestorio como observado em ostras, anfibios, peixes e roedores
(40-43).

Essa diferenciacdo ndo depende apenas das condi¢cdes gerais do intestino e das
necessidades do momento, mas dos fatores que levaram a agressao do TGl e



22

que mas decisdes ou ma coordenacao por parte das células tronco pode resultar
em disturbios intestinais, como doenca inflamatdria intestinal ou cancer (44).

De acordo com Oria, B. (2016), a morte celular e a renovacéo continua do epitélio
intestinal precisam apresentar forcas iguais para manter a homeostase do tecido
epitelial, visto que qualquer desequilibrio entre a producéo e a morte celular pode
levar ao surgimento de patologias tais como o acumulo ou perda celular (45). A
renovacao constante das células intestinais tem por intuito manter a capacidade
digestiva e absortiva, contudo, quando algum agente externo (microrganismos,
radiacdo ionizante, toxinas) faz contato com a mucosa intestinal, pode ocorrer
um desequilibrio fisiolégico culminando em apoptose celular e comprometendo
a renovacao celular, modificando a altura, comprimento e espessura das
vilosidades (46).

A diminuicdo aguda no comprimento das vilosidades e no niumero de células
observada no zebrafish, pode de certa forma comprometer a capacidade
absortiva do animal, porém néo verificamos tal alteracdo, uma vez que a mucosa
intestinal mostrou uma grande capacidade de regeneracdo do comprimento das
vilosidades no terceiro dia e um aumento significativo do nimero de células no
sétimo dia apds a exposicdo.Essa capacidade regenerativa da mucosa intestinal
€ observada em humanos e o turnover do epitélio intestinal ocorre em média com
5 dias, principalmente nos enterdcitos e células caliciformes (45).

Nos tratamentos radioterdpicos, a destruicao de células patdgenas e células nao
alvo é comumente observada como efeitos secundérios ou colaterais, podendo
ocorrer através de mecanismos de apoptose ou necrose. Durante seus estudos
Beck et al., (2004) e Becciolini et al., (1997) observaram reducdo acentuada no
namero de células caliciformes apds o tratamento radioterapico, com retorno
gradual no namero de células ao longo do tempo (47, 48).

Por outro lado, Marta, et al., (2011) constataram em ratos que a queda inicial
apos irradiacao de 1,5Gy, ndo foi acompanhada pela regeneracdo das células
caliciformes ao longo dos 25 dias experimentais, mas ocorreu um pico de
proliferacdo celular 4 dias apds exposicao (34).

O mecanismo de regeneracdo diario das células intestinais € um processo
fisiologico que permite ao intestino desempenhar sua funcdo digestiva e
absortiva, além de funcionar como uma barreira fisica que protege o organismo
contra a entrada de patégenos, toxinas e substancias carcinogénicas. (44)

Em nosso Laboratério de Fisiologia Digestoria e Comportamento em Peixes,
estudos previamente realizados por Giarola et. al., (2016) demonstraram que as
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), expostas a altas doses de radiacao
ionizante (80Gy), apresentaram alteracdes no comportamento alimentar
passados 8 dias da exposicdo, com um quadro de mucosite significativo que
impedia a realizagéo da degluticdo do alimento. O reflexo alimentar foi mantido,
mostrando a preservacdo do Sistema Nervoso Autbnomo, uma vez que 0S
peixes se deslocavam até a superficie dos aquarios na busca do alimento, mas
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nao conseguiam ingerir, mostrando que o Sistema Digestorio foi comprometido
pela radiacdo (49).

Em mamiferos, Shadad et al., (2013), demonstraram que a radiacdo ionizante
altera significativamente funcdes gastrointestinais como esvaziamento gastrico,
causando diarreia, perda de apetite, ndusea, vomito e até anorexia, e que as
consequéncias sao dependentes da dose, além de promover queimaduras,
agravacoes neuroldgicas e morte (50-52).

O comprometimento do Sistema Digestorio apdés a exposicdo a radiacao
ionizante é fato, como pdde ser observado por Otterson (1988) e Potten (1998)
em intestinos de cachorros e ratos, apresentando aumento da apoptose das
células intestinais ja nas primeiras 3 a 6 horas apos exposicao (53, 54).

A ocorréncia dos efeitos prodrémicos se verifica no periodo de 1 a 3 dias apoés a
exposicao, promovendo alteracfes estruturais ha mucosa intestinal, e podendo
comprometer o desenvolvimento e a manutencdo da microflora intestinal, e
causar diminui¢do das funcdes digestivas e absortivas (42, 55).

Nesse estudo, observamos alteracBes significativas nas caracteristicas
morfofuncionais do Sistema Digestério do zebrafish nos primeiros dias apos
exposicdo, e uma grande capacidade regenerativa do Sistema Digestorio em
restabelecer o comprimento das vilosidades e o numero de células intestinais
sem comprometer os comportamentos cognitivos e alimentares durante os 15
dias.

Quanto aos efeitos da radiacdo sobre a musculatura esquelética, mais uma vez
nos deparamos com poucos estudos envolvendo baixas doses de radiacéo
ionizante e os estudos radiobiolégicos em peixes, em sua maioria se limitavam
ao uso de animais na fase embrionaria, além de metodologias distintas entre os
estudos.

Na maioria dos peixes o musculo esquelético constitui cerca de 60% da massa
corpérea e verifica-se uma variacdo no didametro das fibras, que depende de
fatores como do préprio musculo, idade, sexo, estado de nutricdo, exercicio fisico
e diversas patologias (56).

Ao longo da evolucdo, essa musculatura se especializou para atender novas
exigéncias de um ambiente que |he impde uma certa resisténcia e para isso 0s
peixes desenvolveram estruturas que favoreceram o seu deslocamento no
ambiente liquido, tais como corpo alongado e hidrodindmico, secre¢cdo de muco
na superficie corporal e escamas (57, 58).

De fato, o tecido muscular esquelético é fundamental e essencial para varios
processos fisioldgicos dos vertebrados e especialmente para os peixes, como a
producéo de forca e geracdo de movimentos que promovem o deslocamento, a
sustentacdo e manutencdo da posi¢cdo, bem como nas mudancas buscas de
postura (59).
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Mesmo sendo um tecido p6s mitético e de baixa radiossensibilidade, sao tecidos
com baixa proliferacéo e diferenciacao celular e, portanto, mais especializados
e menos susceptiveis aos efeitos da radiacéo ionizante.

Entretanto, deve se tomar cuidado em afirmar que a musculatura esquelética
nao apresenta alteracdes morfolégicas apos exposicdo a radiacdo, uma vez que
0os estudos de Viana (2015) mostram que a estrutura celular das proteinas
contrateis dos musculos esqueléticos sao afetadas pela radiagao, principalmente
durante a exposicao a altas doses (60, 61).

Quanto aos efeitos observados da radiacdo em criancas e adolescentes, maior
cuidado e atencdo tem sido empregado, uma vez que 0s procedimentos
radioterapicos vém crescendo nesta faixa etaria principalmente nos tratamentos
de leucemias, linfomas e tumores do Sistema Nervoso Central, sendo
observadas sequelas tardias na musculatura esquelética (62).

Como o organismo dos individuos nessa faixa etaria estdo em pleno
desenvolvimento, os tecidos sdo mais radiossensiveis que em individuos
adultos. O organismo mais jovem mantém tecidos com alto grau de plasticidade
fenotipica, sendo observadas alterac6es fisioldgicas ou morfoldgicas de acordo
com as condi¢cdes ambientais, e o surgimento de disturbios morfofisiol6gicos
como efeitos colaterais tardios sobre a musculatura esquelética tem sido
observado (62, 63).

No presente estudo, verificou-se que o zebrafish adulto exposto a radiacao
ionizante na dose Unica de 2Gy apresenta diminui¢do significativa no diametro
das fibras musculares esqueléticas no primeiro dia apés a exposicao,
apresentando aumento significativo no diametro muscular em relacdo ao
controle nos dias subsequentes, mostrando que a musculatura esquelética do
zebrafish é extremamente capaz de restaurar a lesao inicialmente observada.

Se de fato o musculo esquelético € resistente a radiacao, quais 0s mecanismos
que estariam envolvidos nessa alteracdo da morfologia muscular logo apés a
exposicdo a radiacdo. Algumas suposicdes podem ser levantadas, tais como
comprometimento dos vasos sanguineos, afetando o suprimento energético para
a musculatura, infeccdo secundaria com a liberacdo de mediadores
inflamatorios, lesdo primaria das fibras musculares, apoptose, alteracdo no
metabolismo proteico, fibrose muscular e a participacdo ou ndo de células
satélites na regeneracao.

Embora os estudos comprovem que a radiacdo ionizante promove efeitos
deletérios sobre a morfologia e o funcionamento do musculo esquelético, poucos
sdo as investigacbes e na sua maioria com resultados contraditorios e
metodologias diferentes, o que dificulta a interpretacdo e comparacéo dos dados
(60).

De fato, Olive et al., (1995) demonstram que a radiagdo gama induz a morte
celular no musculo com caracteristicas morfoldgicas de apoptose. Por outro lado,
Viana et al.,, (2015), identificaram que a musculatura esquelética possui
capacidade regenerativa induzida pela exposicdo a radiagdo e que as células
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satélites estariam diretamente envolvidas nas respostas de carater regenerador
e nos processos de hipertrofia e hiperplasia no musculo esquelético adulto.
Essas células, localizadas entre a lamina basal e a membrana plasmatica estao
quiescentes e sdo estimuladas a se diferenciar através dos fatores de
crescimento liberados por leucocitos e pelas préprias fiboras musculares lesadas
(60, 64).

Segundo Bischoff, (1994) e Husmann (1996), a maior ou menor capacidade das
células satélites em participar da regeneracdo celular dependem da dose
aplicada e do estagio de desenvolvimento do animal (65, 66).

No entanto, a maioria dos estudos envolvendo musculatura esquelética e células
satélites tém mostrado que a irradiacdo prejudica a proliferacdo de células
satélites, impactando negativamente no processo de regeneracdo celular e,
portanto, na hipertrofia muscular (67, 68).

Ja na década de 90, estudos envolvendo ratos recém-nascidos e expostos a
dose de 2Gy de radiacdo, apresentaram morte celular, principalmente das
células satélites, indicando que o tecido muscular esquelético € radiossensivel
quando em fase de desenvolvimento (69).

Quando analisados os efeitos da radiagdo em doses terapéuticas sobre a
musculatura esquelética de humanos, constata-se uma alta radio resisténcia
morfoldgica, no entanto, é possivel observar necrose tardia do masculo causada
principalmente por danos aos capilares sanguineos e ao tecido conjuntivo (70).

Por sua vez, Jurdana (2008) acrescenta que a radiacao afeta as células satélites
musculares, prejudicando sua ativacao, proliferacdo e diferenciacdo, além de
apresentar sérias repercussdes funcionais como interferéncia na permeabilidade
da membrana, comprometendo a excitabilidade e contratilidade da musculatura
(71).

Acredita-se que a radiacdo impeca a mitose das células satélites ao causar
guebras nos filamentos do DNA da célula. Se ocorrer uma quebra apenas em
uma unica fita, o dano pode ser reparado, porém se o dano ocorrer no mesmo
ponto em ambas as fitas, a delecdo pode ser irreparavel, o que pode levar a falha
mitética e morte celular (72).

Outra possibilidade destacada por Jurdana (2008) é que baixas doses de
radiacdo podem desativar as células satélites mitoticamente ativas, mas nao os
mionucleos pos mitdticos prevenindo a hipertrofia compensatéria (71, 73).

Caiozzo et al., (2010), observaram reducdo de 50% a 70% no numero de células
satélites em ratas expostas a radiacdo gama em doses de 2Gy e 5Gy
respectivamente, além de promover elevacdo do estresse oxidativo. Os autores
observaram reducgéo significativa nos niveis de 6xido nitrico (NO) nas células
satélites, prejudicando a proliferagao “in vitro” da musculatura esquelética (74).

Mais tarde, Jurdana et al., (2013), constataram que 0s mioblastos da
musculatura esquelética de humanos sdo sensiveis a radiacdo, no que diz
respeito a capacidade de proliferacao e diferenciacédo. Sugerindo a possibilidade
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de atrofia muscular induzida por altas doses de radiagédo e que uma miopatia
pos-radiacdo pode levar a incapacidade regenerativa do masculo (75).

No presente estudo, ndo foram realizadas quaisquer analises sobre a
participacdo das células satélites no processo hipertrofico da musculatura
esquelética do zebrafish observado logo apos a radiacdo, bem como dos outros
fatores listados anteriormente. Que também podem estar envolvidos.

Nesse estudo, utilizamos uma dose baixa de radiag&o ionizante de corpo inteiro
de 2Gy que pode ter promovido micro lesdes no tecido muscular e, como
resposta compensatoria, as células satélites podem ter sido estimuladas a se
proliferarem mitoticamente com a finalidade de reparar as fibras lesadas pela
radiacdo ionizante, levando a musculatura a uma hipertrofia inicial e
posteriormente retornaram aos valores basais a partir do 3° dia.

Vierck et al., (2000) mostram que apdés 0 micro trauma muscular induzido pela
radiacao, tem inicio uma resposta imune, resultante do influxo de macréfagos na
regido danificada 48 horas apo6s a lesdo aguda, e que na presenca de uma
resposta aumentada de macrofagos, ha& um aumento na proliferacdo e
diferenciacéo de células satélites (76).

Johnston et al., (2011) destacam que 0s peixes possuem alta capacidade de
regeneracao pés-natal em comparacédo aos humanos e que uma populacéo de
células precursoras miogénicas que dao origem aos mioblastos indiferenciados
ou células satélites s@o as responsaveis pela regeneracéo celular (56, 77).

De acordo com Hall e Giaccia (2006), os efeitos da radiacdo no tecido muscular
sao divididos em efeitos precoces e tardios, que mostram padrdes de resposta
diferentes e uma relacdo dose-resposta. Sendo que os danos agudos sdo
rapidamente reparados devido a rapida proliferacdo de células-tronco e podem
ser completamente reversiveis (15).

Estudos envolvendo partes de musculo tratados com baixas doses de radiacao
e posteriormente implantados na musculatura de origem, apresentaram
capacidade regenerativa com a proliferacao e diferenciacdo de células satélites
em mioblastos que se fundiram para a formacao de miotubos e miofibrilas (78,
79).

Wernig et al.,, (2000), constataram aumento na capacidade dos mioblastos
transplantados, promovendo a proliferagdo de numerosas fibras de pequeno
didmetro ao utilizarem células cultivadas e posteriormente implantadas no
musculo soleo de ratos previamente irradiados com 16Gy (80).

Nos peixes, 0 crescimento muscular ocorre mediante a proliferacdo e a
diferenciacdo dos mioblastos. Quando ativados, os mioblastos proliferam,
diferenciam-se e 0s nucleos séo internalizados as fibras musculares pré-
existentes, aumentando o numero de ndcleos e o didametro das fibras, processo
esse denominado de hipertrofia (56, 81-84).
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Por outro lado, quando os mioblastos em proliferacdo se agregam a superficie
de fibras musculares pré-existentes com a formacao de novos miotubos e novas
fibras musculares, verificamos o processo de hiperplasia (77, 85).

Acredita-se que a estratégia de renovacao celular por parte dos peixes dependa
do tipo de tecido ou até mesmo da extensdo da lesdo. A radiacao ionizante €
um dos fatores que promovem alteracbes homeostaticas no organismo, porém
baixas doses de radiacdo podem levar a pequenas “feridas” ou micro lesdes que
sdo reparadas por células circundantes e células fibroblasticas. Em caso de
perda de grande parte do tecido, ha necessidade do envolvimento de varios
processos, como a proliferacéo celular e a produgédo de novas células, a fim de
reconstituir o tecido danificado através da formacdo ou ativacdo de células
tronco, resultando na completa regeneracéo tecidual.

Através desse estudo, foi possivel constatar que baixas doses de radiacéo
ionizante promovem alteracbes morfofisiolégicas no Sistema Digestério bem
como na Musculatura Esquelética e que ambos tém capacidade regenerativa.
No entanto, os mecanismos envolvidos permanecem obscuros, ressaltando a
necessidade de maior atencdo e pesquisa envolvendo diferentes dosagens de
radiacdo ionizante e outros métodos de andlise a fim de esclarecer as lacunas
envolvendo os efeitos da radiacéo e regeneracao celular.
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ANEXO 1
BANCO DE ILUSTRACOES

Grupo Controle
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Vilosidades intestinais do grupo controle, barras vermelhas indicam o comprimento das vilosidades
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Fibras musculares esqueléticas do grupo R3, barras vermelhas indicam o diametro das fibras.
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Grupo R7

Fibras musculares esqueléticas do grupo R7, barras vermelhas indicam o diametro das flbras

Grupo R15
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Fibras musculares esqueléticas do grupo R15, barras vermelhas indicam o diametro das fibras.



