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SUMARIO

Este trabalho mostra como o efeito da irradiagiogamadeGOCm
modifica o nivel das células peritoneais de camundongos albinos.
As células foram obtidas de exudato peritoneal, fixadas e estoca
das em acido acatico glacial a 30% contendo 0.5% de cristal vio-
leta. Nos exudatos dos animais testemunhas e irradiados foram fei
tas analises e contagens dos diferentes tipos celulares nos tem—
pos 1 hora, 3 dias e 6 dias apos irradiagao com 9.0 Gy. Todas as
células da populacao do exudato peritoneal mostram uma diminuigao
3 dias apos a irradiacao com 9.0 Gy mas as diferentes populacgoes
celulares decrescem em proporgoes desiguais. Os dados reafirmama
discrepancia na radiossensibilidade das diversas células peritone
ais.

ABSTRACT

This work deals with the effect of 6000 gamma irradiation on
the levels and quality of peritoneal cells of albino mice. T he
cels were obtained from peritoneal exudate, fixed and stained in
30% glacial acetic acid containing 0.5% cristal violet. On exuda
tes from irradiated and control animals the qualitative analysis
and the counting of different cell populations were performed one
hour, three days and six days after irradiation with 9 Gy. All the
cell populations from the peritoneal exudate shown a decrease 3
days after the irradiation with 9.0 Gy but the different cellular

: populations diminished in unlike proportions. The data reaffirm
the discrepance in radiosensivity of the diverse peritoneal cell
populations. ’ )

31 3=




INTRODUGAQ

0s efeitos da radiagao podem ser uteis para a preservacao da
vida ou deletérios. Por isso, e importante conhecer as agaes dara
diagao sobre células, tecidos e organismos. A radiacao incidindo
sobre um organismo atinge simultaneamente diversos sistemas bio-
quimicos e cada um pode apresentar uma resposta diferente e uma
sensibilidade diversa 3 radiagao(3), podendo surgir diversos tipos
de lesoes. Os efeitos nas células nao sao de modo algumexclusivos
da radiagao e se assemelham as alteragoes produzidas por uma va-
riedade de outros agentes fisicos e quimicos.

0s linfocitos sao células muito sensiveis & radiagao ionizan
te. E conhecido que apos a irradiacao de corpo inteiro, estas cé-
lulas sao rapidamente diminuidas na circulagao(S). Fogocitos mo-
nonucleares do sangue periferico sao geralmente considerados ser
resistentes a radiacao(2). Os monocitos do sangue possuem a capa-
cidade de migrar em resposta a fatores quimiotaticos e transfor-
mam-se em macrofagos(2,7,8). Os macrdofagos, que variam muitoemta
manho e forma, sao as primeiras formas de defesa do organismo, uma
vez que nos tecidos os monGcitos evoluem para locais anatomicos,
incluindo a cavidade peritoneal. Além disso, os macrofagos de cer
tos tecidos, tais como os da cavidade peritoneal e do pulmao, pro
liferam quando estimulados apropriadamente(l). Em condigoes fisio
16gicas, o mecanismo principal da renovagao ainda nao esta total-
mente esclarecido, se e decorrente da proliferacao dos macrofagos
existentes ou pela migragao dos mondcitos do sangue(8).Sabe-se ha
decadas que os macrofagos de animais infectados com certos microrga
nismos diferem morfologicamente e metabolicamente dos macrofagos
normais. Os fagocitos mononucleares podem ficar ativados pela ex-
posicao as linfocinas provenientes de linfocitos T sensibilizado-
res ou pela agao de endotoxinas bacterianas(8). As células de ma
miferos sao ativadas e afetadas pela acao da irradiagao "in vivo"
ou "in vitro" e o processo de ativagao de macrofagos pode ser acio
nado como consequéncia da irradiagao do organismo, provavelmentede
maneira indireta, talvez pelo estimulo da fagocitose de produtos

de degradagao formados como consequéncia da interacgao da radiagao

nos tecidos. E geralmente aceito que os macrofagos sao relativa-
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mente radioresistentes quando sua capacidade funcional emedldalme
diatamente apos a irradiagao(4). Entretanto, estudos tem mostrado
que doses de 0,5 a 0,8 Gy podem produzir trocas de tempo- dependen
cia na fungao e crescimento dos macrofagos. Ha estudos que mostram
que monocitos cultivados, apos quatro dias de irradiacgao sao redu
zidos significativamente com doses de 5,0 Gy ou maiores(4).

O presente trabalho visa estabelecer a relativa radumsen51b1
lidade de diversos tipos celulares presentes no exudato peritoneal
de camundongos irradiados mediante a contagem diferencial das di-

ferentes populagoes de células a diversos tempos apos irradiagao.

MATERIAL E METODOS

- Animais
Foram utilizados camundongos albinos do biotério do IPEN, ma
chos com idades variando de 7 a 12 semanas e peso corporal inicial

oscilando entre 22 e 27 gramas, os grupos foram constituidos apar

tir de ninhadas simultaneas, da seguinte forma:

Lotes de animais testemunhas para cada dia estabelecido
Lotes de animais irradiados também para cada dia pré-estabe-

lecido

Estes animais foram alojados em gaiolas metalicas para camun

dongos, sem restrigio de agua e dieta usual.

~ Obtengao das Células do Exudato Peritoneal

No estudo da variagcao dos diferentes tipos celulares encon-
trados na cavidade peritoneal, foram observados os seguintes ti-

pos de células:

. Fagdcitos Mononucleares (Macrofagos + Mononucleares)

. Macrofagos

. Mononucleares (Mondcitos + Linfocitos)

- Polimorfonucleares (Eosinofilos, Neutrofilos, Basofilos)

. Mastocitos

Para cada um dos grupos formados, convencionalmente estabele
cidos como A e B, descritos anteriormente, foram colhidas amostras

de exudato peritoneal nos tempos:
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t 0: No dia da irradiagao (uma hora apos)

t 3: Tres dias apos a irradiacgao

t 6: Seis dias apGs a irradiagao

Para cada ponto foi computado o resultado da contagem de ce-
lulas provenientes de 5 animais. A colheita do exudato peritoneal
foi realizada posteriormente a injecao i.p. de 3 ml de solugao fi
siologica heparinizada em animais anestesiados, sacrificadose exan
guipados. Apos leve massagem no .abdomem durante a%guns minutos,foi
colhido 0,9 ml do exudato em tubos de plastico contendo 0,1 ml do
fixador e corante cristal violeta (0,5% de cristal violeta dissol
vido em acido acético glaciél a 307). As amostras colhidas foram
guardadas em geladeira até o momento da contagem eidentificagzo das

celulas.

- Quantificacao e Qualificacao das Células

A contagem das células totais foi realizada em camara de Neu
bauer. O total das celulas encontradas foi multiplicado pelo fator
de camara x 104,'0 que determina a quantidade de células por lml.

A analise diferencial foi realizada colocando-se aliquotas do
material sobre laminas recobrindo-as com laminulas. Foram conta-
das 200 celulas, utilizando-se o método de varredura em ziguezague,
e registradas as correspondentes porcentuais de cada populagao e
lular. O valor absoluto de cada iipo celular foi obtido mediante a
relagao com o niimero de c&lulas totais multiplicados pela porcen-
tagem encontrada de cada tipo e dividido por cem, obtendo-se des-

ta forma o total de cé&lulas peritoneais de cada tipo.

- Irradiacio dos Animais

A irradiagao foi efetuada em uma fonte gama de 60Co. com uma
taxa de dose media de 375Gy/h. Irradiou-se 3 animais por vez, den

tro de uma camara de papelao de 9.cmde diametro e 18 cmde altura.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nos camundongos expostos a radiacao de corpo inteiro com do-

ses de 9 Gy de radiagio gama, foram observadas particularmente as
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alteragoes ocorridas na populagao celular de exudato peritoneal de
3 grupos diferentes de animais.

Alguns lotes de animais utilizados apresentaram um nivel ini
cial bem mais alto de macrofagos. Isto sugere que estes animais te
nham sido submetidos a estimulos outros por exemplo parasitos usu
ais em animais de laboratdrio, onde a ativagao dos macréfagos ja
tivesse sido desencadeada.

A fig. 1-A e fig. 1-B, nos mostra, tanto nos animais testemn
nhas durante todo experimento como nos animais no dia de irradia-
¢d0, que o nimero de células monoculeares & mais alto que o de os
macrofagos, sugerindo assim que estes nao foram previamente esti-
mulados. Ja ao terceiro dia apbos irradiacao, ha um aumento relati
vo dos macrofagos e uma diminuigao dos mononucleares, destacando-
-se os macrofagos por suas estruturas observadas microscopicamen-—
te bem mais vacuolizadas e tipicas de células ativadas. Nota-se tam
bém uma queda no nimero total das células de todos os tipos obser
vados com excegao dos mastdcitos que nao se alteram no periodo de
avaliacao.

Para os animais do grupo 2, observando a fig. 2-A e 2-B nota
-se que em relacao aos seus proprios testemunhas, os macrofagos ini
cialmente estariam em maior nimero em relagao aos mononucleares,
indicando um estimulo prévio desta células. Ao 39 dia de irradia-
cao observa-se que hi uma queda significativa de todos os tipos ce
lulares com exceggo dos mastocitos novamente, neste periodo. Ao 69
dia da irradiagao ha uma tendéncia de recuperagao do n9 de célu-
las,

No grupo 3 observando-se os resultados obtidos representados
nas figuras 3-A e 3-B, verificamos mais uma vez uma queda de modo
geral das células do exudato peritoneal estudadas, com excecdo mais
uma vez das mastocitos, embora observa-se neste grupo, tal como no
grupo 1, que inicialmente os mononucleares est3o em maior quanti-
dade que os macrofagos, ao 39 dia decaem os mononucleares e os po
limorfonucleares e os macrofagos permanece quase igual ao seu n?
inicial. Observagoes microscépicas porem nos mostra este tipo ce-
lular com caracteristicas bem mais evidentes de estimulacio por se
us grandes vacuolos e forma caracteristica. Mesmo ao 690 dia de ir.

radiaggo porem, neste grupo as células em estudo nao tenderam Ers
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cuperagao de seus valores iniciais.

A contagem de células peritoneais em arimais de laboratdrio
como o camundongo, poderia vir a.ser utilizada par a estabelecer
uma correlacao entre a dose de radiagao aplicada e a resposta bio
logica do organismo como um todo. As mudangas nos niveis das di-
versas populagges celulares examinadas, produzidas pela interagao
da radiacgao ionizante nos tecidos, caracterizam a diversidade de
radiossensibilidade entre elas. No caso dos macrofagos, as mudan-
gas ocorridas dizem respeito ao numero e ao aspecto morfologico que
traduz as alteracgoes produzidas pelas consequeéencias bioquimicas da
irradiacao. Neste caso, a irradiagao produzira uma ativagao de ma
crofagos semelhante a que acontece como Consequgncia de estimulos
imunologicos. Por outro lado, a estimulagao imunolagicaprévia mo-=
dificaria a radiossensibilidade das células (Tabela 1). Isso vai
ao encontro das evidéncias que mostram semelhanga de especies oxi
dadas de oxigenio envolvidas em processos tais como inflamagao, in
teragao da radiagao ionizante mnos tecidos vivos e a propria respi

~racao aerobica(6) .

Tabela 1 - Porcentagem dos diversos tipos celulares remanescentes
no exudato peritoneal 6 dias apos irradiagao dos camul
dongos em relagao aos valores obtidos no dia da irradia

cao.

TIPO T ¢CGRUPOS
CELULAR 1 2 3
CELULAS TOTAIS 22 28 <21
FAGOCITOS MONO 22 44 21
MACROFAGOS 52 64 35
MONONUCLEARES 3 9 5
POLIMORFONUCLEARES 23 50 25
MASTOCITOS 75 60 80

] e B en e e s bt e
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