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EFEITO DA RADIAGAQ DE ®%co £M CELULAS PERITONEAIS

Anna Lucia C.H, Villavicencio & Nelida Lucia del Mastro

RESUMD

Fste trabalho mostra como o efeitc da irradiacgao pama de
$9 cyp modifica o nivel das células peritoneais de camundongos
albinos. As células foram obtidas de exudato peritoneal,fixadas
e estocadas am acido acetico glacial a 30% contendo 0,05% de
cristal violeta. Nos exudatos dos animais testemunhas e irradis
dos foram feitas andlises e contagens dos diferentes tipoes celu
lares nos tempos 1 hora, 3 dias e 6 dias apds irradiagéo com
9,0 Gy. Todas as celulas da populagdo do exudato peritonesl mo s
tram uma diminuigdo 3 dias apds a irradiagao com 9,0 Gy mas as
diferentes populagdes celulares decrescem em proporgoes desl
gpuais. Os dedos reafirmam & discrepancia na radiossensibilidade

das diversas células peritoneais.

EFFECT OF *%Co RADIATION ON PERITONEAL CELLS

ABSTRACT

This work deals with the effect of *°Co gamma dirradiation
on the levels and quality of peritoneal cslls of albino mice.
The cells were obtained from peritoneal exudate, <¥fixed and
stained 1in 30% glacial acetic acid containing 0,5% cristal vio
let. 08 exudates from irradiasted and control animasls the quali
tative analysis and the courcing of different cell populations
were performed one hour, three days and six days after irradis
tion with 9 Gy, All the cell populations from the peritoneal
exudate shown & decrease 3 days after the irradiation with 8,0



2

Gy pbut the different cellular populations diminished in wunlike
proportions. The data reaffirm the discrepance in radiosensi

vity of the diverse peritoneal cell ponulations.

INTROCUCAD

Os efeitos va radiag3o podem ser Uteis para a preservagao
da vida ou deletérios. Por isso, & importante conhecer as agdes
da radiagdo sobre celulas, tecidos e orpanismos. A radiacgao in
cidindo sobre um organismo atinge simultaneamente diversos 913
temas biocuimicos e cada um node apresentar uma resposta dife -
rente 8 uma sensibilidade diversa a radiagao(3), podendo surgir
diversos tipos de lesces. Os efeitns nas celulas nas sao de mo
do algum exclusivos da radiacgao e se assemelham as alteracgoes

produzidas por uma variedade de outros agentes fisicos e quimt

cos.

Os linfécitos sdo células muito sensiveis a radiagdo 1ioni
zante. £ conhecidc que apds & irradiagao de corpo intsiro, es
tas células sio rapidamente diminuidas na circulagao(5). Fogo

citos mononucleares do sanpue periférico sao gsralments conside
rados ser resistentes a radiagao (2). Os mondcitos do sangue
possuem a capacidade de miorrar em resposta a fatores quimiotéti
cos e transformam-se em macrdofapos(2,7,68), Os macréfagos, gue
variam muito em tamanho e forma, sao as primeiras formas de de
fesa do orsanismo, uma vez gque nos tecidos os mondcitos evoluem
para locais anatomicos, incluindo a cavidade peritoneal. Alaem

disso, os macrdfagos de certos tecidos, tais como os da cavida-

de peritoneal e do pulmao, proliferam nquando estimulados apro
prisdamente(l), Em condigdes fisioldricas, o mecanismo princi
pal da renovagao ainda ndo estd totalmente esclarecido, se é

decorrente da proliferagao dos macrofapos existentes ou pela mi
gragdo dos mondcitos do sangue(8), Sabe-se hd décadas cue os ma
crofagos de animais infectados com certos microrganismos dife
rem morfoldgicamente e metabolicamente dos macrofagos normais,
Os fapdcitos mononucleares podem ficar ativados pela exposigdo
as linfocinas provenientes de linfdcitos T sensibilizadores ou
pela acdo de endotoxinas bacterianas(8), As células de mam{fe

ros sao ativadas e afetade’s pela acao da irradiacao "in viveo"



ou "in vitro® e o processe de ativagado de macrofasos pode sar
acionado como consequencia da irradiegdo do organismo, provavel
mente de maneira indireta, talvez pelo esti{mulo da farocitose
de produtos de dersradacdo formados como consequencia da 1nterg
;30 da radiagdo nos tecidos. f ceralmente aceito que os macrd fa
gos sao relativamente radioresistentes quando sua capacidade fug
cional e medida imediatamente apos a irradiacao(4). Entretanto,
estudos tem mostrado que doses de 0,5 a 0,8 Gy podem produzir
trocas de tempo-dependencia na fungéo e crescimento dos nacréfg
gos. Ha8 estudos oue mostram gue monAcitos cultivados, apds aua
tro dias de irradiagao sao reduzidos significativamenta com do
ses de 5,0 Gy ou maiores(4).

0 presente tratalho visa estabelecer a relativa radios
sensibilidade de diversos tipos celulares presentes no exudato
peritoneal de camundonfos irradiados mediante a contagem difg
rencial das diferentes populagdes de cSlulas a riversos tempos

apos irradiagao.,

MATERIAL E METODOS

- Animais

Foram utilizados camundongos albinos do biotério do IPEN,
machos com idades varisndo de 7 a 12 semanas e peso corporal 1
nicial oscilando entre 22 8 27 gramas, 08 frupos foram constl

tu{dos & partir de ninhadas simultaneas, d= seruinte forma:

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

Estes animais foram alojados em gaiulas metalicae para ca

mundonros, sem restricac de Arfua e dieta usual.

- Obtencdo das Calulas do Exudato Peritoneal

No estudo da variacao dos diferentes tipos celulares encon
trados na cavidade peritonseal, foram observados os sefuintes ti

pos de células:

. Fapdcitos Mononucleares (Macrdfegos + Mononucleares)

. Macrofapgos



. Monanucleares {(Maondcitos + Linfdcitos)
. Polimorfonucleares (Eosinofilos, Neutrofilos, Basofilos)

. Mastocitos

Para cada um dos prrupos formados, convencionalmente estabe-
lecidos com A e P, descritos anteriormente, foram colhidas a

mostras de exudato peritoneal nos tempos:

t 0: No dia da irradiagao (uma hora apads)
t 3: Tres dias apo6s a irradiagao

t 6: Seis dias apds a irradiagao

Para cada ponto foil computado o resultedo da contagem de
células proveniaentes de 5 animais. A colheita do exurato perito
neal foil realizada posteriormente a injecdo i.p. de 3 ml de 50
lugdo fisioldrica heparinizada em animais anestesiados, sacri
ficados e exansuinados. Apds leve massarsem no abdomen durante
aleuns minutos, foil colhido 0,9 ml do exudato em tubos de pléi
tico contendo 0,1 ml do fixador e corante cristal violeta (0,5%
de cristal violeta dissolvido em 8cido aceético placial a 30%) .
As amostras colhidas foram guardadas em geladeira ate o momen

to da contagem e identificacdo das ceélulas.

- Quantificagéo e Qualificagdo das Células

A contagem das celulas totais fol realizads em Camara de
Neubauer. 0 total das ceélulas sncontradas foi multiplicado pslo
fator de cawmara x 10“, o qus determina a quantidade de células
por 1 ml,

A andlise diferencial foi realizada colocando-se aliquotas
do material sobre laminas recobrindo-as com laminulas, Foram
contadas 200 células, utilizando-se o método de varreduras em
2iguezapue, e registradas as correspondentes porcentusis de ca
da populacgdo celular, 0 valor absoluto de cada tipo celular foi
obtido mediante a relagdo com o numero de células totais multi
plicados pela porcentagem encontrada de cada tipe e dividido
por cem, obtendo-se Jesta forma o total de células peritoneais
de cada tipo.



- Irradiagao dos Animais

A irradiacao fol efetuada em uma fonte gama de $9co. com
uma taxa de dose media de 375Gy/h. Irradiou-se 3 animais por vez
dentro de uma camara de papelao de 9 cm de diametro e 18 cm de

altura,.

RESILTADOS E DISCUSSAD

Nos camundongos expostos a radiagéo de corpo inteiro com
doses de 9 Gy de radiacao rama, foram observadas particularmen
te as alteracdes ocorridas na populacgdo celular de exudato peri
toneal de 3 grunos diferentes de animais.

Al~uns lotes de animais utilizados apresentaram um nivel
inicial rtem mais alto de macrofacos. Isto sugere que estes anl
mais tenham sido submetidos a estfmulos outros por exemplo para
sitos usuals em animais de latoratdrios, onde a ativacdo dos
macrdfaros 31a tivesse sico desencadeada.

A f1~, 1-A e fir. 1-°, pnns mostra, tanto nos animais testg
munhas durarte todo exprerimentoc como nos animais no dia de 1rrg
diagao, nue o nUmero de células monoculeares € mais alto aue
o de os macrdofaros, sueerindo assim cue estes n3o foram previa
mente estimulados, J3 ao terceiro dia apds irradiagdo, ha ur au
mento relativo dos macrdfagos e uma diminuicao dos mononuclea
res, destacando-se os macrdfaros por suas estruturas otservadas
microscdpicamente bem mais vacuolizadas e t{picas de células ]
tivadas. “lota-se também uma queda no ndmero total das ceélulas
de tados os tipos observados com excecdoc dos mastdcitos que
ndo se alteram no perf{odo de avaliagao.

Para os animais do prupo 2, observando a fig. 2-A e 2-B
nota-se que em relagdo aos seus proprios testemunhas, os macré
fapos inicislmente estariam em maior ndmero em relagdo acs mono
nucleares, indicando um estimulo prévio desta células, Ao 3¢
dia de irradiagdo ohserva-se aque ha uma queca significativa de
todos os tipos celulares com excegdo dos mastdcitos novamente ,
neste perfodo. Ao 69 dia da irradiacdc hd uma tendéencias de recu
peragdo do n? de células,

ffo grupo 3 observando-se o8 resultados obtidos representa-

dos nas firfuras 3-A e 3-B, verificamos mais uma vez uma queda



de modo geral das celular do exudato peritoneal estudadas, com
excecao mais uma vez das mastécitos, embora observa-se neste
erupo, tal como no grupo 1, que inicialmente o0os mononucleares '
est3o em maior quantidade que os macrdofagos, ao 3% dia decaem
0s mononucleares e os polimorfonucleares e os macrafagos rerma
nece quase igual a0 seu n? inicial. Observacgoes microscdpicas
porém nos mostra este tipo celular com caracteristicas bem mais
evidentes de estimulagio por seus wrandes vacuolos s forma ca
racter{stica. Mesmo ao €° dia de irradiagao porém, neste grupo
as células em estudo nao tenderam a recuperagao de seus valo
res iniciais,

A caontagem de células peritoneais em animais de laborat§ -
rio como o camundongo, poderia vir a ser utilizada para estabe
lecer uma correlagdo entre a dose de radiagao aplicada e a res
nosta bioldrica do orcanismo como um todo. As mudancas nbs n£
veils das diversas populagdes celulares examinadas, produzidas
pela interagao da radiagac ionizante nos tecidos, caracterizam’
a diversidade de radiossensibilidade entre elas. No caso dos
macrofagos, as mudangas ocorridas dizem respeito ao nimero e
ao aspécto morfoldgico que traduz as alteracoes produzidas pe
las consequéncias bioquimicas da irradiagao, Neste caso, a ir
radisgdo produzird uma ativagao de macrdofagos semelhante a
que acontece como consequencia de estfmulos imunoldgicos. Por
outro lado, a estimulacdc imunoldeica prévia modificaria a rs
diossensibilidade das cdlulas (Tabela 1), Isso vai so encontro
das evidencias que mostram semelhancgs de espécie oxidadas de
oxipénio envolvidas em processos tais como inflamagso, intera -
¢80 da radiscgao ionizante nos tecidos vivos e a prdpria respira

Gao aerdbica(6),

Tabela 1 - Porcentagem dos diversos tipos celulares remanescen
tes no exudato peritonesl 6 dias ap6s irradiagdo dos
camundongos em relacdo sos valores obtidos no dia da

irradiagao.



TI®DN GRUPOS
CFLULAR i 2 3
CELULAS TOTAIS 22 28 21
FAGACITOS MNNE 2 44 2
MACRAF AGNS 3 £a as
MONONUCLEARES 3 g 5
PALIMORFNNUCLEARES 23 50 25
MATTACITNS 75 60 an
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