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RESUMO

A radiagao ionizante tem sido utilizada em vérios tratamentos de doengas, principalmente na
area oncoldgica, mostrando-se uma interessante ferramenta junto a quimioterapia para a cura
ou tratamento paliativo de pacientes. Por outro lado, a radiagdo pode ser utilizada também como
uma arma de destruicdo em massa, que gera compostos radioativos de dificil rastreamento
impedindo o controle clinico adequado dos pacientes. A exposicao a radiagcdo acidental ou
presumida por radioterapia, pode gerar efeitos colaterais, caracterizados pela chamada doenga
aguda da radiagdo e os tratamentos direcionados para as lesdes induzidas pela radiagao
dependem dos sintomas, da dose de exposicdo bem como do tecido irradiado. Devido as
diversas possibilidades de exposi¢dao a radiagao e as variadas formas de apresentacdo das
doengas causadas pela radiagdo, modelos experimentais capazes de mimetizar algumas destas
situacdes sdo importantes ferramentas de estudo. Nesse contexto, o modelo animal de doenca
de radiagdo utilizado neste estudo avaliou os efeitos da exposicdo no corpo inteiro de
camundongos C57BL/6, durante um periodo aproximado de 30 dias apos doses letais (7 Gray),
subletais (5 Gray) por uma taxa de dose de 0,75 min' de raios Gama. Os dados clinicos
analisados foram: temperatura e peso corporal, alteracdes de mucosa e consumo de alimentos.
As analises anatomopatologicas foram realizadas nos seguintes 6rgdos: intestino, pulmao e
medula 6ssea nos grupos de 5 Gy e do grupo controle sem irradiacdo ao final de 30 dias.
Clinicamente, foi observado que a sobrevida do grupo 7 Gy foi reduzida chegando até 11 dias
pos-irradiagdo e os animais de grupo 5Gy sobreviveram aproximadamente 30 dias apos
irradiacdo. As alteracdes de mucosas e extremidades (patas e focinho) foram mais frequentes
no grupo de animais 7 Gy em relag¢@o aos animais do grupo 5 Gy. A analise da medula dssea
demonstrou hipoplasia de progenitores hematopoiéticos e um aumento do nimero de adipocitos
no grupo 5 Gy. No pulmao foi observado intenso processo inflamatorio com espessamento de
septo alveolar apos 30 dias de irradiagdo. No intestino as células caliciformes, bem como a
arquitetura do coldn, estavam preservadas e sem alteragdes de criptas ou de mucosa ao final do
experimento.

Palavras-chave: Modelo experimental; Sindrome Aguda da Radiacdo; Radiacdo;

Radiagdo ionizante.



ABSTRACT:

Ionizing radiation has been used in various disease treatments, mainly in the oncology area,
proving to be an interesting tool alongside chemotherapy for the cure or palliative treatment of
patients. On the other hand, radiation can also be used as a weapon of mass destruction, which
generates radioactive compounds that are difficult to trace, preventing adequate clinical control
of patients. Exposure to radiation, accidental or presumed by radiotherapy, can generate side
effects, characterized by the so-called acute radiation sickness and treatments aimed at
radiation-induced injuries depend on the symptoms, the dose of exposure as well as the tissue
irradiated. Due to the diverse possibilities of exposure to radiation and the varied forms of
presentation of diseases caused by radiation, experimental models capable of mimicking some
of these situations are important study tools. In this context, the animal model of radiation
disease used in this study evaluated the effects of exposure on the entire body of C57BL/6 mice,
during a period of approximately 30 days after lethal (7 Gray) and sublethal (5 Gray) doses at
arate dose of 0.75 minl of Gamma rays. The clinical data analyzed were: temperature and body
weight, mucosal changes and food consumption. The anatomopathological analyzes were
performed on the following organs: intestine, lung and bone marrow in the 5 Gy groups and the
control group without irradiation at the end of 30 days. Clinically, it was observed that the
survival of the 7 Gy group was reduced up to 11 days post-irradiation and the animals in the 5
Gy group survived approximately 30 days after irradiation. Changes in mucous membranes and
extremities (paws and snout) were more frequent in the 7 Gy group of animals compared to
animals in the 5 Gy group. Bone marrow analysis demonstrated hypoplasia of hematopoietic
progenitors and an increased number of adipocytes in the 5 Gy group. In the lung, an intense
inflammatory process with thickening of the alveolar septum was observed after 30 days of
irradiation. In the intestine, the goblet cells, as well as the architecture of the colon, were
preserved and without changes to the crypts or mucosa at the end of the experiment.

Keywords: Experimental model; Acute Radiation Syndrome; Radiation; lonizing radiation.
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1. INTRODUCAO

A radiacdo ¢ a propagacdo de energia de um ponto a outro, podendo ser dividida em
dois grupos: a radiagdo eletromagnética (luz visivel, raios UV, raios X, raios gama, entre
outras) e a radiacdo corpuscular ( particulas alfa, beta e prétons). Atualmente, existe uma
crescente utilizagdo e aplicabilidade das formas de radiacdo fazendo parte do cotidiano das
pessoas nas areas areas médicas, espaciais ¢ das telecomunicacdes (BELPOMME et al.,
2018; GUPTA; SHARMA; SINGH, 2022). O espectro da radiagdo depende da sua energia,
propagando-se pelo espago ou por meio material (PERCUOCO, 2013). Dessa maneira,
quanto mais energética ¢ a radia¢ao, maior ¢ a possibilidade de causar alteragdes em atomos
ou sistemas organicos mais complexos (SHAO; LUO; ZHOU, 2014). Em organismos vivos,
a radiag¢ao pode causar ionizagdo ¢ mudancas nas estruturas atdmicas, levando a alteragdes
conformacionais nas proteinas, lipidios e outros componentes celulares, causando assim
diferentes patologias. Contudo, as patologias causadas pelas radiagdes ionizantes siao
dependentes da dose recebida, taxa de exposi¢do e area corporal acometida (SHAO; LUO;
ZHOU, 2014; VANO et al., 2017).

A exposigdo completa do corpo a uma dose superior a 1 Gray de radiagdo em seres
humanos pode causar a Sindrome Aguda da Radiagdo (SAR). Além disso, doses locais
elevadas podem desencadear danos teciduais severos e morte de diferentes tipos celulares
(LOPEZ; MARTIN, 2011). A SAR pode progredir com alteragdes sistémicas que acarretam
mudancas na fisiologia de tecidos organicos, ocasionando sub-sindromes em diversos
sistemas, tais como sanguineo, digestivo, nervoso e tegumentar (HIRAMA et al., 2003;
VANO et al., 2017). Os estudos das alteragdes patologicas da SAR podem ser diferentes
dependendo da regido corporal atingida, podendo apresentar alteracdes locais ou sistémicas
(LOPEZ; MARTIN, 2011; VANO et al., 2017). Por isso, varios modelos experimentais
vém sendo estudados para elucidar essas alteragcdes causadas pela radiacdo e para a
descobertas de novos tratamentos (SINGH et al., 2015). Os modelos experimentais para os
danos causados pela radia¢dao ionizante ajudam no desenvolvimento de novas drogas e
terapias, e regras para utilizacdo de animais experimentais sao recomendadas por agéncias
fiscalizadoras pelo mundo (VANO et al., 2017, WILLIAMS et al., 2010). Uma das
exigéncias para novos farmacos, além do teste in vitro, ¢ o teste em duas ou mais espécies
diferentes de modelos animais (VANO et al., 2017). Dessa maneira, a utilizacdo de

linhagens que sao de facil criagdo e manejo como roedores, em especial os camundongos,
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¢ de grande importancia para a elucidacdo dos mecanismos de lesdo celular induzidos pela
radiacao.

Neste trabalho, utilizamos camundongos C57BL6 para avaliar um modelo de dose
subletal e dose letal de radiag¢ao ionizante em 30 dias, e avaliamos as alteragdes clinicas e

histologicas apds a aplicagdo das doses 5 e 7 Gy de radiacdo gama.

1.1 Radiaciao

A propagacdo de energia pelo espago ou através da matéria se faz presente no nosso dia a
dia. Constantemente, somos expostos a radiagcdo através das ondas eletromagnéticas nao
ionizantes emitidas por equipamentos domésticos, tais como o micro-ondas;  eletro
eletronicos, principalmente celulares e antenas de radio. também temos a exposicdo de
radiagdo ionizante através dos equipamentos de diagnosticos ( Figura 1) (BELPOMME et al.,
2018; GUPTA; SHARMA; SINGH, 2022; HENDRY et al., 2009; SHAHBAZI-GAHROUETI;
SETAYANDEH; GHOLAMI, 2013; ICNIRP., 2020).

; P -
i Asi Ultraviolet - E b
Low frequency Radio Microwaves  Infrared Visible g X-rays (ﬂ““.m "f
e e light rays EAS =
>,
-
5
4
~
3
T
=]
L
E
w
©
1=
3
"
0 ’
p— o L Q
AC power Radio towers, Wi-Fi, cell phone tower e ; -
lines AM/FM cell phone tower, cellPCS Baggago saroen
o sources

E‘l“ ""‘.d"lti Shorter wavelength L]
. A High cversy 5 7
3 High frequency E =
m »
[N -]
]
]

OHz-300Kiz  300Kiz- J00MH:  300MHz-3006Hz  J00GHz-430THz  430THz-750TH: T50THz-30PHz  30PHz-3EMz  3EMz -300 EMz

Figura 1: Representacgdo grafica do espectro eletromagnético. Espectro da radiagdo ndo ionizante a esquerda da
imagem e ionizante a direita. Na parte inferior, sio demonstradas as aplica¢des das radiagdes no dia a dia. Imagem

editada de: Shiwangi et al., (2020).).
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1.2.1 Radiacio nao ionizante

A Radiacdo ndo ionizante ¢ a energia eletromagnética que estd nos espectros mais
baixos de ondas emitidas, inferior a 10 eV, correspondendo a frequéncias inferiores a 3 PHz (3
x 10 13 Hz) . A dispersdo dessa energia niio é capaz de ionizar compostos organicos, mas geram
alteragdes energéticas nas estruturas moleculares. Especialistas sugerem a necessidade de mais
estudos para avaliar se as radiagdes ndo ionizantes podem causar cancer ou alteragdes
relacionadas a outras doengas (BELPOMME et al., 2018; GUPTA; SHARMA; SINGH, 2022;
ICNIRP, 2020).

1.2.2 Radiacao ionizante

As radiagdes ionizantes tém como caracteristica a remogao de elétrons de componentes
organicos, levando a ionizagdo. Isso ocorre pela interacdo energética com elétrons dessas
moléculas. Nos seres vivos a radiacdo ionizante interage principalmente com os acidos
nucleicos ( DNA e RNA), e outros componentes celulares como as membranas lipidicas. Além
disso, a radiacdo pode levar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentando
os danos teciduais. A dose necessaria para causar danos teciduais muda dependendo do 6rgao
alvo, representando uma radiossensibilidade individual para cada tecido exposto (Tabela 1).
Assim, elevadas taxas de dose de radiagdo ionizante (IR) podem levar a Sindrome Aguda da
Radiacdo (SAR), uma sindrome caracterizada por diferentes lesdes em diferentes 6rgdos do

corpo (DATTA et al., 2012; PERCUOCO, 2013; VANO et al., 2017).

Tecidos WT
Gonadas 0.20
Colon 0.12
Pulmao 0.12
Medula vermelha 0.12
Estomago 0.12
Bexiga 0.05
Mama 0.05
Figado 0.05
Esofago 0.05
Tireoide 0.05
Pele 0.01
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Superficies 6sseas 0.01

Outros 6rgaos 0.05

Tabela 1 - Radiossensibilidade demonstrando a sensibilidade a radiacdo em cada 6rgdo. WT representa a
sensibilidade relativa dos o6rgdos a IR em tratamentos radioterapicos. Quanto maior o valor de WT, maior a

sensibilidade daquele 6rgado a radiagdo. Fonte: ICPR 2007

A IR induz vérios danos ao DNA, que incluem alteragdes de base, reticulacao, quebras
de fita simples e quebras de fita dupla (DSBs). Dentre eles, os DSBs sdao os danos mais
prejudiciais a0 DNA de uma célula, uma vez que podem provocar quebra nos cromossomos €
translocagdes que estdo associadas a muitas doengas humanas, incluindo neoplasias malignas,
caso ndo ocorra o reparo ou a corre¢do genética adequada. Em contrapartida, os DSBs podem
efetivamente desencadear uma série de reacdes denominadas resposta a danos no DNA (DDR)
para garantir a deteccdo rapida e o reparo de DSBs (RITHIDECH et al., 2013; SHAO; LUO;
ZHOU, 2014). Alteracdes no DNA podem induzir as células a apoptose, ativando caspases 3 e
9, através das interagdes com PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis). Esse processo
em lesOes causadas por irradiagdo, afeta principalmente células tronco em fase de proliferagao-

(Figura - 2) (MARSHMAN et al., 2001; SHAO; LUO; ZHOU, 2014; WU et al., 2005).

Caspase9

Figura 2: Ativagdo das vias de apoptose por radiagdo ionizante. A radiacdo ionizante desencadeia a
ativagdo da p53, que interage com o complexo de proteinas PUMA. Esta interag@o ¢ crucial para iniciar a via de
apoptose mitocondrial, onde as caspases, especialmente as caspases 3, 6 e 7, desempenham papéis essenciais na
execu¢do e modulagdo do processo de morte celular programada em resposta a condigdes de

estresse.Adaptado.Fonte: Lijan Shao, 2014.
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1.3 Uso da radiagao ionizante como tratamento

Atualmente, ha um crescimento das terapias que utilizam a radiagdo ionizante para o
tratamento de doengas. Em alguns lugares do mundo, o uso da radiacdo ionizante para o
tratamento de cancer pode chegar a ser indicado em até 50% dos casos (LIEVENS; BORRAS;
GRAU, 2020). Os avangos atuais nos equipamentos de radioterapia (RT) permitem uma maior
entrega da dose em tecidos acometidos por neoplasias malignas, diminuindo os efeitos
colaterais e preservando uma maior quantidade de tecidos saudaveis adjacentes. Esse efeito
anti-neoplasico se da por sua capacidade de eliminar células cancerosas, uma vez que estimula
a produgao de fatores antiproliferativos induzindo apoptose destas células (HILL et al., 2011;
KRISHNAN et al., 2019; TALBOT ef al., 2019). Desta forma a IR vem sendo empregada de
varias formas, podendo ser utilizada como forma de tratamento de tumores de mama, linfomas
cutaneos, entre outros. A RT pode ser empregada de forma individual ou associada com outros
farmacos oncologicos, contudo, efeitos colaterais podem ser observados (HILL et al., 2011;

KRISHNAN et al., 2019; LIEVENS; BORRAS; GRAU, 2020).

1.4 Manejo e tratamento de pacientes irradiados

Devido a magnitude dos acidentes nucleares que ja ocorreram no mundo, nos quais um
grande numero de pessoas foram expostas a radiagdo, tornou-se de grande relevancia clinica a
busca por tratamentos capazes de mitigar os efeitos desses acidentes. Um exemplo disso foi a
explosdo da bomba atomica em Hiroshima em 1945, que deixou cerca de 140 mil pessoas
afetadas, resultando em 78 mil mortes (TOMONAGA, 2019). Acidentes nucleares podem gerar
milhares de vitimas, levando ao colapso do sistema de satide e dos hospitais. Por isso, 0 manejo
médico desses pacientes ¢ crucial, envolvendo o calculo da dose de exposi¢do para adequar o
suporte clinico e os medicamentos necessarios.(GOANS; WALD, 2005; HIRAMA et al.,
2003). Transfusdes sanguineas e possiveis transplantes de células-troncos Hematopoiéticas
(CTH) sao imprescindiveis em pacientes que tiveram o acometimento medular severo devido a
intensa irradia¢do. O emprego de hemoderivados provenientes de plaquetas pode ser utilizado
para controle hemorragico e transfusdo sanguinea com o intuito de recuperar leucdcitos totais
circulantes. Nas condi¢des de altas doses e acidentes com grande area corporal atingida em
doses superiores > 4 Gy, células troncos oriundas do corddao umbilical podem ser utilizadas para
recuperacdo de células progenitoras mieloides (HIRAMA et al., 2003; NAGAYAMA et al.,
2002). O uso do fator estimulador de colonias granulocitos (G-CSF) ¢ um importante

medicamento utilizado em casos de acidentes radioativos e aprovado para tratar a SAR, com
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efeitos estimuladores da medula e capacidade de aumentar a linhagem leucocitaria circulante,
além de estimular a producdo de citocinas e fatores de crescimento na circulagdo de pessoas

atingidas pela IR (HIRAMA et al., 2003; SINGH et al., 2014).

1.5 Sindrome aguda da radiaciao (SAR)

A SAR ocorre em casos de grande exposicdo a radiacdo ionizante, podendo se
manifestar no corpo inteiro ou localmente. Devido ao intervalo de horas ou até mesmo dias para
o comego dos sintomas, torna-se dificil o diagnostico precoce da sindrome em pessoas que
sofreram um acidente radioativo, o que também retarda o inicio das contramedidas para o
tratamento. No geral, a Sindrome Aguda da Radiagdo pode ser dividida em subsindromes, que
podem se manifestar em conjunto levando a um quadro de disfungdo de multiplos érgaos. Entre
as subsindromes mais estudadas estdo a sindrome hematocitopoietica, sindrome
gastrointestinal, cerebrovascular e cutdnea (LOPEZ; MARTIN, 2011; WASELENKO et al.,
2004). Elas podem se manifestar de acordo com a dose e taxa de IR que uma pessoa € exposta,
entre outros fatores. Estas subsindromes apresentam diversos sintomas e sinais. Quando a dose
ultrapassa 1 Gy em seres humanos sua manifestagdo pode apresentar-se através de nduseas,
vOmitos e febre, o que pode caracterizar o estagio inicial da doenga, ou também conhecida como
fase prodromica. Alguns fatores estdo envolvidos no agravamento da sindrome, como: ciclo

estral, horario da exposicao e idade do paciente (DONNELLY et al., 2010).

1.5.1 Sindrome Hematopoiética

As células progenitoras do sistema hematopoiético armazenadas na medula dssea sdo
bastante sensiveis a radiacdo devido a sua elevada taxa mitotica. Assim, a irradiagdo pode
corroborar com uma perda significativa nos componentes solidos do sangue. Na fase aguda,
apds a exposi¢do a radiacdo ocorre leucopenia severa, afetando principalmente as células
polimorfonucleares e os linfocitos circulantes, bem como trombocitopenia que pode estar
relacionada a perda de megacaridcitos na medula vermelha, predispondo a sangramentos e
dificuldade na hemostasia (LOPEZ; MARTIN, 2011; SHAO; LUO; ZHOU, 2014;
WASELENKO et al., 2004). O aparecimento da linfopenia também ¢ uma consequéncia
comum, podendo ocorrer uma reduc¢ao dos linfocitos em até 50% em pessoas que receberam
uma dose de corpo inteiro (DAINIAK, 2002; LOPEZ; MARTIN, 2011; WASELENKO et al.,
2004).
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1.5.2 Sindrome cerebrovascular

A sindrome cerebrovascular se desenvolve apds exposicdes a doses elevadas de IR. A
sindrome cerebrovascular ¢ menos conhecida do que outras sindromes, apresentando alteragdes
cognitivas, febre e hipotensao em exposi¢des acima de 10 Gy. A fase inicial ¢ caracterizada por
desorientacdo, perda de equilibrio e convulsdes. O exame fisico pode mostrar papiledema no
ventriculo cerebelar, ataxia e alteracdes dos reflexos de tenddes e da cornea. Ha a possibilidade
de que ocorra melhora clinica dos pacientes no estagio inicial, porém com o tempo os sintomas
retornam e o individuo evolui para a morte em poucos dias. Em ratos irradiados com dose de
10 Gy foi observado alteragdes nos niveis de colesterol e diminui¢do da vasculatura cardiaca
com desenvolvimento de fibrose na camada intima das artérias (ADAMS et al., 2003; BAKER;
MOULDER; HOPEWELL, 2011; SHAO; LUO; ZHOU, 2014).

1.5.3 Sindrome gastrointestinal

Alteragdes intestinais podem ocorrer como diarreia severa, colite aguda e o
desenvolvimento de sangramento. Mudangas tardias obstrutivas podem se desenvolver apos
doses altas locais, onde o espessamento e oclusdo do limen intestinal acompanham edema de
submucosa. As alteracdes nas vilosidades intestinais podem ser persistentes e culminar com
mudanga do tipo celular, caracterizando a metaplasia escamosa no coléon (FOLLOWILL;

KESTER; TRAVIS, 1993).

1.5.4 Sindrome cutinea

O desenvolvimento da sindrome cutanea pode acontecer logo apos exposi¢ao a radiagao,
1sso dependerd do tipo de exposi¢do e do material radioativo ao qual se foi exposto. As lesdes
iniciais incluem eritema, edema e descamacdo. Outras lesdes que indicam exposi¢do a altas
doses de radiagdo, incluem bolhas, descamag¢do umida, ulceras ndo cicatrizantes e gangrena
seca, que pode ser relacionada com a obstrugio do leito vascular nas extremidades. E comum
ocorrer alopecia e mudangas de coloragdo dos pelos na regido da pele acometida, isso se deve
ao fato das células tronco do foliculo piloso se diferenciarem sem gerar novas células tronco, o
que impede a renovagdo de sua linhagem (HEMPELMANN et al., 2016; INOMATA ef al.,
2009). Na radioterapia, as alteragdes regionais cutaneas sdo de carater agudo ou cronico, tem o

seu tratamento direcionado aos sintomas, utilizando-se de antissépticos para as infecg¢des
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oportunistas e esteroides, para aliviar o processo inflamatdrio causado pela RT. Os principais
sintomas como dermatite escamosa e eritemas podem ser persistentes e alterar a qualidade de
vida do paciente, principalmente devido a hipopigmentagdo e a hiperpigmentagdo da pele que
pode ocorrer ao longo do tempo. As alteragdes cronicas ocorrem em periodos de meses a anos,
com formacao de ulceras de dificil cicatrizagdo e telangiectasia na regido irradiado o que resulta

na formacao de fibrose (BRAY et al., 2016; HYMES, STROM, FIFE, 2006).

1.6 Orgios alvo na SAR
1.6.1 Medula

Células progenitoras da medula 6ssea (CTH) estdo entre as mais sensiveis do organismo
e estdo sujeitas a aberracdes cromossomicas (CAs) e mutagdes em diferentes niveis. Quando
expostas a radiagdo, as CTH mostram uma parada na fase de proliferacio em G2 ¢ uma
diminui¢do de células na fase G1 (RITHIDECH et al., 2013; VALDIGLESIAS et al., 2013).
Além disso, uma maior concentracdo da histona YH2AX - uma forma fosforilada da H2AX —
presente na célula indica uma resposta a quebra da fita dupla do DNA em células da medula.
Outras mudangas cromossdmicas, como translocacdo e quebras do DNA também sdo notadas
nas células medulares (RITHIDECH et al., 2013). O perfil de citocinas da medula 6ssea
também sofre variagdo a IR. Em camundongos irradiados alteracdes positivas nos niveis de
citocinas pro-inflamatorias sdo detectadas, havendo um aumento nos niveis de NF-kB , IL-1
e IL-6 e uma reducdo de IL-10 apds uma hora e meia da exposi¢do a IR (RITHIDECH et al.,
2010).

1.6.2 Pulmao

O pulmao ¢ um 6rgao que sofre alteracdes morfologicas e celulares quando irradiado,
de forma que alteracdes inflamatérias e pneumonias sdo evidentes em pacientes poOs-
radioterapia (L.S.STEFAN et al., 1998). Interleucinas inflamatdrias sdo liberadas nas primeiras
horas apos IR e o aumento nas concentracdes de IL-1p ja foram descritas junto com proporgdes
elevadas de IL-6 nas células epiteliais dos bronquios através de imunohistoquimica (RUBE et

al., 2005).
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1.6.3 Intestino

As lesdes intestinais por radiacdo ionizante se manifestam através de ulceras nas
mucosas, bem como alterar a conformagao das criptas devido as altera¢des das células tronco.
Além disso, a inducdo de apoptose ocorre em células da submucosa e potenciais quebras da
barreira intestinal predispdem a passagem de micro-organismo. Células do sistema de defesa
intestinal sofre processo de deplecdo e mastocitos podem estar reduzidos quando seguimentos
ou todo o intestino ¢ exposto a radiagdo (CAGIN et al., 2016). Em pacientes tratados com RT
no sistema circulatério intestinal pode-se encontrar arteriosclerose e formacdo de edema da
submucosa. Alteracdes cronicas como deposicdo de fibras no tecido intestinal ocorrem e

posteriormente ha formacao de aderéncia de algas no abdomen (DEITEL, VASIC, 1979).

1.7 Modelos Experimentais

Modelos experimentais sdo utilizados para uma melhor compreensdo dos eventos da
radiagdo ionizante em situacdes cotidianas ou acidentais, contudo, os modelos atuais
apresentam limitagdes uma vez que a forma de apresentagao da doenca pode ter variagdes
dependendo do sitio anatomico afetado, do sexo dos individuos afetados, dentre outros. Dessa
forma, os 6rgdos de controle Governamentais como a Food and Drugs Administration (FDA)
solicitam que para que um medicamento ou tratamento seja autorizado, experimentos em 2
modelos de diferentes espécies tenham sido avaliadas, ou que sejam utilizados modelos bem
caracterizados que simulem a respostas da IR em humanos (SINGH et al., 2015; WILLIAMS
etal.,2010).

Os camundongos sdo os animais mais comumente usados para estudar os efeitos da
radia¢do ionizante (RI). Em experimentos com furdes, observou-se que a RI pode causar
coagulacdo intravascular disseminada (CID) e alteragcdes no hemograma. No entanto, esses
efeitos ndo foram observados em roedores quando exposto na mesma faixa de dose ou menores,
o que levanta questdes sobre as diferencas de resposta a radiagdo em animais diferentes. Em
modelos animais que ndo apresentam alteracdes na coagulagdo, outras mudancas, como
alteragdes medulares e de apoptose, podem ser mais evidentes em baixas doses menores que 2
Gy. (KRIGSFELD et al., 2014; SANZARI et al., 2013). Em cobaias, ja foram avaliados os
efeitos radiativos em componentes sanguineos como micronucleos de linfocitos, e também
neurogénicos para receptores colinérgicos na bexiga e contratilidade muscular (J. KEREKES et

al., 1988; MCDONNELL et al., 2018)
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Os modelos experimentais precisam considerar diversas variaveis, visto que as
alteragdes organicas observadas apos exposi¢do a radiagdo, podem variar bastante, seja por
exposicao acidental de trabalhadores que utilizam a IR em equipamentos médicos para
diagnostico, em casos de terrorismo ¢ também em acidentes de grandes escalas em usinas
nucleares. Em situagdes como em uma explosdo de bomba atémica ou acidentes que ocorreram
em Chernobyl e Fukushima, os niveis de radiacdo podem variar de baixas doses a doses agudas.

(AEBERSOLD, 2012; AUGUSTINE et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

Os efeitos da radiacao ionizante podem se apresentar de formas diferentes e desencadear
desde alteracdes graves como lesdes neopldsicas devido ao seu efeito mutagé€nico, com
desencadeamento de varios tipos de cancer e alteracdes genéticas, até reagdes inflamatorias
agudas ou cronicas, também deletérias para os individuos. Respostas inflamatdrias agudas
podem gerar graves lesdes em alguns 6rgdos, como por exemplo mucosites, alterando a
permeabilidade das mucosas, podendo levar por exemplo a translocagdo da microbiota e
processos infecciosos graves. Ja as respostas cronicas com formacdo de matriz e deposicao de
colageno ocorrem entre meses a anos, podendo levar a perda funcional do tecido. Apesar dessas
alteragdes estarem presentes nos tecidos expostos a radiacdo, o seu desenvolvimento se deve a
forma de exposicao a RI, as doses e taxas que podem induzir diferentes respostas no organismo.
Devido ao aumento da utilizagdo de equipamentos e dispositivos que emitem radiagao
ionizante, bem como o alto grau de alteragdes anatomopatologicas provocadas e a falta de
tratamento especificos para sua exposicao, se faz necessario uma melhor compreensao dos seus
efeitos e danos teciduais, e para isso novos modelos que simulem todas as variaveis sdo de

interesse clinico para controle e mitigacdo dos efeitos da radiagdo ionizante.
3. OBJETIVO

Analisar um modelo experimental de irradiagdo para o estudo de alteragdes clinicas e

teciduais caracteristicas da Sindrome Aguda da Radiagao.

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar diferencas de sobrevida entre animais experimentais submetidos a diferentes doses de
radiagdo (5 e 7 Gy);

- Avaliar os parametros clinicos como peso, consumo de dgua e ragdo e temperatura nos animais
irradiados (5 e 7 Gy) e animais nao irradiados;

- Avaliar as alteragdes anatomopatologicas nos grupos experimentais;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos entre 6 a 8 semanas de vida, da linhagem C57BL/6,
selvagens, machos, que foram obtidos do Biotério Central da UFMG. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Patologia Geral sob condig¢des controladas de
temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/ escuro de 12h) com acesso a racdo e dgua livre
durante todo o experimento. Esse trabalho foi aprovado pela Comissido de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), com o nimero de
protocolo: 132\2021.

1° Experimento: Parametros clinicos

e Grupo Controle: Camundongos C57BL/6 controle (N=10).

e Grupo 5 Gy: Camundongos C57BL/6 irradiados com a dose de 5 Gy e taxa 0.75 min
(N=10).

e Grupo 7 Gy: Camundongos C57BL/6 irradiados com a dose de 7 Gy e taxa 0.75 min
(N=10).

2° Experimento: Parametros clinicos e anatomopatolégicos

e Grupo 5 Gy: Camundongos C57BL/6 irradiados com a dose de 5 Gy e taxa 0.75 min,
(N=5).
e Grupo Controle: Camundongos C57BL/6 controle, (N=5).

3.2 Irradiador

Os animais foram irradiados no Laboratorio de Irradiacdo Gama - LIG do CDTN em
um Irradiador Panoramico Multiproposito de Categoria II, fabricado pela MDS Nordion no
Canada, Modelo/nimero de série IR-214 e tipo GB-127, equipado com uma fonte de Cobalto-
60 estocada a seco com atividade maxima de 2.200 TBq ou 60.000 Ci.

Delineamento experimental 5 Gy - Monitoramento clinico
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O monitoramento clinico ocorreu durante os 30 dias apos a exposi¢do a 5 ¢ 7 Gy, auma
taxa de 0.75min"!. Foram utilizados 10 camundongos machos da linhagem C57BL/6 observados
diariamente com avaliacOes visuais até 3 vezes ao dia. Foi analisada a mucosa, a deambulacao
ao estimulo, altera¢des de pelo e mudangas no tecido tegumentar. O acompanhamento de
temperatura e peso foi feito sempre no mesmo horario uma vez ao dia e, além disso, foi feita a

mensuracao do consumo de dgua e alimentos secos.
Delineamento experimental 5 Gy — Anatomopatoldgico

Os animais foram irradiados e 30 dias ap6s a exposicdo a 5 Gy (N = 5), a uma taxa de
0.75min’!, foram eutanasiados e os orgdos: medula, pulmio e colén foram coletados para
analises histopatoldgicas. Um grupo controle sem exposi¢do a radiacdo (N= 5) simulando o

trajeto foi utilizado.

N=15

¥
QOQ Peso Medula

Pulmao
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Monitoramento clinico diario

Intestino

Temperatura
N=5
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Figura 3: Delineamento experimental mostrando o curso do experimento. O ciclo comega com a irradiagdo dos
animais em um irradiador de Cobalto-60 no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN), seguido

pelos processos de avaliagd@o clinica dos animais e posterior processamento histologico.

3.3 Avaliacio dos parametros clinicos
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Os animais e a ragdo foram pesados em balanca semianalitica da marca BD 000,1g /
320g. Com o objetivo de observar o desenvolvimento de massa corporal obtida no inicio da
inducdo da irradia¢do de corpo inteiro (dia 0), o peso inicial foi considerado 100%, sendo as
alteracdes diarias (perda ou ganho de massa) computadas individualmente em relagdao a massa
inicial e expressas em porcentagem. Apos a pesagem diaria dos animais, foram realizadas as
medidas de temperatura com termometro infravermelho da marca Multilaser e coletadas as
informagdes de consumo didrio de agua e racdo. Para o monitoramento de alteracdes fisicas
causadas pela irradiacdo foi utilizado o sistema de recomendacdo de intervencdo para

camundongos (MISS),(KOCH et al., 2016), no qual parametros como cor de mucosa (Figura

4), peso e comportamentos sao utilizados para intervengao.

Figura 4: Avaliacdes clinicas das mucosas dos camundongos: Palidez de focinho e patas de camundongos
C57BL/6. A) camundongo controle ndo irradiados com mucosas coradas. B) Camundongos irradiados com

mucosas e peles palidas.

3.4 Analises Anatomopatologicas

A medula 6ssea foi colocada em solugdo de formol tamponado a 4% durante 48 horas e

apos esse processo foi adicionado em solugdo descalcificadora contendo 5 ml de acido formico
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e depois adicionado 95 ml de 4gua destilada, e permaneceu nessa solugdo por 24h e
posteriormente foi enviado para o processamento e corte histologico, tendo sido corados em
H&E. Posteriormente, foi analisado o critério de substituicdo de medula marrom por medula
amarela em coloracdo de H&E, utilizamos o perimetro da medula 6ssea vermelha, excluindo
as partes de 0ssos esponjosos e compactos. O preenchimento gerado pelos adipdcitos na medula
marrom no fémur dos camundongos foi quantificado por configuragio do classificador de pixel
do Qupath e empregados em todas as imagens da medula, onde os espagos intramedulares em
formato circular do fémur foram quantificados e selecionados (TRATWAL et al., 2020)

O Pulmio foi removido cuidadosamente e fixado em formol 4% tamponado e
posteriormente corado em H&E para analise histologica e avaliagdo do score inflamatorio. Para
a quantificagdo do coldgeno as laminas de tecido do pulmdo foram preparadas com uma
coloragao especial de Picrosirus Red, onde o tecido foi desparafinizado e hidratado em
solugdes alcodlicas crescente de alcool , incubado por 1 hora em solugao de Sirus red a 0,1% ,
conforme a padronizacdo da coloracao e posterior diferenciagao pra avaliacdo de colagenos do

tipo 1 e 3 em luz polarizada (DAY AN et al., 1989).

3.5 Contagem de células caliciformes e adipdcitos — clon e medula marrom

O intestino foi coletado e fixado com em solu¢do de formol e acido picrico, enrolado
em forma de rocambole e corado usando o corante Acido Periodico de Schiff (PAS). A
contagem de células caliciformes do colon foi realizada através de 10 fotografias por
lamina/animal, com o total de 50 capturas aleatérias com o auxilio de um microscopio dptico
(Olympus BX53) acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens. As areas das células
caliciformes intactas foram entdo quantificadas com o auxilio do software QuPath configurado
o reconhecimento da coloragdo na mucosa e submucosa, sendo os resultados expressos em areas
por campo subtraindo os espagos negativos e regido nao glandular no coélon (Figura 5 A). Na
medula foram feitas medidas dos padrdes das células em imagem negativa da medula e
removida a regido do osso esponjoso da regido medular do fémur (LIU et al., 2011)(Figura 5-

B).



29

Figura 5: Metodologia de quantificagdo do padrdo intestinal e da medula marrom em software de analise de
bioimagem Quptha. A: Na cor azul mostrando células do epitélio intestinal coradas com hematoxilina; cor verde

mostra espago negativo reconhecido pelo software. B: Medula vermelha de fémur de camundongo mostrando

imagem negativa de células da medula amarela preenchendo o espago.

3.6 Analises estatisticas

Os dados foram analisados conforme a distribui¢cdo e normalidade paramétricas e ndo
paramétricas. Para as avaliagdes clinicas foram utilizados ANOVA e pos-teste de Tukey’s ou
KRUSKAL-WALLISS pelo pés-teste de DUNNS e para quantificagao histologica os métodos
utilizados foram o TEST-T ou MANN-WHITNEY. Os valores foram considerados

significativos quando P <0.05. As analises ocorreram no software GraphPad Prism V8.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinicos

4.1.1 Curva de sobrevida

A irradiagao de corpo inteiro pode gerar mudangas clinicas e comportamentais nos
camundongos (KOCH et al., 2016). Avaliamos a sobrevida dos animais em 2 faixas de doses,
7 Gy e 5Gy. Os camundongos que receberam a dose 5 Gy tiveram uma taxa de sobrevivéncia
de 100% em 30 dias. Os camundongos irradiados com dose maior, de 7 Gy tiveram uma

letalidade de 100 %, (LD 100\30) ao final do experimento (Figura 6).

Curva de sobrevida
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Figura 6: Curva de sobrevida de camundongos apdés irradiagdo de corpo inteiro (TBI) P<0.0001 pelo teste de
Kaplan-Meier: Os camundongos 5 Gy (N=10) (quadrado) e o grupo Controle (N=10) (Triangulo), uma taxa de

sobrevivéncia de 100% em 30 dias. Camundongos irradiados com dose de 7 Gy (circulo), uma letalidade de 100

% em 11 dias.

4.1.2 Consumo de agua

Os grupos irradiados de 7Gy e 5 Gy apresentaram reduc¢ao significativa da ingestao de

dgua na primeira semana ap6s o evento de radiagdo quando comparado com o grupo controle.
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A avaliagdo mostrou que o grupo que recebeu 5 Gy recuperou o consumo na ultima semana, se

igualando ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7: Consumo médio de agua dos grupos irradiados comparados com grupo controle. Grupo controle N=10,
Grupo 5 Gy N= 10 e grupo 7 Gy N= 10. A avaliag@o estatistica foi feita através do ANOVA, seguido dos pos teste
de Tukey P 0.0001 Diferencas significativas em relag@o ao grupo controle foram encontrados comparadas com o

Grupo 5Gy e 7Gy.

4.1.3 Consumo de Racao

A avaliagdo do consumo de alimentos sélidos seguiu uma tendéncia de queda nos
primeiros dias, sendo que os grupos irradiados apresentaram uma redugdo mais acentuada do
que o grupo controle. Os dados foram analisados usando o ANOVA com o pos teste de Tukey
para dados paramétricos. A diferenca estatistica avaliada foi de P < 0.0001 para os grupos em
30 dias. O grupo irradiado com 7 Gy apresentou menor ingestdo de matéria seca logo nos
primeiros dias apés irradiagdo, com recuperagdo € um pico de consumo proximo ao sétimo dia.
Uma tendéncia de estabilidade foi avaliada nos animais 5 Gy durante a segunda semana, em
contrapartida, os animais com 7 Gy apresentaram outro periodo de reducdo da ingestdo, o qual
durou até o dia do 6bito desses animais. Os dados mostram que no final da quarta semana o
grupo controle e 5Gy se equiparam na ingestao em gramas dos alimentos. (Figura 8). A ingestao

de racdo pelos animais que receberam doses de radiagdo mais baixa também pode ocorrer,
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avaliagdes de dose 2Gy e 4Gy ja foram estudadas em um periodo de 15 dias, onde os animais
apresentaram uma redugao brusca no consumo de ragdo ja no primeiro dia apds exposicao a IR,

com recuperagao do consumo nos dias seguintes (YAMANOUCHI et al., 2019).
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Figura: 8 Consumo médio de ragdo dos grupos irradiados comparados com grupo controle: P< 0.0001 por grupo.
Grupo controle N=10, Grupo 5 Gy N=10 ¢ grupo 7 Gy N=10. A avaliagdo estatistica foi feita através do ANOVA,

seguido dos pos teste de Tukey. Diferengas significativas em relagdo ao grupo controle foram encontradas

comparadas com o Grupo 5Gy e 7Gy.

4.1.4 Peso

A perda de peso ¢ documentada nas avaliagdes de grupos irradiados com dose letal em
modelos de SAR (MOCCIA et al.,2010; YAMANOUCHI et al., 2019). O grupo irradiado com
7 Gy mostrou uma perda progressiva da massa corporal sem recuperagdo apos os 10 dias
(Figura 9), ja o grupo de dose subletal apresentou a maior diferenga de peso na terceira semana

apos irradiagdo de corpo inteiro (Figura 10).
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Figura 9: Avaliagdo da massa corporal média. Os camundongos que foram irradiados com 7Gy (N=10) e 5Gy
(N=10) mostraram diferenca no perfil de peso corporal, as mensura¢des eram feitas diariamente e peso dos animais
irradiados com 7 Gy um perfil descendente. A avaliacdo estatistica foi feita através do kruskal-wallis, seguido dos
pos teste de Dunn. Diferengas significativas em relagdo ao grupo controle foram encontradas comparados com o
Grupo 5Gy e 7Gy, O nivel de significancia entre os Grupos irradiados 7Gy e 5Gy comparados ao controle foi

P<0.0001.

4.1.5 Peso avaliacdo semanal — Grupos Controle e 5 Gy

No intuito de avaliar melhor as alteragdes de massa corporal causadas pela exposi¢do as
radiacdes ionizantes reagrupamos os dados por semanas. As analises utilizaram os métodos
estatisticos Kruskal-Wallis e Dunns, no qual as diferengas de peso se deram em maior
proporcao na terceira semana de avaliagdo, com o P<0.0003 quando comparado com o grupo
controle. Na primeira semana nao foi demonstrado diferencas estatisticas em alteragdes de peso,

o que evidencia um carater progressivo da perda de peso nos grupos que sobreviveram.
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Figura 10: Avaliagdo da massa corporal média, 1* a 4* semana, dos grupos controle ¢ 5 Gy. Notar diferenga
estatistica na 3* semana apos irradiagdo. P<0.05 e pds-teste de Dunns <0.0003, 32 semana de observagdo. A

segunda semana apresentou diferenca <0.0198. A quarta semana apresentou diferenga < 0.0174.

4.1.6 Temperatura

A avaliagdo da temperatura corporal foi mensurada diariamente através de um
termdmetro de infravermelho totalizando 300 aferi¢des para o grupo controle e 300 aferigdes
para o 5 Gy (Figura 11). Devido a letalidade no grupo 7 Gy foram adquiridas somente 90
afericdes. O grupo 5 Gy apresentou diferengas estaticas com o P < 0.0001 nos testes quando
comparado com os outros grupos. O grupo 7 Gy ndo apresentou diferencas estatisticas em

relagdo aos outros grupos.
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Figura 11: Avaliacdo da temperatura corporal. Os camundongos que foram irradiados com 5Gy mostraram
diferenca de temperatura comparados com os grupos Controle ¢ 7Gy, as mensura¢des foram feitas diariamente ¢
a temperatura dos animais irradiados com 7 Gy ndo demonstrou diferengas entre o grupo controle. A avaliagdo
estatistica foi feita através do kruskal wallis seguido por Dunns. Diferengas significativas em relagdo ao grupo
controle foram encontrados comparados com o Grupo 5Gy, O nivel de significancia entre os Grupo irradiado 5Gy

comparados aos controles e 7 Gy foi P<0.0001.

4.1.7 Alteracoes observadas

As alteragdes observadas foram quantificadas em um questionario de monitoramento
visual das mudangas causadas pela exposicdo a radiacdo (Tabela 2), e as mudancas se
apresentaram em maior propor¢ao no grupo exposto a 7 Gy. Alteragdes em Orgaos-alvo vistas

na necropsia estao descritas no anexo (1).
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Alteracoes Observaveis S Gy -N 15
Alteracoes N° totais %
Pelos arrepiados 9 60
Letargia 12 80
Palidez 1 6,667

Alteracoes Observaveis 7 Gy — N 10

Alteracoes N° totais %
Pelos arrepiados 7 70
Letargia 9 90
Palidez 8 80

Tabela 2: Alteracdes por observagédo diaria dos camundongos C57BL/6.

4.2 Histopatologia

4.2.1 Medula

A exposic¢do a radiag@o ionizante leva a morte de células progenitoras da medula 6ssea
e a substituicdo por células adiposas, as quais sdo resistentes a radiagdo. Os adipocitos
medulares fazem preenchimento do espaco e estimulam outras células do microambiente
medular (HOROWITZ et al., 2017). Recentemente foi observado um efeito negativo das
células de gordura no tecido medular, pois provocam uma regulagdo supressora na
hematopoiese de animais irradiados (NAVEIRAS et al., 2009).

A avaliacdo tecidual da medula demonstrou uma perda das células progenitoras nos
animais irradiados. As grandes areas arredondadas de imagem negativa na histologia sugerem
amudangca de tecido medular e de células tronco por células de gordura (Figura 12). A avaliagao
foi significativamente relevante com o P < 0,0159 (Figura 13). Essas alteracdes ja foram
demonstradas em experimentos semelhantes em doses letais de radiacdo de corpo inteiro.
Apesar dessas alteragdes, células progenitoras ainda se mantiveram presentes na medula e sua
persisténcia em periodos superiores a 30 dias demonstra a capacidade de resisténcia dessas

células de linhagem sanguinea a determinada dose de radiagdo administrada.
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Figura 12: Foto da medula ¢ssea de fémur de camundongo controle e irradiados 5 Gy.

Imagens A) e B) Demonstra o espago medular de animais controle sem formagdo de células adiposas no seu
interior, com células troncos diversificadas com parénquima integro. Notar a presenca de megacaridcitos em maior
aumento imagem B (seta azul) imagens em 4X e barra em 100 pm e 40X e barra em 10 pm respectivamente. C)
e D) Aplasia de medula com formacdo de células adiposas em imagem negativa no parénquima medular (estrela

preta) imagens em 4X e barra em 100 um e 40X e barra em 10 pm respectivamente.
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Figura 13: Grafico Quantificac¢do de adipdcitos em coloracdo H&E em medula 6ssea de camundongos irradiados-
5-Gy (N=5) e controle (N=5). Os camundongos que foram irradiados com 5Gy mostraram um aumento nas células
de gordura no interior da medula com diferenca estatistica P < 0,0159 na quantificagdo. O teste usado foi de Mann-

Whitney.

4.2.2 Pulmao

Alteragdes pulmonares em pessoas que foram expostas a radia¢ao devido ao tratamento
de cancer ou em acidentes nucleares tém gerado duvidas, uma vez que ndo se sabe como essas
alteragdes sdao desencadeadas. Os animais irradiados a 5 Gy apresentaram um espessamento de
septo alveolar, tal como alteracdes inflamatorias condizentes com uma pneumonite intersticial
cronica. O espaco alveolar ndo apresentava processos infecciosos, estando livre de exsudato ou
extravasamento de liquido caracteristico de edema, mas em contrapartida foi observado um
infiltrado inflamatdrio com presenga de células mononucleares em sua maioria composta por
macrofagos e linfocitos. Os animais controle tiveram alteracdes focais em 2 animais com
quadro leves de inflamagao alveolar, sendo representado por 40% de cada parametro avaliado
(figura 14). O grupo 5 Gy apresentou em 100% de seus animais um infiltrado inflamatdrio,
sendo caracterizado como leve em 40%, moderado em 40% e 20% dos animais com processo
inflamatoério intenso. A distribuicao no 6rgao respiratorio também foi avaliada e as porcentagem

foram de 60% multifocal e 40% local. Os dados sao demonstrados na tabela 3



Controle

Laminas Intensidade Intensidade% Distribuigao Distribui¢ao%
7 A Leve 40 Focal 40
84 0 60 0 60
94 0 60 0 60
104 Leve 40 Focal 40
214 0 60 0 60

5 Gy

Laminas Intensidade Intensidade% Distribuigao Distribui¢ao%
57B Intenso 20 Multifocal 40
58 B Moderado 40 Focal 60
59B Leve 40 Multifocal 60
60 B Leve 40 Focal 40
61 B Moderado 40 Multifocal 60

39

Tabela 3: Perfis inflamatoérios nos pulmées. Alteragdes dos perfis inflamatdrios nos pulmdes de camundongos

irradiados (N=5) e camundongos controle (N=5) ap6s 30 dias. Dados demonstrados em porcentagem dos animais

observados.
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Figura 14: Pneumonia intersticial em animais irradiados a 5Gy de radiacdo Gama.

Imagens A) e B) mostram animais controle sem infiltrado inflamatorio nos alvéolos pulmonares. Notar uma estrela
azul evidenciando sacos alveolares limpos sem exsudato e transudato. Imagens C) e D) infiltrado inflamatério
multifocal com espessamento de septo (seta vermelha). Imagens A) e C) em objetiva de 4X e barra em 100 um.

Imagens B) e D) em objetiva de 40X e barra em 10 pm.

4.2.2.1 Colageno pulmonar

A deposicao do colageno nos alvéolos pulmonares dos animais 5 Gy e controle (Figura
15) foram quantificadas histologicamente. O perfil dos coldgenos demonstra uma maior
concentracdo na deposicdo de coldgeno no grupo de 5Gy em relagdo ao grupo controle. Na
analise de comparacdo entre os tipos de coldgenos depositados, observou-se uma maior
presenca de colageno do tipo III, no grupo 5 Gy ( P < 0,0359). As deposicdes somadas dos
colagenos do tipo I e III também demonstraram aumento quando comparados com o grupo

controle (Figura 16).
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Figura 15: Picrosirus- Red em pulmao de animais C57BL/6 - 5Gy de radiagdo Gama

Imagens A) e D) mostrando em aumento maior (40x), a sem refringéncia em luz polarizada no pulmao. Animais
controle e 5 Gy de radiagdo. Imagens B) e E) Em aumento de 40 X, barra em 10 pm. Imagens mostrando maior
concentragdo de reticulina nos alvéolos pulmonares dos animais irradiados com 5Gy ao final de 30 dias apos

exposicdo. C) e F) Mostrando em aumento menor (4x) imagem dos animais controle e 5 Gy .
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Figura 16: Quantifica¢do de Fibras colagenas em coloragdo especial de Picrosirius Red em tecido pulmonar de
camundongos irradiados- 5-Gy (N=5) e controle (N=5). Diferengas estatisticas na quantificagdo do colageno 3
entre grupo controle e irradiados com 5Gy mostraram um aumento na deposigdo de fibras colagenas no 6rgao a

estatistica P < 0,0359 na quantificagdo usando o TEST-T.
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4.3 Colon

Com o objetivo de avaliar alteracdes anatomopatoldgicas do intestino grosso, foi
analisado o coldn dos animais do grupo 5 Gy, os quais foram irradiados e sobreviveram apos
os 30 dias de experimento. As principais alteracdes ja descritas que foram observadas nesse
segmento do intestino apds exposi¢ao a radiagdo sdo a presenca de fusdes de criptas e ulceras
de mucosa, que ndo foram encontradas em nossas avaliagdes (Figura 17). Por meio de anélises

histoquimicas foram quantificadas as células caliciformes secretoras de muco através da

coloracdo de PAS e ndo foram observadas diferencas estatisticas na analise (Figura 18).

Figura 17: Imagem representativa de colon de animais controle sem radiagdo e animais irradiados com 5 Gy apo6s
30 dias de observacdo.Imagens A) e B) em coloragdo de H&E demonstrando as camadas do colon: mucosa
muscular e adventicia bem preservadas C) e D) coloragdo de PAS marcando muco em células caliciformes.

Imagens A) e B) em objetiva de 4X e barra em 100 pm. Imagens C) e D) em objetiva de 40X e barra em 10 pm.
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Figura 18: Quantificacdo de células caliciformes em coloragdo PAS em segmento de célon de camundongos
irradiados- 5-Gy (N=5) e controle (N=5). Os camundongos que foram irradiados com 5Gy ndo mostraram

alteragdes nas glandulas do colon, sem diferencga estatistica P < 0,0854 na quantificac@o. teste T de student .
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5 DISCUSSAO

Os efeitos e as consequéncias da exposi¢ao de seres humanos a radiagao sao motivos de
grande preocupacao e¢ de demasiada importancia clinica. Uma vez que a utilizagdo de
equipamentos e dispositivos que emitem radia¢do ionizante vem aumentando, em tratamentos
médicos e diagndstico complementar nos sistemas de satde, cada vez mais pessoas e
trabalhadores estdo expostos a diferentes taxas e doses de radiacdo. Além disso, recentes
tensdes e conflitos também trazem apreensao e vem gerando temor devido a possibilidade de
utilizagdo de armas nucleares em meio as populagdes, capazes de liberar grandes taxas de IR e
provocar enormes consequéncias (AHMAD et al, 2019; LEVIN et al, 2005;
SURZYKIEWICZ et al., 2022).

Com a finalidade de mitigar os possiveis danos e lesdes causadas pela exposicdo a
radiagdo ionizante, diversos grupos de pesquisa tém buscado modelos experimentais que sejam
capazes de mimetizar as alteracdes organicas ocasionadas pela radiagdo, além de formas de
tratamentos que correspondam as necessidades atuais da medicina (SINGH et al., 2015).
Entretanto, ainda ha uma caréncia de modelos experimentais que descrevem estas lesdes
organicas quando administradas doses subletais de radiagdo ionizante.

Sendo assim, para avaliar os efeitos das doses subletais de radiacao ionizante utilizamos
camundongos da linhagem C57BL/6 que receberam diferentes doses de radiagdo de corpo
inteiro. A radiacdo ionizante tem a capacidade de desencadear uma cascata de citocinas no
organismo e gerar alteragdes em diferentes tecidos, induzindo apoptose nos tecidos
radiossensiveis (LI ef al., 2018).

A sobrevida dos animais de 5 Gy foi de 100 % durante os 30 dias observados, contudo,
os animais submetidos a 7 gy morreram até o décimo primeiro dia apds exposi¢do. A
mortalidade dos animais expostos a dose de 7Gy observada neste estudo pode ter sido
influenciada por diversos fatores, visto que em outros trabalhos animais expostos a mesma dose
de radiacdo obtiveram resultados diferentes (DIAZ et al, 2020; PLETT et al., 2011;
WILLIAMS et al, 2010). As variaveis metodologicas que podem ocorrer em modelos
experimentais sdo inimeras, como: O tempo de exposi¢ao, sexo, e fatores estressantes (DIAZ
et al., 2020; WILLIAMS et al., 2010). O que pode justificar o resultado apresentado neste
estudo.

Dentro dos primeiros sintomas que aparecem em individuos expostos a radiacao estdo
a anorexia € a apatia, os quais sdo bem documentados na literatura. Em pessoas expostas a IR,

sinais semelhantes ao que ocorre com os animais sao descritos, sendo observado uma redugao
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do consumo de alimentos e de d4gua. Em avaliagdo de pacientes em radioterapia, em especial
aqueles que estdo sendo tratados contra o cancer, essas alteragdes sdo frequentes (STONE et
al.,2004).

O consumo de alimentos e de 4gua dos animais irradiados diminuiu conforme o aumento
da quantidade de radiagdo a que os animais foram expostos, estes resultados corroboram com
um perfil ja apresentado em outros modelos de dose letal (PLETT et al., 2011). Contudo, os
animais do grupo irradiado a 5 Gy recuperaram o consumo alimentar diario e ndo apresentaram
alteragoes clinicas significativas durante o experimento.

A necessidade de varios modelos experimentais para o estudo das lesdes causadas pela
exposicdo a radiagdo ionizante decorre da caracteristica complexa e diversificada da
apresentacao destas lesdes, que sdo multissistémicas e tecido/tempo dependente, além de
estarem relacionadas a taxa, dose e a frequéncia da exposi¢do a IR (SINGH ef al., 2015). Nos
modelos de radiacdo definidos, observa-se que distintas doses e taxas de IR as quais os animais
sdo expostos podem corroborar com mudancas no comportamento ¢ na sobrevida dos animais
de acordo com o modelo. Doses baixas de IR, consideradas menores que 1 Gy, oferecem pouco
riscos de manifestagdes da SAR (SINGH et al., 2015; STONE et al., 2004).

Apesar da sobrevida de 100 % dos animais durante os 30 dias observados, as analises
morfologicas dos tecidos, identificaram altera¢des na medula 6ssea que permaneceram até final
do experimento, mostrando uma substituicdo da medula marrom por células de gordura, essas
alteragdes podem ser de longa duracdo, o que pode resultar em alteragdes nos leucdcitos
sanguineos. Além disso a trombocitopenia pode ser um fator resultante da diminui¢do das
células progenitoras medulares, levando a sangramento e complicagdes que resultam no
aparecimento da sindrome aguda da radiagdo hematopoiética (LI et al., 2018; SCHAUE, 2017).

Em baixas doses, foi visto que a radiacdo ionizante tem o potencial de atenuar a
pneumonia causada por doencas virais como a COVID-19 em pacientes tratados (AMERI et
al., 2020), por outro lado, doses mais elevadas tém a capacidade de causar o aparecimento de
alteragdes inflamatorias mediadas por eosinofilos e linfocitos Th2 em 6rgaos como o pulmao
(COTTIN et al., 2004).

Nesse contexto, nossos resultados mostraram alteracao inflamatoria de diferentes
intensidades e de carater difuso em camundongos irradiados a 5 Gy, podendo ser uma
manifestag¢do cronica da radiagdo gama. Apesar do processo inflamatério pulmonar ser evidente
nos animais apos 30 dias de experimento, nas analises histologicas dos animais irradiados a 7
Gy ndo foi observada essas alteragdes, uma vez que os animais morreram entre os dias nove e

onze, podendo ser uma manifestacio dependente de tempo. Em relagdo ao processo de
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deposicao de colageno nos animais, observadas através da coloracdo de Picrosirus Red, notou-
se uma maior deposi¢ao de colageno nos alvéolos pulmonares no grupo 5Gy em relacdo ao
grupo controle. A coloragdo em H&E evidenciou um espessamento do septo quando o processo
inflamatoério estava presente.

As alteragdes gastrointestinais devido a IR podem afetar boca, estdmago e todos os
segmentos do intestino, resultando em alteracdes inflamatérias e mucosites orais e intestinais,
que podem posteriormente levar a tlceras (CAGIN et al., 2016; GOANS; WALD, 2005). Além
disso, a presenca de estenose luminal no colon, tal como a maior deposi¢do de fibras colagenas
(fibrilopoese), foram descritas na literatura. Contudo, em nosso experimento ndo foram
observadas alteragdes significativas no célon. Esse resultado pode ter se dado devido a
regeneragdo das vilosidades intestinais ou também devido ao tempo de duracdo do

experimento(CAGIN et al., 2016; DEITEL; VASIC, 1979).

CONCLUSAO

Os achados clinicos e histopatoldgicos indicam que a irradiacdo em dose subletal neste
modelo mimetiza as alteragdes do organismo exposto a uma grande quantidade de radiagdo sem

levar ao 6bito dos animais permitindo avaliar alteragdes organicas a longo prazo.
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Abstract

Ionizing radiation injuries to the human body, either by therapy or by accidental exposure,
became of interest nearly a century ago after the discovery of X-ray . Exposure to ionizing
radiation produces a dose - dependent sequella of signs and symptoms that progresses over
time. Experimental models that mimetizes a human body exposure situation to radiation, and
describe the lesions in acute radiation syndrome (ARS) are a current need in this research field.
The animal model of radiation used in this study evaluated the effects of radiation exposure on
the whole body of C57BL/6 mice over a period of up to 30 days at lethal (7 Gray) group 7 Gy
or sublethal (5 Gray) group 5 doses. Gy for a dose rate of 0.75 minl of Gamma rays. Clinical
data such as body temperature, mucosal alterations, food and water intake, as well as the weight
of the animals were analyzed. Anatomopathological analyzes were performed on organs
commonly affected in ARS such as intestine, lung and bone marrow, in the survivor group 5
Gy and the control group without radiation after 30 days. Clinically, it was observed that the
survival of the 7 Gy group was reduced up to 11 days post-radiation and the animals of the 5Gy
group survived at least 30 days after irradiation. Mucosal alterations and extremities (paws and
snout) were more frequent in the 7 Gy group than in the 5 Gy group. Bone marrow analysis
demonstrated hypoplasia of hematopoietic progenitors cells and an increase in the number of
adipocytes in the 5 Gy group. In the lung, an intense inflammatory process was observed with
alveolar septum thickening after 30 days of irradiation. In the intestine, the goblet cells, as well
as the architecture of the colon, were preserved and without alterations in the crypts or in the
mucosa at the end of the experiment.

INTRODUCTION

Beneficial and detrimental effects of ionizing radiation have received much attention since X-
ray discovery, and recent conflicts have generated fear due to the possibility of using nuclear
weapons (LEVIN et al., 2005; SURZYKIEWICZ et al., 2022). Ionizing radiation production
of reactive oxygen species (ROS) causes tissue and cell damage. Changes in DNA and RNA
can occur and generate mutations. In humans, early effects of relatively low doses of radiation
may include weakness, fatigue, nausea, vomiting, anorexia, and headache(LEVIN et al., 2005).
These effects have a latency to onset of several hours and may last for hours, days or weeks As
the dose of radiation is increased up to the 30 day LDs0, hemopoietic damage (loss of functional
blood cells) occurs in most mammals and increases in severity for up to 4-6 week s after
exposure . Further increases in dose produce lethal gastrointestinal damage within 1-2 weeks
of exposure, while yet higher, supralethal doses produce cardiovascular shock, neuronal
damage and death within hours or days(DONNELLY et al., 2010; NAVEIRAS et al., 2009).

Effects of Sublethal Doses of Ionizing Radiation on Schedule-Controlled Performance in Rats
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Acute Radiation Syndrome (ARS) occurs in cases of extensive exposure to ionizing radiation,
which may manifest locally or in systemically in the body. Due to an interval of hours or even
days for the onset of symptoms, early diagnosis of the syndrome in people who have suffered
a radioactive accident becomes difficult, which also delays the onset of countermeasures for
their treatment(DATTA et al., 2012; PERCUOCO, 2013; VANO et al., 201 7). In general, Acute
Radiation Syndrome can be divided into subsyndromes, which can manifest together leading to
a multiple organ dysfunction. Among the most studied subsyndromes are the
hematocytopoietic, gastrointestinal, cerebrovascular and cutaneous syndromes. (LOPEZ;
MARTIN, 2011; WASELENKO et al., 2004). Experimental models of irradiation are used for
a better understanding of ionizing radiation injuries in human body in therapy or accidental
situations, however, current models have limitations as the disease presentation that may vary
depending on the affected anatomical site, the sex of the affected individuals, among others
factors tahat can be involved. In this way, government control agents such as the Food and
Drugs Administration (FDA) request that, in order to authorize a new drug or treatmentin
human beings , experiments in 2 models of different species has to be evaluated, or that well-
characterized models that simulate responses are used of ARS in humans SINGH et al., 2015;
WILLIAMS et al., 2010). We present here an experimental model for studys of chronic changes
in ARS when the exposure occurs in a sublethal dose.

Materials and methods
Animals

Male C57BL/6 wild mice of approximatelly 6-8 weeks of age (n = 10 per group) were
obtained from the Central Animal House at UFMG. The animals were kept in the
vivarium of the Department of General Pathology under controlled conditions of
temperature (24°C) and luminosity (light/dark cycle of 12h) with free access to food
and water throughout the experiment. animals were irradiated with a total-body single
dose of 5Gy and 7Gy in the Gamma Irradiation Laboratory (CDTN) - in a Category Il
Multipurpose Panoramic Irradiator, manufactured by MDS Nordion in Canada,
Model/Serial Number IR-214 and monitored for 30 days.

Clinical analysis

The parameters used to monitor physical changes were weight, body temperature,
intake of acute and food.

Histopathology

The collected samples (bone marrow and lung) were stained using H&E staining
technique and tissue alterations were quantified using the Qupath pixel classifier on
10 randomly photographed images of the respective organs.

Statistical Analyses

For the clinical evaluations, KRUSKAL-WALLISS were used followed by DUNNS post-
test. The methods used for histological quantification were the MANN-WHITNEY test
and the values were considered significant when P < 0.05. The analyzes took place in
the GraphPad Prism V8.0 software.
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RESULTS Total-body irradiation can clinical and behavioral alterations in mice (KOCH
et al., 2016). We evaluated the survival of animals in two dose ranges, 7 Gy and 5Gy.
Mice irradiated with a dose of 5 Gy presented a survival rate of 100% in 30 days,
while mice irradiated with a dose greater than 7 Gy had a lethality of 100%, (LD 100\30)
at the end of the experiment (Figure 1)
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Figure 1: Survival curve of C57BL/6 mice after whole body irradiation (TBI) P<0.0001:The 5 Gy mice (N=10)
(black square) and the Control group (N=10) (White Triangle) had a 100% survival rate at 30 days. Mice irradiated
with a dose of 7 Gy (blue dot), had a lethality of 100% in 11 days.

Both irradiation groups, 7Gy and 5Gy, showed reduced water comsunption during the
first week after the radiation event compared to the control group. However, 5 Gy
groups recovered water consumption in the last week, returning to the inicial levels of
intake. equaling the control group (Figure 2 - A). In The group irradiated with 7 Gy dry
matter intake were reduced in the first days after irradiation, with recovery and a peak
of consumption close to the seventh day. A tendency of stability was evaluated in the
mice receiving 5 Gy dose during the second week. In contrast, mice irradiated with
7Gy presented another period of reduction of the ingestion, which lasted until the day
of the death of these animals. at the end of the fourth week levels of food consuptiom
between the control group and the groups irradiated with 5Gy were equivalent (Figure
2 - B). The group irradiated with 7 Gy showed a progressive body mass loss without
recovery after 10 days, whereas the sublethal dose group had the greatest difference
at 3 weeks after total-body irradiation (Figure 2-C). Body temperature was measured
daily using an infrared thermometer, corresponding to 300 measurements for the
control group and 300 measurements for the 5 Gy. group Due the huge lethality in the
7 Gy group, only 104 measurements were acquired. The 5 Gy group presented statistic
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differences The 7 Gy group did not present statistical differences when compared to
the control group (Figure 2 - D)
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Figure 2: A) Water consumption of the irradiated groups compared to the control group. B) Breed
consumption. C) Body weight D) Body temperature . Values are means + SEM of 10 animals in each
group. * Significant difference between CT and 5Gy; p<0.05; Kruskal Wallis. CT, control mice; 5Gy,

irradiated mice.

Histolopathological analysis

Bone marrow

Exposure to ionizing radiation leads to the death of bone marrow progenitor cells and
replacement by fat cells (Figure 3), which are resistant to radiation. Then, proliferation
of fat cell M in the bone-marrow microenvironment is seen, which stimulate other cells
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to proliferate(HOROWITZ et al., 2017). Recently, a negative effect of fat cells on
medullary tissue was observed, as they cause a suppressive regulation in the
hematopoiesis of irradiated animals (NAVEIRAS et al., 2009).

Bone marrow tissue evaluation showed reduction of progenitor cells in the irradiated
animals. The | negative rounded spots on histology image suggests the exchange of
bone marrow tissue and stem cells for fat cells. Results were significantly relevant
with P < 0.0159 (Figure 3-E). These changes have already been demonstrated in a
similar experiment with lethal doses of total-body irradiation ,However, a health and
usual tissue were still present in the bone marrow. The animals survival after a period
longer than 30 days, indicate the bone marrow tecidual resistence after a high-dose
irradiation.

BONE MARROW
PIX AREA

214 L]

% ADIPOCYTE

—ih

T
Controle 5 Gy

Figure -3 Bone marrow. Images A) and B) Shows the medullary space of control animals without formation of fat
cells inside, with diversified stem cells with intact parenchyma. Note the presence of megakaryocytes at higher
magnification B image (blue arrow) images at 4X and bar at 100 ym and 40X and bar at 10 um respectively. C) and
D) Bone marrow aplasia with fat cell formation in negative image in the bone marrow parenchyma (black star)
images in 4X and bar in 100 ym and 40X and bar in 10 uym respectively.E) Quantification of adipocytes in H&E
staining in bone marrow of 5-Gy-irradiated (N=5) and control (N=5) mice. Mice that were irradiated with 5Gy showed
an increase in fat cells within the marrow with statistical difference P < 0.0159 in quantification. Values are means
+ Median of 5 animals in each group. * Significant difference between CT and 5Gy; p<0.05; Mann-
Whitney. CT, control mice; 5Gy, irradiated mice.

Lung

The animals irradiated with a 5 Gy dose has shown a alveolar septal thickening, as
well as inflammatory alterations consistent with a chronic interstitial pneumonitis. The
alveolar space did not present infectious processes, being free of exudate or fluid
extravasation, characteristic of edema. In constrast, an inflammatory components was
observed exhibitng mononuclear cells, mostly composed of macrophages and
lymphocytes. Control animals had focal alterations in 2 animals who presented mild
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alveolar inflammation, representing 40% of each parameter evaluated (Table 1). The
5 Gy group presented an inflammatory infiltrate in 100% of its animals,, as they were
classified as mild having about 40% infiltration and moderate between 40% and 20%.

Table 1. lung inflammation

Control

Blades Intensity Intensity % | Distribution Distribution %
7 A low 40 Focal 40
84 0 60 0 60
94 0 60 0 60
104 low 40 Focal 40
214 0 60 0 60

5 Gy

Blades Intensity Intensity % Distribution | Distribution%
57B high 20 Multifocal 40
58 B medium 40 Focal 60
59B low 40 Multifocal 60
60 B low 40 Focal 40
61 B medium 40 Multifocal 60

Table 1: Changes in inflammatory profiles in the lungs of irradiated mice (N=5) and control mice (N=5)
after 30 days. Data shown in percentage of observed animals.

Analyses of collagen deposition in the lungs

Collagen deposition in the pulmonary alveoli of 5 Gy and control mice (Figure- 4) was
histologically quantified. The collagen profile demonstrates a higher concentration of
collagen deposition in the 5Gy group compared to the control group. In the comparison
analysis between the types of collagen deposited, a greater presence of type Il
collagen was observed in the 5 Gy group (P < 0.0359). The combined deposition of
collagen types | and Il also showed an increase when compared to the control group
(Figure - 5).
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Figure- 4. Picrosirus- Red in lung of animals C57BL/6 - 5Gy of Gamma radiation

Images A) and C) showing at lower magnification (4x), the polarized light refraction of reticulin in the
lung. Control animals and 5 Gy of radiation. Images B) and D) At 40X magnification, bar at 10 ym.
Images D) showing a higher concentration of reticulin in the pulmonary alveoli of animals irradiated with

5Gy at the end of 30 days after exposure.
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Collagen in the lung
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Figure 5: Quantification of collagen fibers in Picrosirius red staining in lung tissue of 5-Gy-irradiated
(N=5) and control (N=5) mice. Statistical differences in the quantification of collagen 3 between the
control group and those irradiated with 5Gy showed an increase in the deposition of collagen fibers in
the lung at P < 0.0359.Values are means + Median of 5 animals in each group. * Significant difference
between CT and 5Gy; p<0.05; Mann-Whitney. CT, control mice; 5Gy, irradiated mice.

Discussion

The effects and consequences of human exposure to radiation are currently of
major concern and clinical importance. Since the use of equipment and devices that
emit ionizing radiation are increasing in health systems as in medical treatments and
complementary diagnosis, more and more people and workers are exposed to different
rates and doses of radiation. In addition, recent conflicts also bring apprehension and
have been generating fear due to the possibility of using nuclear weapons among
populations, capable of releasing large rates of IR and causing seriuos
consequences(AHMAD et al., 2019; LEVIN et al., 2005; SURZYKIEWICZ et al., 2022).

In order to mitigate the injuries caused by exposure to ionizing radiation, several
research groups have sought experimental models that are capable of mimicking the
organic lesions caused by radiation, as well as forms of treatment that correspond to
the current needs of medicine(SINGH et al., 2015). However, there is still a lack of
experimental models that describe these organic lesions when sublethal doses of

ionizing radiation are administered.

From what was evaluated, and the respective data collected, different doses,

even if potentially close to radiation, can lead to serious effects and even a high level



67

of lethality. The increase in 5Gy up to 7Gy irradiation dose resulted in 100% mortality
in animals irradiated at 7 Gy. Using similar doses, other research groups identified
different survival rates in animals irradiated with a 7 Gy dose (DIAZ et al., 2020;
SUZUKI et al., 2018). This difference may have occurred due to some dissimilarity in
the experimental methods and materials of IR, such as the age of the animals or due
to different strains of mice. (DIAZ et al., 2020; PLETT et al., 2011; WILLIAMS et al.,
2010). The consumption of food and water by irradiated animals decreased as the
amount of radiation to which the animals were exposed increased. these results

corroborate a data already presented in other lethal dose models(PLETT et al., 2011).

At low doses, it has been seen that ionizing radiation has the potential to
attenuate pneumonia caused by viral diseases such as COVID-19 in treated patients
(AMERI et al., 2020). In contrast, higher doses are able to cause changes on the
major inflammatory cells type mediated by eosinophils and Th2 lymphocytes in organs
such as the lung (COTTIN et al., 2004).

In this context, our results showed inflammatory alterations of different
intensities and of a diffuse character in mice irradiated with a 5 Gy dose, which may
be a chronic manifestation of gamma radiation. Although the pulmonary inflammatory
process was evident in the animals after 30 days of experiment, these changes were
not observed in the histological analyzes of the animals irradiated with a 7 Gy dose,
since the animals died after 9-10 days after total-body irradiation, which may be a time-
dependent manifestation. Regarding the collagen deposition process in the animals,
observed through Picrosirus Red staining, there was a greater collagen deposition in
the pulmonary alveoli in the control group compared to the 5Gy group. The H&E
staining showed a thickening of the alveolar septal when the inflammatory process was

present.
Conclusion

The clinical and histopathological findings indicate that the sublethal dose
irradiation in this model emulate the alterations in the organism due to exposion to a
large amount of radiation without leading to the death of the animals, allowing the
evaluation of long-term pathological alterations.
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