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Efeitos de baixas doses de radiacao-X no desenvolvimento
do sistema nervoso central: estudo experimental em ratos™

Effects of low X-radiation doses on the central nervous system development: an experimental
study in rats

Liliane Lins', Lais Gomes?, Lis Gomes?, Marcele Trindade?, Leonardo Dias?, Ricardo BragancaZ,
Rodrigo Pimentel?

Resumo OBJETIVO: Este trabalho analisa as conseqiiéncias da irradiacdo-X no desenvolvimento do sistema nervoso
de fetos de ratos. MATERIAIS E METODOS: O trabalho foi constituido de 10 Rattus norvegicus albinos,
Wistar, fémeas, gravidas, com idade de oito semanas. Cinco ratas fémeas constituiram o grupo controle e
outras cinco tiveram suas regiées abdominais expostas por 30 segundos a uma dose de 0,3 Gy proveniente
de um aparelho odontolégico Gnatus de 70 kV e 10 mA. No 17° dia gestacional, ambos os grupos foram
submetidos a histerectomia. As secdes selecionadas foram examinadas para analise cerebral comparativa
entre os grupos. RESULTADOS: O exame clinico revelou ndo haver diferencas morfolégicas entre os grupos
controle e experimental e nenhum dos animais apresentou anormalidades grosseiras. Vinte e sete por cento
dos animais do grupo experimental apresentaram hemorragia cerebral moderada e 73% apresentaram he-
morragia severa e danos no tecido nervoso. Nenhum animal do grupo controle apresentou hemorragia cere-
bral ou danificacées de tecido nervoso. CONCLUSAO: Estas evidéncias demonstram que pequenas doses de
radiacdo-X podem causar hemorragias cerebrais e, conseqlientemente, lesdo tecidual nervosa.

Unitermos: Irradiacao; Malformacdes; Hemorragia; Sistema nervoso central.

Abstract OBJECTIVE: The present study analyzes the consequences of X-irradiation for the development of the ner-
vous system of rat fetuses. MATERIALS AND METHODS: The sample included ten eight-week-old, preg-
nant Rattus norvegicus albinus, Wistar. Five female rats constituted the control group and other five had
their abdominal region exposed for 30 seconds to a single 0.3 Gy radiation dose from a 70 kV, 10 mA Gnatus
odontological apparatus. At the 17th gestational day both groups were submitted to hysterectomy. Selected
sections were examined for comparative brain analysis of both groups. RESULTS: The clinical evaluation
demonstrated no morphological difference between the control and the experimental groups. Twenty-seven
percent of the animals in the experimental group presented mild brain hemorrhage, while 73% of the ani-
mals had severe cerebral cortex hemorrhage and nervous tissue damage. None of the animals in the control
group presented cerebral hemorrhage or nervous tissue damage. CONCLUSION: These evidences demon-
strate that low X-radiation doses may cause brain hemorrhage and, consequently, nervous tissue damage.
Keywords: Irradiation; Malformations; Hemorrhage; Central nervous system.
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INTRODUCAO

Neuroblastos, provavelmente o mais
abundante tipo de célula presente nos fe-
tos de mamiferos, sdo muito radiossensi-
VEl's e representam um estagio intermedia-
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rio entre as células neuroepiteliais e neu-
ronios. Em camundongos, os neuroblastos
aparecem sete dias apds a concepgdo, en-
quanto naespécie humanasdo formados 18
dias apds a fecundagdo. Tanto na espécie
humana quanto em camundongos essas
células estdo presentes desde agestacdo até
o periodo neonatal, formando conexdes
com tecidos em desenvolvimento e Or-
gdosY. Sendo assim, o uso de radiacio no
periodo embrionario, quando os neuroblas-
tos encontram-se mais concentrados, fre-
glentemente resulta em anomalias congé-
nitas do sistema nervoso central e érgdos
associados, tais como microftalmia, anof-
talmia, microcefalia e anencefalia.
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Estudos demonstraram que umadose de
algumas centenas de Gy de raios-X pode
induzir significante nimero dehemorragias
no encéfalo, sendo a quantidade de lesbes
exponencialmente proporciona aelevacéo
da dose®®. Entretanto, ainda ha a necessi-
dade de andlise dos efeitos de baixas do-
ses de radiac8o-X no desenvolvimento do
sistema nervoso de fetos de ratos.

O efeito daradiacéo nafase de pré-im-
plantacdo pode ser maisbem descrito como
“tudo ou nada’, dicotomicamente repre-
sentado pela morte precoce do embri&o ou
pelo seu desenvolvimento normal. Consi-
dera-se que o dano cromossomal causado
pela irradiacdo segja 0 mecanismo mais
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importante responsavel pela morte do em-
brido, pois promove a degeneracdo de cé&-
lulas primitivas.

O principa efeito da exposicéo aradia-
¢80 na organogénese é o desenvolvimento
demalformages®. Asanomaliasinduzidas
dependem dos 6rgéos sofrendo organogé-
nese no periodo da irradiagdo, do estagio
da diferenciacso e da dose aplicadd®. Dé-
ficitsgravese persistentesno cérebro adul-
to, arquiteturacortical desorganizada, redu-
¢ao do tamanho cortical edo peso cerebral,
microcefalia e disfungdo motora foram
observadas no estudo de Miki et a.®, que
aplicaram irradiagOes sucessivas, do 13° a0
18° diagestacional, deraios-X em dosesde
1,0Gy a2,0Gy.

Takai et al.© expuseram ratos adultos a
uma dose de radiagdo-X de 1,5 Gy no hi-
pocampo, resultando em disfuncdo cogni-
tiva, relacionada a ectopia de células. Ain-
da em relagdo as alteragBes hipocampais,
Schmitz et al.(7, trabal hando com radiago
gama, relataram diminuic&o de células de
Purkinje e aumento volumétrico como re-
sultado daaplicacdo de umadose de 3,0 Gy,
do 13° a0 16° dias gestacionais.

Devido a necessidade de mais estudos
histomorfol6gicos que caracterizem os
efeitos dos raios-X no desenvolvimento
embriondrio, o objetivo do presente estudo
é analisar os efeitos de baixas doses dera-
diacdo-X no desenvolvimento do sistema
nervoso de fetos de ratos.

MATERIAISE METODOS

O presente estudo foi constituido de 15
Rattus norvegicus albinos, Wistar, sendo
dez fémeas e cinco machos com, aproximar
damente, oito semanas de idade e peso
médio de 275 gramas. Machos e fémeas
foram mantidos em um ciclo de 12 horas
claro/escuro e tiveram acesso irrestrito a
agua e comida. As fémeas foram fertiliza-
das de acordo com uma adaptacdo do mé-
todo de Chahoud e Kwasigroch®. Para a
deteccdo do tampdo vaginal, foi utilizado
um otoscépio, estabelecendo-se o dia da
concepcan®®.

Cinco fémeasno oitavo diagestacional,
com 37 embrides, foram mantidas em pa-
drBes normais de sobrevivéncia, compondo
0 grupo controle. Outras cinco fémeas,
também no oitavo dia gestacional, com 39
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embrides, foram expostasaumatinicadose
deraios-X, de 0,3 Gy, por 30 segundos, na
regido abdominal. Foi usado, paraairra-
diacdo, um aparelho odontol égico Gnatus,
de 70 kV e 10 mA. Todos os ratos foram
confinados em gaiolas separadas e aneste-
siados com éter para os procedimentos de
irradiacdo e perfusdo. No 17° diade gesta-
¢80, ambos os grupos foram submetidos a
histerectomiae sacrificados cominjecéo de
éter na cavidade abdominal, sob anestesia
de ketamina 0,2 ml/100 g.
Apbsahisterectomia, os Uteros dos ani-
mais de ambos osgruposforam fixadosem
formol a 10%, desidratados e embebidos
em parafina. Vérias secgdesde 4 pm foram
feitas com um micrétomo. Secgdes selecio-
nadas foram coradas com hematoxilina-
eosina e examinadas para andlise compa-
rativa do encéfalo dos fetos de ambos os
grupos. A andlise macroscopicafoi baseada
no fechamento do neuréporo rostral e a
andlise microscopica consistiu em avalia-
¢do morfoldgica do encéfalo utilizando
magnificacdo de dez vezes. As éreas ana-
lisadas foram hipocampo e cerebelo, além
da ectopia neuronal, perda da arquitetura
do tecido e hemorragia, sendo esta classi-
ficadaem leve, moderadae severa, deacor-
do com aintensidade da congestdo dos va-
s0s e 0 volume de hemécias extravasado.
Para a andlise estatistica utilizou-se o pro-
gramaEpi-Info 2004 (CDC, versdo 3.3), de
acordo com o teste do qui-quadrado para
as varidveis hemorragia e ateragdo da ar-
quitetura do tecido nervoso, comparando
0s grupos controle e experimental. Os re-
sultados foram considerados estatistica-
mente significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS

Foram analisados 37 e 39 embrides,
respectivamente, nos grupos controle e
experimental, ndo ocorrendo perda de se-
guimento. Exames clinicos revelaram au-
séncia de diferengas macroscopicas entre
osgrupos controle e experimental, umavez
gue 100% dos animais obtiveram fecha-
mento normal do neurdporo rostral e ne-
nhum deles (0%) apresentou sinais como
anoftalmia, microcefalia e anencefalia

Analises microscopicas revelaram he-
morragia do cortex cerebral do grupo ex-
perimental, variando entre moderada a se-

vera. Vinte e sete por cento dos animais do
grupo experimental apresentaram hemorra-
giacerebral moderadae 77% apresentaram
hemorragiasevera(p <0,05; Figural). Os
animais com hemorragia severa também
apresentaram perda da arquitetura do te-
cido nervoso (p = 0,05). Nenhum animal
do grupo controle apresentou hemorragia
cerebral ou perda de arquitetura do tecido
nervoso (Figura 2).

DISCUSSAO

Todas as gestacfes evoluiram normal-
mente até o periodo da andlise, ndo tendo
sido observada nenhumaal teragdo compor-
tamental no grupo experimental, quando
comparado ao grupo controle. A deteccéo
do plug vaginal foi realizada de formaefe-
tiva por um otoscopio, 0 que permitiu a
determinac&o do dia exato da concepgéo e
0 aumento da predictabilidade dagravidez,
como demonstrado por Voipio e Nevalai-
nen®. Esse méodo ndo causa nenhum es-
tresse ou dor aosanimais, érépido e defécil
realizag&o. Dessa forma, a introducgéo do
otoscdpio ndo apresenta efeitos morfol 6gi-
cos no desenvolvimento da gravidez; por
conseguinte, 0s animais ndo sofreram in-
terferéncia externa durante o estudo.

Uma vez que as células do tecido ner-
VOS0 S80 extremamente sensiveis a radia-
¢ao, lesdes do tecido nervoso e hemorra-
gias foram os principais achados deste es-
tudo. Entretanto, outros efeitos como dis-
funcBes motoras e cognitivas, atrofia das
células de Purkinje, microcefaliae ectopia
hipocampal foram detectadas por outros
autores™®, contudo, ndo foram investiga-
das no presente estudo.

As hemorragias detectadas no cérebro
de ratos expostos a radiagdo sdo evidéncias
consistentes com os achados de Yang e
Tobias®, os quais demonstraram que uma
baixa dose de radiacdo-X pode causar he-
morragias cerebrais e, consegientemente,
les8o tecidual nervosa. Nenhum dos ani-
mai s apresentou anormalidades como anof-
talmia, microcefalia e anencefalia, prova-
velmente devido & baixa dose aplicada,
segundo os achados de Friedberg et al.™.

Apesar do grupo experimental ter apre-
sentado altos niveis de hemorragia cere-
bral, ndo houve diferencas morfoldgicas
entre os grupos experimental e controle.
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Efeitos da radiacdo no sistema nervoso de ratos

Figura 1. Fotomicrografia da regiao encefalica de feto experimental de 17
dias. Pode-se observar hemorragia cerebral severa e difusa e perda da arqui-
tetura tecidual nervosa. (Hematoxilina-eosina; aumento de dez vezes).

Esses achados sdo consi stentes com Wang
eta.™, queencontraram poucasalteragdes
induzidas pela radiacéo.

A descricdo do efeito da irradiagdo no
periodo de pré-implantagdo como “tudo ou
nada’® foi confirmadano presente estudo,
umavez que os embrifes se desenvolveram
norma mente até o 17° diagestacional, ndo
havendo perda de seguimento. Vos® ainda
afirma, em seu estudo, que o principa efei-
to da exposi¢do aos raios-X nafase daor-
ganogénese € o desenvolvimento de mal-
formacBes. Apesar de no presente estudo o
grupo experimental ter sido irradiado no
periodo daorganogénese, nenhumamalfor-
mac&o foi evidenciada. Contudo, o tecido
nervoso com perdadaarquiteturae hemor-
ragia provavelmente acarretaria distdrbios
de desenvolvimento posteriores.

De acordo com Schmitz et a7, irradia-
¢80 pré-natd resulta ndo somente em perda
neuronal, mas também em decréscimo
massivo de volume nas regifes cerebrais
investigadas. 1sso ndo foi observado neste
estudo, provavelmente devido abaixadose
aplicada. Sabe-se que as células progeni-
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dez vezes).

toras podem ser lesadas pelaradiacdo e ndo
sedividem durante aexposi¢éo, mastalvez
uma Unica dose de irradiagdo ndo sgja su-
ficiente para causar danos nos estégios de
desenvolvimento celular. Esses autores
aplicaram graus diferentes de irradiagéo, o
que pode ter sido a causa de interferéncia
nos fatores de crescimento.

Em conclusdo, os achados do presente
trabalho suportam a assertiva de que radia-
¢do-X, naforma e condigBes aqui aplica-
das, pode determinar a ocorréncia de he-
morragias cerebrais e lesdes teciduai s ner-
vosas em fetos de ratos.
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