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RESUMO

O presente trabalho aborda alteracdes lipidicas radioinduzidas em tecido cerebral.
Através de DESI (ionizacdo por pulverizagéo eletrolitica de dessorcéo) os tecidos organicos
podem ser submetidos a analise de seus componentes estruturais, como as inimeras classes de
lipidios. A caracterizacdo da quantificacdo de fosfolipidios é de relevancia considerando que
estes estdo correlacionados a uma diversidade das funcdes celulares, além da possivel utilizagédo
como biomarcador nas neoplasias. Objetivo: Investigar a viabilidade da geracédo de perfis de
lipideos de tecido cerebral irradiado, no intuito de identificacdo de alteracdes lipidicas
radioinduzidas. Metodologia: ratos Wistar saudaveis foram selecionados e divididos em dois
grupos: um controle (n = 4), denominado GC e outro submetido a irradiacdo corporal total
(TBI), chamado GIR (n = 24) subdividido em 04 subgrupos correspondentes a cinetica de tempo
24, 48, 96hrs e 01 semanas contendo 06 animais cada. Os animais do grupo GIR (n = 24)
tiveram o corpo total irradiado através da exposi¢do a uma fonte Co-60, todos juntos colocados
em 4 caixas, com uma dose absorvida de 5 Gy. Eles foram irradiados apds uma cinética de
tempo distinta. Foi realizado a eutanasia, com a retirada dos 6rgaos e armazenamento em freezer
-80°C e realizado os cortes no criostato, em cortes sagitais dos hemisférios cerebrais com 14
um de espessura. As laminas foram analisadas com uma fonte DESI acoplada a um
espectrdmetro de massas. As analises foram conduzidas no modo de varredura completa e 0s
espectros de massas foram obtidos no modo negativo, abrangendo uma faixa de massa de 200
a 1000 Da. Resultados: A maioria dos ions observados nos espectros de massa correspondem
a acidos graxos livres desprotonados, fosfatidilserinas (PS), fosfatidilinositdis (PI) e sulfatidas
(ST). Vérios ions sofrem alteracdes na intensidade e na regido de origem demonstrando o efeito
da radiacdo no metaboloma do tecido cerebral. O ion m/z 868,529 apresentava distribuicdo
espacial presente principalmente em nos lI6bulos cerebelares (culmina, 16bulo central, declive,
piramide e Gvula) e apo6s a irradiacdo verificou-se uma diminuicdo progressiva da intensidade
desse lipidio em todas as regides em todas as cinéticas de tempo. Conclusdo: A radiacédo altera
o perfil lipidico em tecido cerebral sendo necessario aprofundar ainda mais os estudos para a

identificacdo dos principais biomarcadores de injdria no tratamento radioterapico.

Palavras-chave: Dessorcdo por ionizagdo (DESI), Espectrometria de massas, Efeitos das

radiagdes, Lipidios, Radiacdo-y, Radiacdo ionizante, Metabolomica, Lipidémica.



ABSTRACT

The present work deals with radioinducited lipid alterations in brain tissue. Through
DESI (electrolytic desorption spray ionization) organic tissues can be subjected to analysis of
their structural components, such as the numerous classes of lipids. The characterization of the
quantification of phospholipids is of relevance considering that they are correlated to a diversity
of cellular functions, besides the possible use as biomarker in the neoplasias. Objective: To
investigate the viability of the generation of lipid profiles of irradiated brain tissue, in order to
identify radioinducite lipid alterations. METHODS: Healthy Wistar rats were selected and
divided into two groups: one control (n = 4), called GC and another one submitted to total body
irradiation (TBI), called GIR (n = 24) subdivided into 04 subgroups corresponding to time
Kinetics 24, 48, 96hrs and 01 weeks containing 06 animals each. Animals from the GIR group
(n = 24) had the whole body irradiated through exposure to a Co-60 source, all together placed
in 4 boxes, with an absorbed dose of 5 Gy. They were irradiated after a different time Kinetics.
Euthanasia was performed, with the removal of the organs and freezer storage at -80°C and cuts
in the cryostat in sagittal sections of the cerebral hemispheres with 14 um thickness. The slides
were analyzed with an DESI source coupled to a mass spectrometer. The analyzes were
conducted in the full scan mode and the mass spectra were obtained in the negative mode,
covering a mass range of 200 to 1000 Da. Results: Most of the ions observed in the mass spectra
correspond to deprotonated free fatty acids, phosphatidylserines (PS), phosphatidylinositol (P1)
and sulfatide (ST). Several ions undergo changes in intensity and region of origin demonstrating
the effect of radiation on the metabolome of brain tissue. The m / z 868,529 ion presented a
spatial distribution present mainly in the cerebellar lobes (culmina, central lobe, slope, pyramid
and uvula) and after irradiation there was a progressive decrease in the intensity of this lipid in
all regions in all kinetics of time. Conclusion: Radiation changes the lipid profile in brain tissue
and it is necessary to further deepen the studies for the identification of the main biomarkers of

injury in the radiotherapy treatment.

Key words: lonization desorption (DESI), Mass spectrometry, Radiation effects, Lipids, y-
radiation, lonizing radiation, Metabolic, Lipidic.
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1- INTRODUCAO

1.1 Apresentacéo do tema

O desenvolvimento cientifico e tecnoldgico na area de saude, associado ao maior acesso
a medicamentos e exames diagndsticos, proporcionou um aumento expressivo na expectativa
de vida. Contudo, o envelhecimento da populacdo traz consigo peculiaridades préprias da
chamada transi¢do demografica demonstrando necessidade de adequagdo as novas demandas e
necessidade de revisdo nos protocolos de salde devido a elevacdo da prevaléncia das doencas
crénicas ndo transmissiveis — DCNT (GOTTLIEB, 2011). O envelhecimento da populagédo
proporciona um aumento do risco e da incidéncia de neoplasias devido a exposicao a fatores
ambientais (radiacOes ionizantes, raios U.V, alcoolismo, tabagismo, obesidade, poluigéo
comportamento sexual de risco) e ocupacionais que podem induzir a alteragdes clonogénicas
que favorecem o surgimento de neoplasias malignas (INCA, 2016).

A radioterapia é uma das especialidades que compdem o tripé no tratamento oncoldgico
e emprega 0 uso de radiacGes para controle e/ou cura tumoral. Contudo a radia¢do atua
indiscriminadamente sobre as células tumorais e sadias adjacentes causando danos subletais
principalmente nas células com baixa capacidade de renovacdo e reparo causando efeitos
adversos tais como estomatites, radiodermites e colites acompanhados de ulceracdes,
sangramentos e infec¢fes. Contudo, os beneficios do tratamento radioterdpico ainda estdo
totalmente respaldados diante da extensdo de danos tumorais frente aos danos causados pela
irradiacdo dos tecidos sadios adjacentes, acarretando em danos teciduais como o0
desenvolvimento de neurotoxicidade aguda e/ou cronica (DEB; FIELDING, 2009; RUDA, et
al., 2013). Os procedimentos radioterdpicos estdo diretamente relacionados a taxa de dose, ao
volume tumoral, a radiobiologia e a cinética de reparo determinando diretamente a propor¢ao
de apoptose e de clonogenicidade celular (GEMMEL et al., 2009). A perda da clonogenicidade
de tecidos neoplésicos bem como a preservacao dos tecidos sadios determina a efetividade e o
sucesso do tratamento radioterapico (BECKER et al., 2001).

A radiacdo gama € um tipo de radiacdo ionizante que pode causar diversos danos
celulares por alteracbes estruturais diretas e/ou indiretas devido a ruptura de ligacOes
interatdmicas e moleculares, determinando alterag6es morfofuncionais (OKUNO, et al., 2010).
O foco principal representa o dano direto no DNA de células neoplésicas resultando na perda de
sua clonogenicidade. A radiagéo ionizante causa danos diretos no DNA pela ruptura de liga¢Ges
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estruturais das bases nitrogenadas bem como danos indiretos, desencadeados pelo intenso stress
oxidativo produzido pelo aumento de espécies reativas do oxigénio (ROS) e pela formagdo de
outros radicais livres, que contribuem com as lesdes no DNA. As alteracdes no sequenciamento
e leitura do DNA acarretam alteracdes na protedmica e lipidémica celular. As alteracOes
morfofisioldgicas celulares sdo responsaveis tanto pela inibi¢do clonogénica como pela indugédo
do processo apoptético.

Assim, torna-se necessario uma avaliacdo biomolecular dos efeitos induzidos pela
radiacdo durante os tratamentos radioterapicos, visando entender e minimizar os efeitos
adversos, podendo ainda contribuir para a otimizacdo do controle tumoral. Os beneficios da
radioterapia devem estar associados a uma baixa toxicidade para os tecidos adjacentes sadios
possibilitando o seu reparo e regeneracao.

A metabolémica permite o estudo analitico de biomoléculas, bem como, de seus
produtos finais e dos processos celulares envolvidos na sua sintese. Por sua vez, lipidémica
permite analisar dinamicamente as alteracfes envolvidas referentes aos lipidios e os efeitos
bioldgicos nos tecidos irradiados (JELONEK, 2014).

A utilizacéo de técnicas analiticas como a espectrometria de massas (Mass Spectrometry
- MS) permite a determinacdo de composi¢des elementares, estruturas moleculares e anélises
quantitativas e qualitativas de misturas complexas. Através da ionizacdo ambiente por uma
técnica baseada em dessorgdo por ionizagcdo, denominada DESI (Desorption ElectroSpray
lonization) e MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization), tecidos organicos podem
ser submetidos a andlise de seus componentes estruturais tais como lipidios e proteinas
(COOKS, 2006).

Este trabalho estd inserido nas propedéuticas da radioterapia, e procura analisar o
metaboloma frente a acdo direta e indireta da radiacdo ionizante. Para que haja possibilidades
de ampliar a resposta terapéutica, torna-se necessario avaliar ainda mais a presenca de

subprodutos moleculares devido aos efeitos lesivos da radiagdo-y no DNA.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivos gerais

Sé&o objetivos gerais:
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- Avaliar de forma qualitativa e quantitativa as alteracGes radioinduzidas em tecidos irradiados

por radiacdo-y por meio de espectrometria de massas.

1.2.2 Objetivos especificos

S0 objetivos especificos:

- Investigar as alteragBes de peso nos 6rgaos dos animais irradiados;

-Realizar os experimentos em modelo animal e analisar estatisticamente as alteracGes
significativas presentes nos animais irradiados;

- Investigar e avaliar as possiveis alteracdes morfologicas presentes nos 6rgaos dos animais
irradiados;

- Investigar e avaliar as possiveis alteracdes no lipidoma induzido por radiac&o;

1.3 Justificativa

Mesmo com toda preocupagdo em delinear o volume tumoral através de técnicas
conformacionais além da adocdo de protocolos de irradiacdo para minimizagdo dos danos,
torna-se necessario uma avaliacdo mais criteriosa do metaboloma para mensuracdo da
toxicidade do tratamento radioterapico. As técnicas analiticas poderdo ajudar a elucidar ainda
mais os efeitos da radiacdo no DNA e, consequentemente, no metaboloma celular. DESI-MS
demonstrou ser essencial para esta anélise. Assim, os resultados analiticos da lipidémica podem
ser determinantes para se estabelecer revisdes em protocolos de modo a otimizar a intensidade
das doses e contribuir para a diminuicéo da toxicidade tecidual. A possibilidade de descobertas
de novos marcadores de injaria celular e tecidual provenientes do tratamento radioterapico pode
contribuir ainda mais para que novas técnicas de planimetria sejam aprimoradas e/ou

desenvolvidas.

1.4 Organizacao da dissertacao

Este trabalho sera apresentado sob capitulos que procuram desenvolver o0 pensamento
teodrico-cientifico. Primeiramente sera apresentado o estado da arte, uma revisao cientifica dos

principios teodricos que fundamentam as bases do presente trabalho como a radiobiologia,
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radioterapia, lipidémica e a espectrometria de massas. Os capitulos subsequentes serdo
apresentados na forma de um conjunto de artigos cientificos. O capitulo 3 contém o primeiro
artigo de revisdo a respeito dos efeitos da radiacdo gama nos 6rgdos demonstrando a resposta
tecidual frente as alteracGes radioinduzidas. O capitulo 4 contém o segundo artigo que ira
discutir as principais metodologias empregadas no estudo da lipidomica. O capitulo 5 contém
o terceiro artigo que avaliard a influéncia da radiacdo nas massas dos 6rgdos e as possiveis
alteracdes histologicas radioinduzidas. E, por fim, o capitulo 6 contéem o quarto artigo que
demonstra as alteracGes lipiddmicas observadas nos tecidos cerebrais de ratos expostos a

radiagdo de baixa LET.
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2-ESTADO DA ARTE

2.1 Epidemiologia

O cancer é uma das principais causas de morbimortalidade em todo o mundo, com
aproximadamente 14 milhdes de novos casos em 2012 (FERLAY, 2015). Em paises em
desenvolvimento e esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na populagédo
corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025 (World Cancer
Report 2014). O cancer € a segunda principal causa de morte em todo o0 mundo responsavel por
1 em 6 Obitos contabilizando 8,8 milhdes de mortes em 2015 (WHO, 2017).

O cancer surge da transformacéo de células normais em células tumorais resultado da
interacdo entre os fatores genéticos de uma pessoa e agentes externos como carcinogénicos
fisicos (como radiagdo ultravioleta e ionizante), carcindgenos quimicos (amianto, tabaco,
aflatoxina e arsénico) e carcindgenos bioldgicos (virus, bactérias ou parasitas) (WHO, 2017).
O uso do tabaco e o fator de risco mais importante para o0 cancer e € responsavel por
aproximadamente 22% das mortes por cancer (GBD, 2015). A idade é outro componente de
risco para o desenvolvimento ao efeito acumulativo associado a menor efetividade nos
mecanismos de reparacéo celular (WHO, 2017).

Dados anuais mundiais, demonstram que as prevaléncias de diagnosticos foram: pulmao
(1,82 milhdes), mama (1,67 milhdes) e colorretal (1,36 milhdes) e prostata (1,1 milh&do),
conforme Fig. 2.1. Ja os indices de mortalidade para os principais canceres foram cancer de
pulméo (1,69 milhdo de mortes), cancer de figado (788 mil mortes), coloretal (774 mil mortes),
cancer de estdbmago (754 mil mortes) e cancer de mama (571 mil mortes), conforme Fig. 2.2.
Nos homens, os mais frequentes foram pulmao (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%),
estdmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram
mama (25,2%), intestino (9,2%), pulméo (8,7%), colo do utero (7,9%) e estdmago (4,8%)
(FERLAY, 2015).

21



FIGURA 2.1 - INCIDENCIA MUNDIAL DOS PRINCIPAIS TIPOS DE CANCER

Tipos mais comuns de cincer no planeta 2012

Pulmao
Mama
Colorretal
Prastata
Estdmago
Figado
Pescoco
Qutros

FIGURA 2.2 - PRINCIPAIS CAUSAS DE MORTE POR CANCER

Causas de ohitos por cancer no planeta 2012

Pulmao
Figado
Estomago
Colorretal
Mama

Esofago
Pancreas
B Outro=

FONTE: Modificado de FERLAY, 2015.

As estimativas para o Brasil, entre 2016-2017, apontam para uma incidéncia de 600 mil
casos novos de cancer. Os tumores pediatricos respondem por, aproximadamente 3% desses
casos compreendendo diretamente criangas e adolescentes até 19 anos. Analisando-se os 600
mil novos casos, 295.200 correspondem a novos casos entre a populacdo masculina e 300.800
correspondem a populacdo feminina. Infelizmente, 60% dos pacientes no Brasil séo
diagnosticados em estagio avancado da doenga. O perfil epidemiolégico demonstra que,
excetuando os casos de cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil novos casos),

ocorrera cerca de 420 mil novos casos de cancer. O perfil epidemiolégico demonstra que 0s
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canceres de prdstata (61 mil casos) em homens e mama (58 mil casos) em mulheres sdo 0s mais
frequentes. As frequéncias de canceres no sexo masculino serdo prostata (28,6%), pulméo
(8,1%), intestino (7,8%), estbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%) e no sexo feminino, os
canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulméo (5,3%) e estbmago
(3,7%) figurardo entre os canceres de maior frequéncia (INCA, 2016). As Figs.2.3 e 2.4 ilustram
a distribuicdo de incidéncia de casos novos de cancer por localidade priméaria, para 0 sexo

masculino e feminino, respectivamente.

FIGURA 2.3 - INCIDENCIA DE CANCER MASCULINO NO BRASIL

Masculino o
. Localizacdo Primaria EEBEs %%
Nowvos

Prostata 61.200 28,6%%
Traqueia,Bronquio e Pulmao 17.330 8,1%
Colon e Reto 16.660 7.,8%
Estdmago 12.920 6,0%
Cavidade Oral 11.140 5,2%
Esdfago 7950 3,7%
Bexiga 7.200 3,49
Laringe &6.360 3,09
Leucemias 5.540 2,6%
Sistema Nervoso Central 5.440 2.,5%
Linfoma ndo Hodgkin 5.210 2,4%
Pele Melanoma 3.000 1,4%%
Linfoma de Hodking 1.460 0,7%
Glandula Tireoide 1.090 0,5%
Todas as MNeoplasias sem pele 214.350 x
Todas as MNeoplasias 295.200 x

FONTE: INCA,2016.

FIGURA 2.4 - INCIDENCIA DE CANCER FEMININO NO BRASIL

Feminino @

. Localizacdo Primaria Casos Novos %6
Mama 57.960 28.1%
Colon e Reto 17.620 8.6%
Célon do Utero 16.340 7.9%
Traquéia,Bronguio e Pulmado 10.890 5.3%
EstGdmago 7.600 3.7%
Corpo do Utero 6.950 3.4%
Ovario 6.150 3.0%
Glandula Tirecide 5.870 2.9%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%
Sistema Mervoso Central 4.830 2.3%
Leucemias 4.530 2.2%
Cavidade Oral 4.350 2.1%
Esbfago 2.860 1.4%
Pele Melanoma 2.670 1.3%%
Bexiga 2.470 1.2%
Linfoma de Hodking 1.010 0.5%
Laringe 990 0.5%

Todas as Neoplasias sem pele 205.960 X

Todas as Neoplasias 300.870 X

FONTE: INCA, 2016
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2.1.2 Principais dados estatisticos sobre 0s tumores cerebrais e sistema nervoso central (SNC)

A Sociedade Americana do Cancer realizou uma projecdo de casos para criancas e
adultos em 2017 nos EUA e acredita que o numero de casos tumores malignos de SNC
representardo cerca de 23.800 diagnosticos (13.450 masculinos e 10.350 nos femininos) e
ocorrerdo aproximadamente 16.700 Obitos (9.620 homens e 7.080 mulheres). Em geral, a
probabilidade de desenvolvimento de um tumor de SNC primaria € inferior a 1%, cerca de 1
em 140 em homens e cerca de 1 em 180 em mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017). No entanto, a incidéncia de tumores cerebrais priméarios tem aumentado nos ultimos 30
anos, especialmente no idosos (MAHER; MCKEE, 2003) Metastases no SNC sdo responsaveis
por uma incidéncia 10 vezes maior que tumores primarios. Uma estimativa demonstra que de
20% a 40% dos pacientes com cancer sisttmicos irdo apresentar metastases cerebrais
(PATCHELL, 2003; NABORS et al., 2013).

O Instituto Nacional de Céancer estima para 2014 e 2015, no Brasil, que sejam
diagnosticados 9.090 novos casos de tumores cerebrais e sistema nervoso central (SNC), sendo
4.960 em homens e 4.130 em mulheres.

A maioria dos tumores do SNC origina-se do cérebro, nervos cranianos e meninges. Os
gliomas séo o tipo histolégico mais frequente e representam cerca de 40 a 60% de todos 0s
tumores primarios do SNC, sendo mais comum na faixa etaria adulta. Outros tipos histologicos
de cancer do SNC sdo os meningiomas, representando entre 20 e 35% dos casos, e 0sS
neurilemomas (de 5% a 10%). Existem ainda tipos histol6gicos mais raros, como os adenomas
pituitarios, os meduloblastomas e os tumores de medula espinhal e nervos periféricos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

E fundamental que o monitoramento da morbimortalidade por cancer incorpore-se na
rotina da gestdo da saude de modo a tonar-se instrumento essencial para o estabelecimento de
acoes de prevencao e controle do cancer e de seus fatores de risco. Esse monitoramento engloba
a supervisdo e a avaliacdo de programas, como ac¢des necessarias para 0 conhecimento da
situacédo e do impacto no perfil de morbimortalidade da populacdo, bem como a manutencéo de
um sistema de vigilancia com informacgdes oportunas e de qualidade que subsidie analises

epidemioldgicas para as tomadas de decisdes.
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2.1.3 Neoplasias

Neoplasia representa um descontrole reprodutivo celular devido a perda dos
mecanismos de auto regulacgdo e alta clonogenicidade celular, acarretando crescimento tecidual
excessivo, infiltragdo tecidual e metéstases. Alteragdes genéticas e moleculares induzidos pela
acdo de agentes externos ou enddgenos mutagénicos podem determinar alteragdes nos
mecanismos de controle mitogénico. Os processos metaplasicos de substituicdo tecidual sadio
por tecidos alterados ocorrem associados aos processos de dano, reparo e regeneracao tecidual
onde é possivel encontrar células displésicas com intensa proliferacéo celular.

As caracteristicas histoldgicas bem como o seu comportamento bioldgico determinam
0 tipo de tumor. Assim tumores benignos sdo bem diferenciados, com baixa clonogenicidade,
e bem delimitados localmente préximos ao seu parénquima de origem. Contudo tumores
malignos sdo compostos por células anaplasicas e pleomdrficas, com alto grau de
indiferenciacdo, contornos imprecisos com alta possibilidade infiltrativa e metastatica. Os
tumores sdo classificados em dois grandes grupos de acordo com sua origem: tecido epitelial
(carcinoma) e tecido ndo-epitelial (sarcomas; leucemia e linfomas; gliomas, glioblastomas e
neuroblastomas). Os sarcomas derivam dos diversos tecidos conjuntivos; Leucemia e linfomas
desenvolvem-se a partir de diversos tipos de células que constituem os tecidos formador de
sangue; os gliomas, glioblastomas e neuroblastomas desenvolvem-se a partir de células que
formam diversos componentes do sistema nervoso central e periférico.

Processos inflamatdrios cronicos podem se desenvolver devido a alta imunogenicidade
e aos estimulos ambientais que mobiliza mecanismos de dano, reparo e regeneracao. O intenso
“turn over” celular promove remodelagéo celular frente as injurias desencadeando processos
metaplasicos e displasicos teciduais.

O periodo do ciclo mit6tico celular influencia diretamente no sucesso das propedéuticas
estabelecidas para reducdo do volume tumoral, através da cirurgia e radioterapia.

Uma pequena porcentagem dos canceres deve ser atribuida a mutacbes ou falhas
genéticas reforcando ainda mais a importancia e a forca dos fatores ambientais na
carcinogénese. Substancias mutagénicas quimicas e fisicas (tabaco, Aminas heterociclicas,
amianto e irradiacdo UV), agentes biologicos patogénicos (virais ou bacterianos) causam
mutacdes no DNA e alteracoes aberrantes por metilagdes no DNA (alteracdo epigenética)
acarretando em modificacGes pds-traducionais protéicas, incluindo proteinas reguladoras como

as oncoproteinas e proteinas supressoras de tumores (MINAMOTO,1999)
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Acredita-se que os fatores ambientais sejam o0s fatores preponderantes no
desenvolvimento de neoplasias. De acordo com Parkin et al., (2000, 2002), causas ambientais
representaram 65% do risco de cancer, enquanto os fatores hereditarios contribuiram com 26%
a 42%. Diferencas marcantes encontradas nas taxas de incidéncia e de mortalidade de forma
especifica de cancer em todo o mundo também sugerem um importante papel para os fatores
ambientais (PARKIN et al., 2000, 2002). Entre os fatores ambientais carcinogénicos destacam-
se 0s de ambiente externo (raios ultravioletas [UV], polui¢do), medicamentos (metotrexato),
ocupacionais (asbestos, cloreto de vinil), habitos de vida (alimentacéo rica em gorduras, alcool)
e estilo de vida (obesidade, sedentarismo) (WHO, 2017).

2.1.4 Ciclo Celular

O ciclo celular apresenta extrema importancia para a clonogenicidade de tecidos
normais demonstrando que a perda dos mecanismos auto regulatérios sdo decisivos no
desenvolvimento de células neoplasicas e doencas proliferativas (HUSSAIN et al., 2017). O
ciclo celular apresenta dois periodos distintos, um de repouso (GO0) e outro de intensa atividade
chamada interfase, composta pelas fases G1, S, G2, M. A fase de crescimento 1 (G1) ou pés-
mitotica realiza a sintese de cddons de RNA mensageiro (RNAm). A segunda fase (S)
corresponde a sintese e duplicacdo do DNA. A fase de crescimento 2 (G2), ou pré-mitotica,
sintetiza codons de RNAm para proteinas formadoras do fuso mitotico. Por fim, a fase (M) ou
mitose, finaliza com a separacdo das cromatides irmas e a formacdo de dois clones celulares
(WATSON et al., 2010).

A progresséo do ciclo celular depende de uma classe especial de enzimas do tipo quinase
de serina/treonina, cuja subunidade catalitica € conhecida como CDK (cyclin-dependent
kinase). S&o enzimas constitucionais sendo constantemente expressas no ciclo celular, porém
encontram-se na forma inativa e s6 sdo ativadas quando ocorre a ligacdo entre elas e
subunidades regulatérias chamadas ciclinas (Cyc). As ciclinas ja apresentam um padrao ciclico
de variacdo em seu ciclo sendo sintetizadas em fases especificas e degradadas apos a sua

utilizacdo, conforme ilustra a Fig.2.5.
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FIGURA 2.5 - CONCENTRAGAO DE CICLINAS NO CICLO CELULAR

Ciclo de Expressao de ciclinas

Concentrac3o

FONTE: Adaptado de OpenStax College, Biology.

A ativacdo das CDKs-ciclinas depende da fosforilacdo e a inativagdo do complexo
formado pela degradacdo de ciclina, adicdo ou remocéo de fosfato, e pela ligagcdo de CKIs
(cyclin kinase inhibitors), conforme ilustra a Fig.2.6. O complexo ciclina-CdKs ativa processos
fosforilativos regulatorios de proteinas alvo do ciclo celular. Assim, por exemplo, pode-se citar
0 aumento na atividade Cdk-ciclina na transicdo G2/M, e consequente aumento da fosforilagéo
das proteinas que controlam a condensagdo cromossémica, desintegracdo da carioteca,
montagem do fuso e outros eventos da mitose (ALBERTS, 2007).

FIGURA 2.6 - REPRESENTACAO DA ACAO E FORMAGCAO DO COMPLEXO CDK-CICLINA
DEPENDENTE DE QUINASES

c ; Cicli Cdk Complexo Ciclina-
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celular

FONTE: Adaptado de OpenStax College, Biology.

O controle do ciclo celular € realizado principalmente nas trés grandes transi¢des
regulatorias: G1 tardia/S (duplicacéo do teor de DNAs — DNAd), G2/M (divisao e alinhamento

dos cromossos no fuso mitotico) e pela transicdo metafase-anafase (separacdo das cromatides
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irm&s), conforme Fig.2.7. As CDK especificas operam em fases distintas do ciclo celular:
CDK4/CycD e CDK®6/CycD e sdo responsaveis pela progressdo na fase G1; CDK2/CycE é
necessaria para a progressao da fase G1 a S; CDK2/CycA para a transicdo de S; engquanto
CDK1/CycB para a transicdo G2/M. Os CDKs desempenham um papel diferente, como o
CDKZ2, desempenham um papel essencial na apoptose, papel CDKS5 nas células neuronais e
CDK7, CDKS8, CDKJ9 no processo de transcri¢do (GRAY et al., 1999; Chao et al., 2000). Os
complexos CDK/Cyc sdo regulados por pequenas moléculas enddgenas. A familia de inibidores
de quinase dependentes de ciclina 4, (INK4, inhibitor of cyclin-dependent kinase 4), que inclui
p16INK4A, pl5INK4B, pl8INK4C e pl9INKA4D, inibe especificamente CDK4/CycD;
enquanto membros da familia INK2, tais como p21WAF1, p27KIP1 e p57KIP2, se ligam e
inibem a atividade de CDK2/CycE, CDK2/CycA, CDK1/CycB, e menos efetivamente,
CDK4/CycD (SILVA et al., 2009).

FIGURA 2.7 - DETALHAMENTO MOLECULAR DO CICLO CELULAR
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O ciclo celular também pode ser controlado pela atua¢do do complexo ou ciclossoma
(APC/C), uma ubiquitina ligase que estimula protedlise de proteinas alvo-especificas atraves
dos proteassomos principalmente na transi¢cdo entre metafase-anafase acarretando na separagédo
das cromatides irmas. Uma cadeia de poliubiquitina € anexada a um substrato de proteina por
uma ubiquitina-ligase, que aponta para degradacdo pelo proteassoma 26S. Proteassomo € uma
protease dependente de ATP usada para destruir proteinas danificadas ou proteinas com erros
de sintese, as quais sao marcadas para degradacéo atraves da ligacdo de cadeias de ubiquitina
(CASTRO et al., 2005), conforme Fig.2.8.

FIGURA 2.8 - SEQUENCIA DE DEGRADACAO PROTEICA
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FONTE: Adaptado de PRIMORAC; MUSACCHIO, 2013.

As rupturas de dupla cadeia de DNA (Double Strand Breaks - DSBs) induzidas por
radiacdo ionizante (IR) levam a uma enorme perda de informagdes genéticas, que podem causar
carcinogénese se ndo forem reparadas. As sinalizagdes para reparo do DNA (DNA Damage
Response -DDR), parada do ciclo celular, para interrupcdo da apoptose e controle de produtos
provenientes do estresse oxidativo, sdo realizadas por proteinas serina-treonina quinase
chamadas ATM (“ataxia telangectasia mutated”) (UHRHAMMER et al., 2002), conforme Fig.
2.9. Foi verificado que uma alta incidéncia de tumores malignos e um aumento da sensibilidade
a radiacéo ionizante e a agentes que induzem quebra da dupla fita de DNA, esté relacionado a
uma mutacdo no gene da proteina ATM (ROYBA, 2017). O reparo do DNA bem como a
sinalizacdo para o controle do estresse oxidativo, do ciclo celular e apoptose garante a
sobrevivéncia da célula (LEE; PAULL, 2007; SHILOH; ZIV, SULLI, et al., 2012; 2013,
ZHANG, 2015).
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FIGURA 2.9 - RESPOSTA A QUEBRA DE FITA DUPLA DE DNA (DSBS)
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FONTE: Adaptado de UHRHAMMER et al., 2002.

A expansdo clonal da populacdo anormal pode ser avaliada pelo indice mitdtico (IM)
contribuindo para estabelecer prognosticos acerca do comportamento tumoral (CECCARELLLI,
2000). Entretanto, o IM tem sido substituido por marcadores imunohistoquimicos de
proliferacdo, tais como Ki 67/MIB1 e o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
(DERENZINI, 1991; FIGUEIREDO, 2003; LANORE, 2004).

A carcinogénese pode ser dividida em iniciagdo (agente carcinogénico), promogao
(efeitos mutagénicos e auséncia de mecanismo reparadores) e progressao (alta
clonogenicidade). O alto indice mitotico é devido a supressdao de mecanismos normais de
homeostasia e de diferenciacdo celular bem como da alteragédo de comunicagdo e adesdo das
células caracterizando as células neoplésicas (MORRIS, 2007).

MutacOes aleatdrias em codons podem acarretar em alteracbes nos aminoacidos
principalmente de proteinas GTPase RAS e proteina Myc causando a hiperatividade e a
superexpressdo das vias de sinalizacdo dependente de RAS bem como o crescimento e a
proliferacdo celular, respectivamente. O desiquilibrio entre a acdo estimulatéria dos proto-

oncogenes e entre a acdo inibitdria (exercido pelos genes supressores de tumor) sobre o
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crescimento e proliferacdo celular determinard o surgimento dos processos neoplésicos
(RODASKI, 2008; WEINBERG, 1995).

Proto-oncogenes sdo oncogenes celulares (c-onc) sem potencial clonogénico tumoral,
contudo, ao sofrerem mutacbes dominantes bem como translocacdes apresentam um
comportamento maligno (ARGYLE, 2008). Os proto-oncogenes estdo relacionados aos fatores
de crescimento, receptores de fatores de crescimento, proteina quinase, sinais de transdug&o,
proteinas nucleares e fatores de transcricdo (HANAHAN, 2004). Ja os genes supressores de
tumores estdo relacionados com a perda das funcgdes inibitorias (WEINBERG, 1995). Mutacdes
nesse tipo de gene tém comportamento bastante diferente quando comparado aos proto-
oncogenes, uma vez que as mutagdes dos proto-oncogenes tem carater dominante, enquanto
nos genes supressores, sdo recessivas (ARGYLE, 2008).

A proteina p53 esta envolvida no controle da progressao do ciclo celular e preservacao
da estabilidade genética. Lesdes no DNA provocam aumento dos niveis da p53, induzindo a
apoptose e diferenciacdo celular (HARRINGTON, 1994; SHERR, 1996).

O desenvolvimento tumoral é dependente da interacdo de um microambiente propicio
com adequado aporte nutricional devido a angiogénese, diminuicdo dos mecanismos
homeostaticos de reparo, de diferenciacéo, e de apoptose celular e aumento proliferativo com
formacdo de metastases (LIOTTA, 2001; MUTSAERS, 2007). A resisténcia a quimioterapia
pode ser apontada por fatores como proteinas relacionadas ao fendtipo de resisténcia a maltiplas
drogas (MDR) (KUWANO, 1999), alteracbes nos receptores nas células alvo com baixa
resposta (MAO, 1999), aumento do reparo das lesbes no DNA pelos quimioterapicos das
células tumorais (AEBI, 1997; LAGE, 1999) e altera¢des no apoptose (SCHMITT, 1999).

As neoplasias séo classificadas em benignas (crescimento lento, bem delimitado, sem
metastases) ou malignas (invasivos, crescimento intenso, limites imprecisos e formacao de
metastases). Os principais mecanismos de morte celular sdo apoptose (ordenada) e a necrose
(abrupta) (RODASKI, 2008). A apoptose apresenta grande importancia no crescimento tumoral
e sua agressividade (PEREIRA, 2003) ja que células tumorais se tornam menos susceptiveis a
morte programada tornando-se resistentes aos tratamentos formando metastases. Lesdes no
DNA, sem a presenca de mecanismos de reparo, tornam o gene supressor tumoral p53 inativo
e incapaz de induzir a apoptose devido as injurias celulares (FIGUEIREDO, 2003; PAOLONI,
2007). A necrose representa a patologia do estagio final do dano celular irreversivel (FRENCH,

2009) devido a hipdxia, isquemia, hipertermia, irradiacdo e metabolitos toxicos causando perda
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da integridade e seletividade da membrana plasmatica e libera¢do do contetdo intracelular para
0 meio, causando lesdes teciduais e resposta inflamatéria (RODASKI, 2008).

2.2 Radiacdo gama e mutac6es por oxidagao

Radiacdo gama ou raio gama (y) € um tipo de radiacdo eletromagnética (ftons) de alta
frequéncia e com espectro de energia entre 10 keV a 10 MeV emitidas pelo nucleo durante o
decaimento radioativo (ANKER; SHRIEVE,2009). O cobalto 60 (Co-60) € um isétopo artificial
extremamente radioativo produzido num reator nuclear, a partir do bombardeamento de Co-59
com néutrons (Moura, 2016). O C0-60 decai em emissdo beta () em Ni-60, com uma meia-
vida de 5,2714 anos, emitindo raios gama (y) com energias de 1,17 MeV e 1,33 MeV (KHAN
etal., 2014), conforme Fig. 2.10. Particulas beta menus (B°) séo elétrons energéticos proveniente
da decomposicao de um néutron no nucleo instavel (excesso de néutrons em relacdo a protons).
O néutron (on') pode se decompor em um préton (+1pt), um elétron (.1b°) e um anti-neutrino (v).
A radiacdo gama pode interagir com a matéria através do efeito fotoelétrico, efeito Compton ou

ainda pela criacéo de par elétron-pdsitron.

FIGURA 2.10 - ESQUEMA DE DECAIMENTO DO RADIONUCLIDEO CO-60
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FONTE: Adaptado de KHAN et al., 2014,
Radiacdo gama é uma radiacdo ionizante, entretanto de baixa LET (Linear Energy
Transfer) ja que apresenta baixa densidade de eventos ionizantes induzidos em um volume

tecidual. Assim, devido o menor tamanho da massa e da carga das particulas beta (B), a

probabilidade de colisdes efetivas ionizantes dimunui e mesmo quando ocorre, a taxa de

32


https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_eletromagn%C3%A9tica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia

transferéncia de energia é muito pequena (OKUNO et al., 2010; YOSHIMURA, 2009). O uso
de radiacéo de baixa LET permite a acdo dos mecanismos de reparo do DNA, de modo a
conferir clonogenicidade necessaria para garantir o reparo de tecidos sadios. O aumento da LET
é proporcional ao dano biologico devido ao aumento do nimero de ionizacgdes e ao aumento da
probabilidade de interacdo com a molécula-alvo (HALL, 2012).

Raios gama (y) propiciam a formagao de ROS (Reactive Oxygen Species) proporcionado
principalmente pela radiolise da &gua com a formacdo de radicais livres (He e OHe) altamente
reativos, causando o rompimento de interagcdes intermoleculares do tipo ponte de hidrogénio e
alteracdes morfofuncionais de estruturas de componentes celulares (OKUNO, et al., 2010),
conforme Fig.211. O dano do DNA tem sido implicado no envelhecimento, na carcinogénese
e nos transtornos neurologicos. As espécies reativas de oxigénio (ROS) representam uma das
principais ameacas que causam danos ao genoma, causando quebras de corda e lesbes de base
(ALSHYKHLYA et al., 2015).

FIGURA 2.11 - RADIOLISE DA AGUA E FORMACAO DE RADICAIS LIVRES

HO + v — H20'+ e
ag
€ + HID — Hzl:‘."
H,0* + HO — HO'+ 'OH
H,0* — OH + H-
HO + v — [H* + *OH]—=H,0
H,O* + H,0* — 2H,0 + H’
H* + *OH — H30
H* + H — H,
*OH + *OH — H,0,

FONTE: Adaptado de CAMPOS et al., 2004.

Os danos mais comuns causados pela ionizagdo seriam as mudancas de bases, dele¢do
de bases, quebra das pontes de H, quebra de uma fita (SSBs - single strand breaks) ou dupla
fita do DNA (DSBs - double strand breaks), ligagdes cruzadas internas ou externas com outras
moléculas de DNA e/ou outros componentes celulares como proteinas. O nucleotideo guanina
(Fig.2.12) tem o menor potencial redox das quatro bases de DNA (STEENKEN, 1997) com
grande capacidade de oxidacdo, sendo que durante a replicacdo a oxidagdo de guanina (Fig.
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2.14) induz transversdes (refere-se a substituicdo de uma purina por uma pirimidina, ou vice-
versa) (SUZUKI, 2012). As polimerases de DNA podem sintetizar o 8-0xoG e incorporar dATP
(adenina) ou dCTP (citosina) oposta a leséo, causando mutagao transversaG*C - T+ A e G
* C — C * G na auséncia de reparo (DUARTE et al., GUENGERICH, 1996; 1999; LOWE;
SHIBUTANI et al., 1991).

FIGURA 2.12 - BASES PURICAS E PIRIMIDICAS
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FONTE: Adaptado LEHNINGER, 2008.

FIGURA 2.13 - MUTACOES TRANSICAO E TRANSVERSAO
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As transversdes sdo encontradas em genes importantes como no gene supressor tumoral
p53 e no oncogene K-ras (GIARETTI, 1998; KHALED, 2003; MAEHIRA, 1999). A 8-
Oxoguanina (8-oxo-7,8-dihidroguanina - 8-0xoG) € uma das lesbes de DNA mais comuns
resultantes das ROS podendo ser utilizada como um biomarcador da extensdo do estresse
oxidativo. A estrutura quimica da 8-oxoG (Fig.2.13) permite o bypass dessa lesdo pela DNA
polimerase sem a devida corre¢do conferindo enorme capacidade mutagénica (DAVID et al.,
2007).

FIGURA 2.14 - OXIDAGAO DA GUANINA POR ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)
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FONTE: Adaptado NAKABEPPU, 2014.

Danos irreversiveis surgem de um alto niumero de les6es simultaneas, ou ainda, da
inviabilidade de reparo na fita fragmentada favorecendo a peroxidacéo nas extremidades livres,
conforme Fig.2.14. Em organismos saudaveis, a producdo de ROS é balanceada por sistemas
de defesa antioxidante, contudo, caso ocorra um excesso de ROS, danos no DNA, proteinas,
lipideos e agucares inevitavelmente ocorrerdo (HALLIWELL, 1999). Estima-se que em torno
de 100.000 danos decorrentes da presenca de ROS ocorram diariamente nas células (FRAGA
et al., 1990). Aproximadamente 33% das quebras de fitas é devido a ac¢éo direta no DNA e 0
restante devido a acao de radicais livres (hidroxilas OHse) provenientes da radiolise da agua.

Cerca de 1 a 2 Gy de dose absorvida de radiacéo ionizante produz cerca de 500 a 1000 quebras
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em uma fita, de 1000 a 2000 alteracdes de bases e 40 quebras de duas fitas em apenas uma
unica célula em mamiferos (OKUNO et al., 2010).

A acéo dos radicais livres também desencadeia o processo de lipoperoxidacdo em acido
graxos polinsaturados gerando uma mistura extremamente complexa de produtos incluindo
aldeidos, cetonas, epoxidos e hidrocarbonetos (HALLIWELL, 1999; VACA, 1988). Os
produtos finais da lipoperoxidacdo sdo altamente reativos e tem sido demonstrado que
podem reagir diretamente com 0 DNA e causar danos genéticos ou serem metabolizados
a epoxidos, conhecidos como agentes alquilantes de  DNA com alta atividade mutagénica.
Entre estes compostos, os mais importantes e mais extensivamente estudados sdo o0s
aldeidos capazes de lesar o DNA (DAVID et al., 2007; DUXIN; WATER, 2015).

2.3 Radioterapia

A radioterapia consiste no uso da radiagdo ionizante produzida aceleradores ou por
radioisotopos naturais com o objetivo de controle e diminuicdo clonogénica de neoplasias
(malignas e benignas) (HETELEKIDIS et al., 1993; O’SULLIVAN et al., 1994). A planimetria
adequada associado a prescri¢des de doses terapéuticas tendo como base a radiosensibilidade
tumoral e o tipo histolégico podem garantir um controle tumoral eficiente com um progndstico
favoravel (GOLDWEIN et al., 1990; MIRALBELL et al., 1997).

A melhor abordagem radioterapica esta relacionada ao tipo histolégico tumoral para
definicdo de dose, localizacdo, grau de resseccdo (parcial ou total), volume tumoral e o perfil e
condicdo clinica do paciente. A definigdo da técnica radioterpica a ser empregada depende de
uma analise multifatorial como a melhor planimetria para defini¢cdo de doses, preservagéo de
estruturas criticas, diminuicdo da neurotoxicidade e controle da clonogenicidade tumoral
(GUNDERSON et al., 2015; PEREZ et al., 2013; SALVAJOLI et al., 2013).

A radioterapia externa convencional ou 2D refere-se a planimetria e simulacdo de
tratamento realizado com o raio X diagndstico especial com campos paralelos e opostos ou
ainda com quatro campos (anteroposterior, posteroanterior e laterolaterais) irradiando grande
volume de tecidos e 6rgéos adjacentes com possivel desencadeamento de um maior indice de
efeitos colaterais agudos e tardios (SALVAJOLI et al., 2013). Ja a radioterapia tridimensional
conformacionada (3D-CRT) € uma evolugdo da radioterapia convencional ou bidimensional
(2D) em que utiliza a tomografia computadorizada e/ou a ressonancia magnetica com ou sem

fusdo de imagens para planimetria 3D permitindo delineamento tumoral e de estruturas
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adjacentes em trés dimensdes, conferindo maior seguranga no controle tumoral com diminuigéo
de efeitos adversos (radioterapia conformacional). A radioterapia com modulacdo da
intensidade de feixe (Intensity-modulated Radiotherapy - IMRT) utiliza as mesmas técnicas da
radioterapia conformacional permitindo a modulacdo da intensidade do feixe dos diversos
feixes (campos) de irradiacdo garantindo que a dose prescrita seja entregue na regido tumoral
com preservacao de O0rgdos criticos e tecidos adjacentes normais. Assim, doses no volume
tumoral poderdo ser maiores para melhor controle da clonogenicidade com melhores respostas
terapéuticas. A radioterapia guiada por imagem (Image Guided Radiation Therapy- IGRT)
utiliza softwares especificos que realizam a fusdo entre as imagens da planimetria e as imagens
do tratamento de forma a localizar mais precisamente o tumor ou os 6rgaos internos acometidos.
Assim, durante a execucgédo do tratamento, o resultado das fusfes das imagens permite o ajuste
das variagdes entre o0 posicionamento do paciente ou do 6rgao-alvo (mudancas fisiologicas) e a

TC de referéncia.

2.3.1 Radiocirurgia para Tumores Cerebrais

A Radiocirurgia utiliza localizag&o estereotatica e IGRT com precisdo menor que 1 mm
possibilitando que a irradiacdo seja realizada em dose Unica por multiplas entradas, altissimas
doses tumorais e reduzidas doses nos demais tecidos. Softwares de planejamento realizam a
fusdo entre imagens de CT, RNM e PET, possibilitando um delineamento preciso do alvo e dos
Orgdos adjacentes. A radioterapia estereotaxica craniana fracionada bem como a radioterapia
estereotatica corporal (Stereotactic body Radiotherapy - SBRT) utilizam os mesmos principios
da radiocirurgia, mas aplicada em doses fracionadas (GUNDERSON et al., 2015; PEREZ et
al., 2013; SALVAJOLI et al., 2013).

O emprego de técnicas que permitem a exata localizacdo tridimensional e a fuséo de
imagens em tumores do SNC estd garantindo uma diminuicdo de efeitos colaterais
proporcionando ainda um aumento na sobrevida de 3 a 4 meses para 7 a 12 meses
principalmente em criancas (BOUFFET et al., 1992; HUGHES et al., 1988; MERCHANT et
al., 1997; MIRALBELL et al., 1996; STUPP et al., 2005).

As técnicas radiocirurgicas utilizam trés formas de energia que séo a irradiagdo por
cobalto-60 (GammakKnife), a irradiacdo por aceleradores lineares (Linac) e a irradiacdo por
sicro/ciclotron (proton terapia) (GUNDERSON et al., 2015; SALVAIJOLI et al., 2013).
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A protonterapia é uma técnica que utiliza um feixe de prétons que depositam sua dose
a uma localizagdo e profundidade concentrando a energia das particulas no ponto de parada, o
chamado pico de Bragg (Fig. 2.15). Ao se modular a energia do feixe, € possivel depositar a
maior dose na regido de interesse, prejudicando bem menos as areas sadias adjacentes
(SCHULTE et al., 2004). Caso o pico necessite ser “alargado” para se adequar ao volume
tumoral, “moduladores” podem ser instalados para que ocorra o alargamento do pico resultante
final, fruto da soma de varios picos de Bragg (SCHULTE et al., 2004).

FIGURA 2.15 - ABSORGCAO DE DOSE EM RELACAO A PROFUNDIDADE ENTRE DIFERENTES TIPOS
DE TRATAMENTO
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FONTE: Adaptado de JOHNSON et al., 2008.

A SRS pode ser realizada usando um sistema acelerador linear convencional ou
modificado (LINAC), um acelerador linear miniaturizado controlado por robotizacao (Cyber
Knife; Accuray, Sunnyvale, CA) ou um Gamma Knife (Elekta Corp., Estocolmo).

O LINAC sdo aceleradores de elétrons que ao colidirem com uma placa de metal de alto

peso atdmico, emitem energia por bremsstrahlung (radiacéo eletromagnética que se origina com
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a desaceleracdo, ou dita radiacdo de frenagem) na forma de fétons, que sdo obturados por
colimadores secundarios ao isocentro do LINAC. Os equipamentos adaptados para a
radiocirurgia, produzem feixes orientados de fotons em campos de dimensfes de 3 mm a 60
mm de didmetro, sem a necessidade de multiplos isocentros. Ja existem aparelhos que dispdem
de colimadores tipo multiplas folhas que permite a modulagdo do feixe em intensidade para
cada area da lesdo (GUNDERSON et al., 2015; PEREZ et al., 2013; SALVAJOLI et al., 2013).

O Cyber Knife (CK) é um sistema de tratamento robotizado n&o-invasivo para
tratamento em fracdo unica ou multifracionados, com grande amplitude de movimentos em
torno do paciente mas com entrega de doses fora do alvo 2 a 6 vezes maior do que 0 Gamma
Knife. A imobilizagdo ndo é rigida e reduz o movimento da cabeca pelo uso da mascara facial
termopléstica. Assim como a fonte e o paciente nao estdo totalmente imobilizados, os dados
etereotaxicos de MRI (Magnetic Resonance Imaging) e CT (Computed Tomography) séo
relativos, acarretando em menor precisdo desde a planimetria 3D e o0 procedimento
radiocirurgico (GUNDERSON et al., 2015; PEREZ et al., 2013; SALVAJOLI et al., 2013).

O Gamma Knife (GK) é uma unidade de radiacdo multisource de feixe fixo contendo
201 fontes de cobalto-60 (com 100x menos radiacdo para o corpo do que a Cyber knife) que
sdo colimadas para o volume tumoral com até 30 mm e com grande precisao (precisdo
radioldgica superior a 0,3 mm). O Gamma Knife é a técnica padrao ouro direcionada ao cérebro
com imobilizacdo rigida para evitar o movimento da cabeca. GK utiliza capacetes com aberturas
para limitacdo do feixe em 4 mm, 8 mm, 14 mm e 18 mm apesar de ja existirem softwares que
desempenham calculos dosimétricos capazes de ajustar a distribuicdo de dose ao formato das
lesbes tumorais. O GK utiliza um fixador externo esterotdxico cranial propocionando alta
precisdo com as imagens provenientes de MRI e CT e com a planimetria 3D, tornando o
procedimento radiocirdrgico extremamente preciso com apenas uma Unica e alta dosagem no
volume tumoral (GUNDERSON et al., 2015; PEREZ et al., 2013; SALVAJOLI et al., 2013).

2.3.2 Tumores Cerebrais/SNC

2.3.2.1 Tumores Primarios

Os tumores de SNC apresentam uma ampla diversidade histolégica (STILLER;

NECTOUX, 1994). O periodo compreendido da infancia ao inicio da adolescéncia é marcado

pelo predominio de tumores de origem embrionaria como tumores do neuroectoderma primitivo
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(Primitive Neuroectodermal Tumor-PNET) infratentoriais. J& em lactentes e final da
adolescéncia/adulta ocorre predominio de tumores gliais supratentoriais e usualmente sdo
astrocitomas (COHEN, 1998; HEIDEMAN et al., 1997; STEWART).

O tratamento de tumores primarios no SNC, presentes em sua maioria na infancia e
adolescéncia, divergem em muito do tratamento de tumores secundarios no SNC (metastaticos)
presentes em adultos. O tratamento padrdo para as lesdes em adultos é a resseccdo
neurocirdrgica com ampliacdo de margens associado a radioterapia e/ou quimioterapia apos
avaliacdo do PS (Performance Status — sistema de pontuac@o que mede o estado clinico geral
do paciente oncolégico bem como a sua qualidade de vida e indica a possibilidade de
quimioterapia ou de ajustes de doses terapéuticas) (NABORS et al., 2013).

As modalidades da radioterapia sugeridas para tumores primarios incluem a
braquiterapia, radioterapia estereotatica fracionada (Fractionated Stereotactic Radiotherapy —
FSRT) e radiocirurgia (Stereotactic Radiosurgery - SRS) (Nabors et al., 2013). A radioterapia
fracionada de feixes externos (External Beam Radiotherapy - EBRT) é uma abordagem mais
comum enquanto que o hipofracionamento normalmente estd sendo adotado para pacientes
idosos e para aqueles com pior resposta terapéutica. RT com limitacdo de campos tumorais e
adjacentes é utilizada para pacientes de tumor primario, enquanto que a radioterapia total de
cranio (Whole Brain RT — WBRT) e SRS sdo utilizadas primariamente para metéstases
cerebrais (NABORS et al., 2013).

Os tumores cerebrais sdo classificados em grupos e de acordo com a velocidade de
desenvolvimento (grau de agressividade).

Os principais tipos de tumores cerebrais primarios sdo:

1) Gliomas (30% dos tumores priméarios de SNC e de crescimento rapido) (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017): Glioma sdo tumores provenientes de células gliais tais
como glioblastoma (glioblastoma multiforme), astrocitomas, oligodendrogliomas e
ependimomas.

a) Astrocitomas: sdo 0s tumores mais comuns provenientes dos astrocitos e respondem por 20%
dos tumores cerebrais. Podem ser:

e Baixo Grau ou difuso grau | e Il (Low Grade Gliomas - LGG): tendem a ser de
crescimento lento, mas podem se tornar mais agressivos e de rapido crescimento ao
longo do tempo. Alguns tipos de baixo grau denominados astrocitomas nao infiltrante
ndo costumam crescer nos tecidos adjacentes e tendem a ter um bom prognostico. Estes

incluem astrocitomas pilociticos e tumores gliais disembrioplasticos comumente
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encontrados em criangas. A radioterapia fracionada melhora a sobrevida e permite o
reparo dos tecidos normais. Contudo, a deciséo do tratamento deve ser individualizada
levando-se em consideracdo a toxicidade e o impacto da progressao tumoral em tumores
indolentes. Possiveis efeitos adversos da radiagéo estdo relacionados com a localizagao
do tumor, dose por fracdo, dose total e o volume de parenquima irradiado. Complicacgdes
agudas sdo raras e a toxicidade aguda é autolimitado mas pode-se citar alopécia, fadiga,
otites, cefaléia, anorexia e radiodermite grau I. Efeitos subagudos podem incluir a
sonolénica, irritabilidade, perda do apetite por radionecrose e complicacdes tardias
incluem catarata, retinopatia, perda auditiva (SALVAJOLI, 2013).

e Alto Grau ou gliomas grau Il e IV (High Grade Gliomas - HGG): Respondem por 7%
dos gliomas e sdo conhecidos como astrocitoma anaplasico (grau Ill, ritmo de
crescimento moderado) senso caracterizados como tumores malignos infiltrativos mais
comuns em adultos, apesar de ndo serem raros em criancgas. Ja os glioblastomas (grau
IV ou glioblastoma multiforme - GBM), apresentam crescimento rapido e compde cerca
de dois tergos dos astrocitomas (WHO, 2007), ou seja, cerca de 54% de todos os gliomas
(NABORS et al., 2013). O tratamento inclui a cirurgia para controle dos sintomas, alivio
da pressdo intracraniana e aumento da sobrevida. A radioterapia adjuvante (consiste na
aplicacdo de quimioterapia, terapia hormonal ou radioterapia, apds a remog&o cirlrgica
de um tumor). RT € indicada independentemente da extensdo cirurgica e proporciona
um aumento do controle local e de sobrevida.

b) Oligodendrogliomas (2% dos tumores de SNC podem ter crescimento rapido): tumores de
baixo grau (I e 1) ou maligno grau 111 mais comuns em adultos. Sdo encontrados na parte frontal
do cérebro, no lébulo frontal ou temporal (GUNDERSON; TEPPER, 2016). Podem se
disseminar pelo liquido cefalorraquidiano (LCR) e muito raramente para fora do SNC
(MERCHANT et al., 2009). O tratamento inclui a cirurgia para controle dos sintomas e aumento
da sobrevida.

c¢) Ependinomas (2% dos tumores de SNC): Ependimadcitos ou células ependimaérias so células
cubdides ou prismaticas responsaveis pelo revestimento simples dos ventriculos, formam os
plexos coridideos e o canal central da medula espinhal, sendo ciliadas em alguns pontos para
facilitar a movimentacao do liquido cefalorraquidiano (com possibilidade de metastase pelo
LCR). Ependimomas s&o o terceiro tipo de tumor cérebral mais comum em criangas sendo que

90% sdo encontrados na regido intracraniana e 80% na fossa posterior (MERCHANT et al.,
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2009). Séo classificados como tumores de baixo grau (I e I1) até tumores mais agressivos, grau

Il e 1V, denominados ependimomas anaplasicos. Ao contrario dos astrocitomas e dos

oligodendrogliomas, os ependimomas geralmente néo infiltram no tecido normal do cérebro,

de modo que alguns podem ser completamente removidos cirurgicamente (MERCHANT et al.,

2009).

2) Meningiomas (30% dos tumores de SNC) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Tumores que se originam das meninges, sendo mais prevalentes em adultos e com risco

aumentado pela idade, sexo (feminino) e presente em portadores de neurofibromatose.

Os meningiomas podem ser:

Tumores de Baixo Grau (grau I) - Tumores semelhantes as células normais
representando 80% dos meningiomas. Meningiomas benignos sdo abordados
prioritariamente com cirurgia na tentativa de resseccao completa macroscopica.
A aplicacdo de radiocirurgia emprega uma fracdo Unica de radiacéo de alta dose
causando edema sintomatico e estudos ja demonstram uma tendéncia ao
descalonamento de dose com melhoras nas taxas de complicacdo (KREIL,
2005).

Tumores de Alto Grau (grau Il e I11) - Para meningiomas de alto grau (grau Il e
II) é altamente recomendado a radioterapia adjuvante ap0s resseccao
macroscopica total com melhoria na sobrevida (AGHI, 2009; PARK, 2009).
Devido o alto indice de recidivas, é recomendavel que a ampliagdo de margens
a fim de se evitar novas irradiagdes com piora de prognastico.

Grau 1l (alto grau) — Tumores atipicos ou invasivos apresentam atipias
celulares representando 15 a 20% dos meningiomas. Além da ressec¢édo
cirurgica, tem se discutido qual a melhor técnica a ser empregada. A
radiocirurgia estereotaxica (SRS) estd diretamente relacionada com dose,
volume tumoral e tempo de tratamento e a resposta terapéutica esta relacionada
com o indice de conformidade (CI = volume de tratamento + volume tumoral)
em relacdo a dose (ROGERS et al., 2015). Assim sendo, uma dose maior no
volume residual vem apresentando melhores respostas para diminuir o indice de
recidivas. O inicio do tratamento deve ser preferencialmente no menor tempo

pos-cirargico possivel (Rogers et al., 2015).
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e Grau Ill (alto grau) — Tumores anaplasicos possuem celulas dismorficas
representando cerca de 1 a 3% dos meningiomas sendo altamente invasivos. Os
tratamentos propostos séo a cirurgia e o uso da radioterapia adjuvante, incluindo
radiocirurgia estereotdxica (SRS) e radioterapia de feixe externo
convencionalmente fracionada (EBRT). Contudo os resultados ainda ndo sédo
totalmente conclusivos uma vez que varios fatores influenciaram na resposta
terapéutica final como extensao da cirurgia, o padrdo histoldgico, a extensdo e o
momento da irradiacdo (ROGERS et al., 2015).

3) Meduloblastomas (1,8% dos tumores primarios de SNC) (SURAWICZ et al., 1999).

Os tumores neuroectodérmicos primitivos cranianos (Primitive Neuroectodermal Tumors -
PNETs) sdo neoplasias embriondrias prevalente em criancas (GUPTA et al., 2017).
Normalmente, sdo descritos por sua localizagdo como infratentorial (meduloblastomas) e
supratentorial (neuroblastoma cerebral, pineoblastoma ou esthesioneuroblastoma) (NABORS
et al., 2013). Todos os PNETSs séo classificados pela WHO como categoria IV porque sdo
invasivos, crescem rapidamente e apresentam diferentes graus de diferenciacdo com capacidade
de disseminacéo através do liquido cefalorraquidiano (LCR) (NABORS et al., 2013).

4) Gangliogliomas (1,0% dos tumores primarios de SNC) (SURAWICZ et al., 1999)

Tumor, contendo neurdnios e células gliais, é denominado ganglioglioma sendo
classificado como um gliomas de baixo grau (LGG) progressivo e de crescimento lento com
incidéncia de picos na idade adulta e com prevaléncia entre brancos e homens (OSTROM et a.,
2014). O tratamento inicia-se pela ressecgdo cirdrgica preferencialmente total, com melhores
taxas de sobrevida. A radioterapia adjuvante precoce induz a apoptose de células tumorais
mitoticamente ativas mas também causa danos nos tecidos adjacentes como edema, ruptura da
barreira hematoencefélica, gliose reativa e um estado pro-inflamatorio geral (KIM et al., 2008)
desencadenado inumeros efeitos adverosos como cefaléia, tonturas, inflamacdo da orelha,
nauseas, vomitos, convulsdo, nivel de consciéncia alterado, alopecia, dermatite, incontinéncia
urinaria e mudanca de personalidade (CTCAE,2009). Tardiamente , foi observado
leucoencefalopatia, declinio neurocognitivo, qualidade de vida reduzida (Quality of Life - QoL)
e necrose tecidual que podem imitar a progressao tumoral (SURMA-AHO et al., 2001; Douw,
etal., 2009). A SRS vem demonstrando melhor resposta de sobrevida com toxicidade aceitavel

sendo adotado como técnica de eleicdo para tumores irressecaveis de dificil acesso e proximos
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das estruturas criticas (COMBS et al., 2005; HEPPNER et al., 2005; PLATHOW et al., 2003;
WANG et al., 2006).

5) Schwannomas vestibulares (8% dos tumores primarios de SNC) (American Cancer
Society, 2017).

Os schwannomas vestibulares (Vestibular Schwannoma — VS) ou neurinomas do acustico
sdo tumores benignos, de crescimento lento e insidioso a partir das células de Schwann, da
bainha de mielina que acometem o VIII par craniano, nervo vestibulococlear. A incidéncia foi
relatada em aproximadamente 2 em 100.000, ap6s os 40 anos e preferencialmente comete o
sexo feminino (BENTO et al., 2012; PUATAWEEPONG et al., 2016).

Os neurinomas do acustico sao classificamos em 4 graus (BENTO et al., 2012):

I: tumor exclusivamente intrameatal;

I1: tumor ocupando ou ndo o segmento intrameatal e projetando-se na fossa posterior craniana
sem encostar no tronco cerebral;

I1I: tumor ocupando a fossa posterior craniana encostando no tronco cerebral, sem desloca-lo
da linha média;

IV: tumor ocupando a fossa posterior que encosta no tronco cerebral e desloca-o da sua linha

média.

6) Craniofaringiomas (1 — 3 % tumores primarios do SNC) (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017).

Os craniofaringiomas sdo tumores de natureza cistica em base de cranio (Skull Base — SB),
histologicamente benignos (Grau | WHO) de base do cérebro, frequentemente diagnosticados
em criangas, adolescentes e adultos jovens. Contudo, o desenvolvimento destes tumores na
infancia pode comprimir a glandula pituitaria e o hipotalamo acarretando disfun¢des hormonais
e visuais, alterando o desenvolvimento da crianga devido as inumeras intercorréncias

endocrinoldgicas, metabdlicas e neurocognitivas (HARRABIL et al., 2014).

7) Cordomas (0,2% tumores primarios do SNC).
Os cordomas séo tumores provenientes de remanescentes da notocorda que se desenvolvem
base do crénio ou na extremidade inferior da coluna vertebral com grande recorréncia local

apos cirurgia e/ou RT.
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8) Linfomas Ndo Hodgkin (3,0% tumores primarios do SNC) (SURAWICZ et al., 1999).

O linfoma primario do sistema nervoso central (PCNSL) , conhecido anteriormente como
sarcoma ou microglioma de células reticulares, € caracterizado pela disseminacédo de linfoma
ndo-Hodgkin agressivo (NHL) dentro do cérebro, nervos cranianos, leptomeninges, liquido
cefalorraquidiano (LCR), estruturas intra-oculares e medula espinhal e acomete pacientes acima
de 65 anos de idade (mediana de 56 anos) (HOCHBERG; Loeffler, 2006; MILLER, 1988).

9) Tumores Pituitarios (8% de tumores primarios de SNC) (SURAWICZ et al., 1999).

Tumores que se originam da glandula pituitaria sdo quase sempre benigno, mas podem
acarretar disfuncbes enddcrinas pela compressdo de estruturas. O tratamento consiste na
realizacdo da microcirurgia com resseccao total ou subtotal do tecido do carcinoma pituitario
para descompressdo intracraniana e reduzir o efeito de massa e controle endocrinoldgico e dos

déficits neuroldgicos.

2.3.2.2 Tumores secundarios

Tumores secundarios no SNC (metastaticos) sdo 0s mais comuns tumores intracerebrais
presentes em sua maioria em adultos e com frequéncia 10 vezes maior que 0s tumores primarios
do SNC (NABORS et al., 2013). Dados estatisticos demonstram que cerca de 8 — 10 % de todos
0s tipos de canceres desencadeardo metéstases cerebrais (SCHOUTEN et al., 2002; Barnholtz-
Sloan et al., 2004) sendo que os canceres de pulmdo e mama sdo responsaveis pela maior
ocorréncia de metéstases (LIN et al., 2004). A radioterapia total do cérebro (Whole Brain
Radiotherapy — WBRT) é usado com maior freqiiéncia para pacientes com metéstases cerebrais,
mas também para pacientes com linfomas primarios do SNC e glioblastomatose cerebral e
como componente de CSI. A irradiacdo do cérebro inteiro € administrada atraves de feixes
laterais paralelos limitando-se a inferiormente a placa cribriforme, a fossa craniana e ao forame
magno (PEREZ et al., 2013). A WBRT apresenta toxicidade aguda (fatiga, alopecia, dermatite,
hiporexia, nduseas e vomitos), subaguda (fatiga, sonoléncia, febre, cefaléia, vomitos, disfagia,
anorexia, disartria, irritabilidade e déficits neurocognitivos como perda de memoria e sintomas
focais) e tardia, ocorrida apds 90 dias (degeneragdo neurocognitiva, leucoencefalopatia,
radionecrose, sindrome de Moyamoya — leséo vascular no poligono de Willis como hemorragia
e trombose) (MCTYRE et al., 2013)
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2.3.3 Toxicidades da radioterapia

a) LGG (Low Grade Glioma)

Um amplo espectro de toxicidades induzidas por radiacdo pode ocorrer em pacientes
que recebem irradiacdo terapéutica cerebral. A fisiopatologia que desencadeia o processo de
neurotoxicidade esta associado a lesdo de substancia branca, a radionecrose induzida
consequente a lesdo vascular e alteracGes na qualidade de vida (Quality of Life — QOL) e
neurocognitivas (BROWN et al., 2003; GUNDERSON, 2015). Em criancas, o risco de leséo
cognitiva ap6s a irradiacdo parece estar mais intimamente associado com a baixa idade no
momento do tratamento e secundariamente com o volume de cérebro irradiado (DEWIT et al.,
1984; HIRSCH et al., 1989; MERCHANT et al., 2009).

b) HGG (High Grade Glioma)

A resposta aguda representa os efeitos deterministicos produzidos por doses elevadas
acima do limiar de dose celular acarretando em morte celular (OKUNO, 2013). A morbidade
aguda da radiacao inclui fadiga, eritema, alopecia, dor de cabeca e raramente, nauseas com ou
sem vOmito séo auto-limitantes (WALLNER et al., 1989).

Os efeitos tardios da radiagdo (por exemplo, sonoléncia e, especialmente, deficiéncias
cognitivas) sdo mais preocupantes e podem se tornar manifestam-se muitos anos depois
(DOUW et al., 2009). No tratamento de metastases cerebrais com WBRT foi verificado um
comprometimento cognitivo importante de longo prazo sendo necessario minimizar o déficit
neurocognitivo procurando sempre preservar a0 maximo a regido do hipocampo (GONDI et
al., 2013). Dentro das alteracOes tardias da radiagdo, foi verificado a necrose de barro, uma
toxicidade tardia grave e incomum prevalente principalmente em criancas (GONZALEZ et al.,
2007).

As cataratas induzidas por radiacdo séo facilmente reparaveis. Contudo, avaliando-se a
dose bem como uma planimetria adequada procurando-se preservar a glandula lacrimal, ja seria
o suficiente para minimizar danos radioinduzidos como a catarata, xerostomia ocular e
conjuntivite (PAYNE et al., 2009).

Da mesma forma, quando se contorna os canais auditivos, existe agora uma maior
conscientizacao sobre os riscos de desenvolvendo otite externa, bem como otite média. . Para
os tumores localizados nos lobos temporais, a dose de saida para a glandula parotida pode
causar xerostomia podendo ser minimizado com IMRT (MERCHANT et al., 2009).
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As citopenias radioinduzidas decorrentes de irradiacdo craniana foi verificado mesmo
entre pacientes que ndo receberam quimioterapia (HUGHES et al., 2005). O mecanismo de
hipdtese seria a circulagao de sangue irradiado no CTV durante a irradiacdo tumoral (HUGHES
et al., 2005).

c¢) Toxicidades do EBRT Meningiomas

As toxicidades associadas ao EBRT estdo relacionadas ao tratamento volume e
localizagdo. Muitos pacientes experimentam fadiga e alguns tém alopecia. As toxicidades
tardias incluem a formacdo de cataratas paralisia do nervo craniano ou neuropatia e pan-
hipopituitarismo pode ocorrer (AL-MEFTY O et al., 1990; ANDREWS et al., 1988)

As alteracbes neurocognitivas apresentam efeito tardio e apresentam estreita relacao
dose-volume especificas do local (NUTTING et al., 1999; VAN NIEUWENHUIZEN et al.,
2007).

Assim foi observado que as alterag0es neurocognitivas apresentam forte correlagdo com
terapia de irradiacdo no lobulo temporal e em regides do seio cavernoso, proximo ao
hipocampo, com aumento do risco de declinio cognitivo (DUCHSTEIN et al., 2003; PEIFFER
etal., 2013).

A toxicidade esta relacionada as lesdes nervosas ou ao edema radioinduzido. Os nervos
sensoriais, tais como o0 nervo Optico, sdo mais suscetiveis a lesdes do que 0s nervos motores
acarretando em neuropatia Optica principalmente para doses acima de 10 Gy na radiocirurgia
estereotaxica (STAFFORD et al., 2001).

A SRS baseada em linac ou a Gamma Knife é empregada para tratamento de lesdes
intracranianas com precisao submilimétrica com doses marginais tipicamente de 12 Gy a 13
Gy. A toxicidade do nervo craniano aumenta com doses mais elevadas na radiocirurgia
estereotatica causando neuropatia facial, trigeminal e vestibulococlear (mais tardiamente)
(BASCHNAGEL et al., 2013; CHIARA et al., 2007; COMBS et al., 2010; FLICKINGER et
al., 1996; LINSKEY et al., 1993; YANG et al., 2009; YOMO et al., 2012).

Os meningiomas induzidos por radiacdo podem ser mais clinicamente agressivos e
multifocais e com maior atipia celular (grau Il, WHO) (AL-MEFTY O et al., 2004,
CAMPBELL et al., 2009; SADETZKI et al., 2002; STROJAN et al., 1999).

d) Toxicidades da radioterapia em criancas
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As toxicidades advindas da terapia de irradiagdo cerebral também podem ser
classificadas em agudas, subagudas e tardias, tendo por base o tempo decorrido para o
surgimento dos efeitos adversos. Os efeitos agudos, geralmente sdo transitorios temporarios,
ocorrem durante ou logo apo6s a irradiacdo. Toxicidades subagudas ocorrem geralmente até 6
meses e, ocasionalmente, mesmo um ano ap6s a conclusdo da radiacdo e os efeitos tardios
podem se desenvolver entre 6 meses a varios anos para manifestar os primeiros sintomas
(GUNDERSON, 2015).

As reacdes agudas mais comuns a radiacao para tumores do SNC séo nauseas, vomitos,
fadiga, dor de cabeca, diminuigdo do apetite, alopecia temporaria e menor recorréncia edema
induzido por radiacdo. Nauseas e vOmitos sdo transitorios e desaparecem com o término da
irradiacdo. Contudo fadiga, ndusea, hiporexia e o cansago (sindrome da sonoléncia) podem
persistir por varios anos apos o término do tratamento (LITTMAN et al., 1984).

Assim pode-se enumerar:

1) TOXICIDADE NEUROCOGNITIVA

A deficiéncia cognitiva se manifesta tardiamente, provavelmente entre meses a anos,
com comprometimento significativo no desenvolvimento intelectual. A perda de inteligéncia
(Full-Scale Intelligence Quotient - FSIQ) e o grau de comprometimento estdo correlacionados
com a idade no momento da radiacdo, volume do cérebro irradiado e dose de radiacdo
(MULHERN et al., 2005; RIS et al., 2013). Os piores indices de FSIQ foram obtidos apos
WBRT (SILBER et al., 1992) e aparente auséncia de alteracdes para pacientes submetidos a
radioterapia conformacional (MERCHANT et al., 2009).

2) TOXICIDADE NEUROENDOCRINA

A disfuncdo endocrina é resultante de lesdo hipotalamica proveniente do tratamento
radioterapico em funcdo da dose irradiada acumulada. A alteracdo na producgdo foi
diagnosticada no horménio do crescimento (Growth hormone deficiency - GHD), hormonio
tireotrofico  (Thyrotropin-Releasing Hormone, TRH), horménio adrenocorticotréfico
(Adrenocorticotropic Hormone - ACTH) e hormonio liberador de gonadotrofina
(Gonadotropin-Releasing Hormone — GnRH). A alteracdo nos niveis de GHD causa baixa
estatura além de alterar o perfil lipidico corporal com ganho de peso além de diminuir a
densidade Ossea mineral e alterar a capacidade cognitiva (ATTANASIO et al.,, 1997,
MERCHANT et tal., 2011; MURRAY et al., 2002).
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A deficiéncia de TRH causa fadiga, letargia e ganho de peso e a deficiéncia de ACTH
causa nauseas, vomitos, diminuicdo do apetite, hipoglicemia, fadiga e hipotensdo (CONSTINE
etal., 1987, 1993).

Ja na ativagdo hipotalamico-hipofisaria, os niveis de GnRH aumentam causando o
aumento de pulsos secretivos e de liberagdo de LH (Luteinizing Hormone) FSH (Follicle-
Stimulating Hormone) desencadeando os sintomas caracteristicos da puberdade precoce (PP)
tais como o aparecimento de caracteres sexuais secundarias antes dos 8 anos de idade
cronoldgica na menina ou antes dos 9 anos no menino (DAMIANI, 2002; DIDCOCK et al.,
1995; MONTE et al., 2001).

3) OTOTOXICIDADE

A neurotoxicidade do nervo vestibulococlear ocorre como resultado da irradiacdo da
céclea demonstrando que dos danos sdo proporcionais a dose irradiada no local (BHANDARE
etal., 2007; HUA et al., 2008).

4) VASCULARES

As complicagdes vasculares decorrentes da radiacdo séo raras, mas podem ocorrer
agudamente apds a irradiagio como ocorre na sindrome de Moyamoya (a doenca
cerebrovascular oclusiva acomete as artérias do sistema nervoso cen tral (SNC), provocando
tromboses, isquemias transitdrias de repeticdo e hemorragias intraparenquimatosas). Os
pacientes podem apresentar convulsdes e eventos isquémicos devido a oclusdo de vasos no
circulo de Willis. Os hemangiomas cavernosos sao malformacdes vasculares benignas que pode

desenvolver meses a anos apos a radiacdo (STRENGER et al., 2008)

5) VISUAIS

Os nervos oOpticos, a retina e o cristalino podem desenvolver alteracdes relacionadas a dose de
irradiacdo recebida tais como neuropatia Optica, catarata e retinopatia respectivamente (KLINE
etal., 1985; KORENKOQV et al., 2005; HABRAND et al., 1989).

6) NECROSE DE RADIACAO

A necrose de radiagdo é um efeito colateral raro, mas devastador, que ocorre a alta dose

radiacdo (tipicamente superior a 55 Gy) que resulta em permanente morte de tecido cerebral.
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Embora a maioria dos casos esteja presente até um ano de tratamento, casos foram relatados
tdo tarde quanto 6 a 7 anos apds o tratamento (MURPHY et al., 2012).

7) LEUCOENCEFALOPATIA

Complicagéo causada pela radiacdo ou metotrexato desencadeando lesfes extensas
periventriculares com destruicdo de matéria branca com areas de hipodensidade atribuidas para
infartos lacunares (MATSUMOTO et al., 1995).

8) TUMORES SECUNDARIOS
Tumores secundarios provenientes da irradiacdo terapéutica de tumores primarios,
podendo citar os meningiomas e gliomas (ARMSTRONG, 2010)

2.4 Espectrometria de massas

Espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica que permite a identificacéo,
quantificacdo e elucidacdo de propriedades estruturais de uma molécula ou composto
(eletricamente carregados) através da formacdo de ions-molécula e de seus respectivos ions-
fragmento. O principio fundamental da espectrometria de massas consiste na formacao de ions
a partir de compostos, organicos ou inorganicos, utilizando-se um método de ionizacdo
adequado para posteriormente separa-los atraves de sua relacdo massa-carga (m/z) em um
analisador de massas. Assim, no detector, torna-se possivel a identificacdo e mensuragédo
qualitativa/quantitativa dos compostos a partir da relacdo massa-carga dos ions (m/z). A
caracterizagdo dos analitos pela sua razdo massa /carga (m/z) e abundancia relativa é obtida
atraveés de um grafico de abundancia de ions. A magnitude do sinal elétrico em funcéo da razéo
m/z é convertida gerando o espectro de massas correspondente (SKOOG, 2014)

A espectrometria de massas também é utilizada na determinacdo de razfes isotdpicas.
Assim ao realizarmos as analises em modo positivo, obteremos apenas o ion positivo, no caso
para solucgdes salinas seria 0 Na+ e em modo negativo o ion Cl-. Contudo os modos positivos e
negativos irdo analisar os is6topos mais estaveis naturais sendo que o ion com m/z 23 é referente
ao Na+ e ions com m/z 35 (75%) e outro de m/z 37(25%) séo referentes ao Cl- (AUDI, 1993 e
1995; IUPAC, 1999). Moléculas organicas, formadas por atomos de carbono e hidrogénio,
contém dois isétopos principais para o carbono (12C - 99%, 13C - 1%) e para o hidrogénio (1H
-99,9%, 2H - 0,1%), sendo designadas como isotopdlogos (AUDI, 1993 e 1995; IUPAC, 1999).
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2.4.1 Instrumentacéo

Um espectrémetro de massas é formado por 3 componentes (Fig. 2.16) que séo a fonte

de ions, os analisadores de massas e os detectores dos ions.

FIGURA 2.16 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM ESPECTROMETRO DE MASSAS

FONTES: 1) Fonte de ions ESI; 2) Analisador Orbitrap

» Fonte de ions: realiza a ionizagdo das moléculas da amostra;

» Analisadores de massas: realiza a separacdo dos ions de acordo com seu m/z, através da
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aplicacdo de campos magnéticos e elétricos;

» Detector: realiza a deteccao e amplificacdo dos ions.

2.4.2 Fontes de lonizagédo

A fonte de ions ou camera de ionizacdo € onde ocorre a formacao de ions em fase gasosa,
a partir de amostras solidas, liquidas ou gasosas, dependendo da forma de insercdo de amostra.
fons podem ser produzidos a partir de uma molécula neutra pela remogdo ou adigio de um
elétron ou proton. A ionizagdo pode gerar ions positivos e/ou negativos, sendo 0s ions positivos

predominantes (principalmente para proteinas). O processo de ionizacao necessita de energia
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denominada potencial de ionizagdo para que uma espécie (&tomo ou molécula) perca o elétron
da eletrosfera formando o ion positivo. J& um ion negativo é formado pela colisdo de um elétron
livre com seu atomo sendo capturado e permanecendo sob influéncia de forcas nucleares e
elétricas.

A lonizacdo por Elétrons (EI) (EI-MS - Eléctron lonization - Mass Spectrometry) é o
método caracterizado pela ionizag&o e a fragmentacdo de moléculas permitindo a identificacdo
estrutural, qualitativa e quantitativa de moléculas a partir de analises da intensidade do espectro
obtido pela relacdo m/z. No entanto, EI necessita de volatilizacdo em alto vacuo na fonte de
ionizagdo impossibilitando realizar anélises de biomoléculas de baixa massa (< 5 x10? Da)
como peptideos, proteinas e oligonucleotideos. Tais compostos, ndo possuem estabilidade

térmica suficiente para serem volatilizadas e, assim, ndo podem ser analisadas por EI.

2.4.3 lonizacao por spray de elétrons (ESI — Electrospray lonization)

ESI é uma técnica de ionizacdo suave em pressdao atmosférica (APIl- atmospheric
pressure ionization) utilizada para a determinacdo estrutural de lipidios, proteinas e
metabolitos, permitindo a formacao de ions a partir de macromoléculas.

A ionizacdo por ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) é uma técnica
branda de ionizacdo que permite a ionizacdo de inumeras moléculas sem que ocorra sua
fragmentacdo. Através do processo de nebulizacdo, ocorre a formagao de um spray com goticulas
carregadas da solucdo contendo o analito em um campo elétrico. O solvente da goticula é removido
gradativamente & medida que as goticulas entram no espectrdbmetro de massas na regido de alto
vacuo até restarem somente os ions livres do solvente. Na ionizagdo por electrospray em modo
positivo, uma solucéo € acidificada, formando moléculas protonadas com o0s seus respectivos
contra anions sendo posteriormente nebulizada atraves de um tubo capilar com alta voltagem.
Ocorre assim, a neutralizacdo de anions presentes na solu¢cdo com a consequente formacéo de
goticulas contendo um excesso de cargas positivas (moléculas protonadas). Ocorre a
evaporacdo do solvente restando a molécula protonada em fase gasosa. Analogamente, a
utilizacdo de uma solucdo bésica associado a um potencial negativo no capilar permite a
producdo de ions negativos. A ionizacao por electrospray € sobretudo uma técnica que necessita
de baixa energia para formacdo dos ions além de possibilitar a formacdo de ions
multicarregados (multiprotonados). Moléculas de baixa massa molar normalmente tornam-se

monocarregadas ao contrario das macromoléculas como as proteinas que adquirem maultiplas cargas
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no processo de ionizacdo permitindo sua anélise em modo de ionizagdo positivo pela adigdo de
prétons. O nimero de residuos basicos na proteina, principalmente aminoacidos de lisina e arginina,
sdo responsaveis pela carga maxima de protons que a molécula pode adquirir.

O processo de ionizacdo por ESI ocorre quando um solvente volétil contendo os analito
é bombeado através de um capilar o qual e submetido a uma alta tensdo aplicada em sua
extremidade gerando um aerossol com goticulas extremamente carregadas contendo solvente e
analito carregados. As microgoticulas do solvente evaporam reduzindo, assim, seu didmetro
rapidamente. Ocorre assim a formacdo do cone de Taylor com a formagao de um spray devido
0 aumento da intensidade do campo elétrico favorecendo ainda mais a formagdo de novas
goticulas ainda menores (a intensidade das forcas de repulséo eletrostaticas aumenta superando
a tensdo do solvente) caracterizando o processo de fissdo Coulémbica.

Existem dois modelos que procuram elucidar os mecanismos de formacdo dos ions a
partir da fissdo Couldmbica. O modelo do residuo carregado (CRM - charged-residue model)
propde que as microgoticulas sofrem evaporacgdo e fissdo até a completa dessolvatacdo das
moléculas com transferéncia de cargas do solvente para o analito formando os ions. Ja 0 modelo
da dessorcdo de ions (IDM - ion-desorption model) indica que a continua evaporacdo do
solvente diminui a distancia entre as particulas fazendo com que a densidade de cargas elétricas
na superficie da micro goticula seja tdo intensa a ponto de retirar os analitos da micro goticula
transferindo a carga externa do solvente para o analito formando os ions (DASS, 2007;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Crotti et al., (2006), em seu trabalho relata “durante a ionizagao por “electrospray”, trés
tipos de ions podem ser gerados: ions moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions
quasi-moleculares) (IUPAC, 2006) e moléculas cationizadas ou anionizadas. A extensdo com
a qual cada um destes ions é formado pode ser compreendida em termos do balancgo entre trés
processos essencialmente distintos, que ocorrem no interior do capilar: reacdes redox
(oxidacao/reducédo), que produzem ions moleculares (M+e¢) ou (M- *); reacdes &cido/base
(protonacédo/desprotonacéo), que resultam na formacéo de moléculas protonadas ([M+H]+ ou
desprotonadas [M-H]-) e, coordenacdo com céations (geralmente os da familia 1A) ou anions
(principalmente cloretos), que leva a formacao de moléculas cationizadas ([M+Na]+, [M+K]+,
ou anionizadas [M+CI])” (CROTTI et al , 2006)

Em geral a ionizag&o por ESI (Fig. 2.17) & um processo que pode ser dividido em trés

etapas principais:
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I. a nebulizacdo da solugdo de amostra em goticulas carregadas produzidas pela
aplicacdo direta de voltagem no capilar (2-5 kV);
Il.  aliberacdo dos ions a partir das goticulas;
I1l. o transporte dos ions da regido de pressao atmosférica da fonte de ionizacéo para a

regido de alto vacuo do analisador de massas (COLE, 1997)

FIGURA 2.17 - ESQUEMA DO PROCESSO DE IONIZA(}AO POR ESI
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FONTE: Adaptado de COLE, 1997.

2.4.4 lonizacao por dessor¢do de spray de elétrons (DESI — Desorption Electrospray
lonization)

DESI-MSI (Desorption Electrospray lonization Mass Spectrometry Imaging) é uma
importante ferramenta que possibilita a ionizacdo ambiente de biomoléculas intactas como
lipidios, proteinas e peptideos possibilitando a sua analise quali/quantitativa bem como sua
distribuicdo espacial nas amostras. A tecnologia de ionizacdo ambiente é baseada na
combinacdo de dois métodos como a ionizacédo electrospray (ESI) e a ionizagao por dessor¢ao
(DI) permitindo a ionizag&o in-situ em pressao atmosférica (AP) possibilitando a determinagdo
darelacdo m/z, e assim correlacionar as espécies quimicas com a distribuicdo espacial (COOKS
et al., 2006).

A qualidade dos espectros depende de inUmeros parametros tais como: 0
posicionamento espacial entre a fonte de ionizacéo e a superficie da amostra, refletindo em
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parametros como altura do capilar de nebulizacéo, angulo capilar de nebulizacdo, distancia a
superficie de entrada do espectrdmetro de massa, angulo de captura do capilar de entrada do
analisador de massas, temperatura e pressdo do gas nebulizador, tensdo capilar, fluxo do
solvente e tipo de solvente utilizado (ANGOLINI et al., 2015; BODZON-KULAKOWSKA et
al., 2014). A escolha do solvente como dimetilformaldeido (DMF) e acetonitrila (ACN) (V/V
1:1) é importante para preservacdo da amostra que serd submetida por H&E (hematoxilina-
eosina) para analise comparativa (EBERLIN et al., 2011; LI et al., 2017). Tais parametros sdo
essenciais para o inicio dos processos de dessorcdo e ionizacdo dos analitos para fase gasosa
(Fig. 2.18, 2.19 e 2.20) além de sua consequente transferéncia até o capilar de entrada do
analisador de massas (COOKS et al., 2006).

FIGURA 2.18 - FONTE DE IONIZAGAO DO TIPO DESI
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FONTE: Adaptado COOKS et al., 2006.
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FIGURA 2.19 - ESQUEMA DA FONTE DE IONIZAGAO POR DESI-MS
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FONTE: Adaptado de BENNET et al., 2013.

FIGURA 2.20 - DESI-MS
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O processo de imageamento por DESI envolve quatro etapas: preparacdo de amostras,

dessorcao e ionizacao, analise de massas e registro da imagem. A preparacdo das amostras ndo
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é extensa, mas € fundamental para o sucesso e obtencdo de resultados consistentes. As amostras
devem ser retiradas e congeladas imediatamente em gelo seco, identificadas e armazenadas em
freezer -80°C e seccionadas em um criostato com espessura menor que 20pum, sempre evitando
0 excesso de OCT na amostra, o que inviabilizaria a ionizacdo (SETOU, 2010). As amostras
devem ser dessecadas a temperatura local 15 min antes de sua utilizagdo. A formagéo de
microgoticulas pelo electrospray e o fluxo pneumatico de gas nebulizador de nitrogénio (N2)
atuam favorecendo o processo de dessor¢do e ionizacdo dos analitos em cada ponto da
superficie escaneada (CHUGHTAI; HEEREN, 2010) gerando um pixel da imagem. A
resolucdo de cada pixel das imagens formadas é de 100 — 200 um podendo chegar a 40 um e €
dependente da superficie efetiva de extracdo do spray do solvente (BENNET et al., 2013). As
microgoticulas carregadas ao se colidirem com a superficie realizam uma microextracao sélido-
liquido resultando em microgoticulas secundarias contendo o material extraido da superficie.
O analitos ionizados em fase gasosa sdo capturados pelo capilar de entrada da camara do
analisador de massas. Espécies protonadas ou adutos (molécula AB produto da reacdo entre
moléculas A e B diferentes, resultando em um Unico produto de reacdo sem que se produzam
mudancas estruturais nas porcdes A e B) de Na*/K* sdo encontradas em modo ion positivo e

espécies desprotonadas sdo encontradas em modo ion negativo, conforme Fig. 2.21.

FIGURA 2.21 - ESPECTRO COM OS VALORES M/Z MAIS ABUNDANTES (A) IMAGEM TOTAL DOS
IONS (B) ADQUIRIDO POR DESI-MSI EM MODO POSITIVO
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DESI-MSI proporciona uma impressdo digital quimica de tecidos bioldgicos com base
na relagdo carga/massa (m/z) das moléculas constituintes (perfil quimico molecular) (TATA et
al., 2016).

DESI-MS apresenta inimeras aplicagdes tais como: obtencdo dos perfis lipidicos de
tecidos normais e neoplésicos, identificacdo de metabolitos em microbiologia, falsificacdo de
dinheiro, estudo de neurotransmissores cerebrais e metabolomica (ANGOLINI et al., 2015;
CORREA et al., 2016; FERNANDES et al., 2016). A metabolomica permite o estudo analitico
de biomoleculas bem como seus produtos finais e processos celulares envolvidos para sua

sintese.

2.4.5 Lipidémica

Lipidomica permite analisar dinamicamente as alteracOes envolvidas referentes aos
lipidios e os efeitos bioldgicos nos tecidos irradiados (JELONEK et al., 2014). Em células, a
integridade da membrana é imprescindivel para garantir a sinalizacdo do metaboloma protéico
e lipidico. As espécies reativas do oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) causam a
peroxidagdo lipidica determinando a oxidacdo extensa de &cidos graxos insaturados e
membranas. Os subprodutos formados geram alteragcOes estruturais e funcionais na membrana
celular acarretando alteragéo no fluxo de substrato i6nico e molecular desencadeando diversos
processos tais como inibicdo da mitose e inducdo de apoptose (ACKERSTAFF et al., 2003;
WANG et al., 2009). Sabe-se que a radiacdo ionizante pode causar inibicdo clonogénica e
inducdo do processo apoptotico. Estresses ambientais exdgenos acarretam alteracdes
quantitativas e qualitativas principalmente nos esfingolipidios e fosfolipidios (PLs) estruturais.
Acidos graxos poli-insaturados e lipidios estruturais de membrana celular sio amplamente
suscetiveis aos danos da irradiacdo gama causando alteracdo da permeabilidade, sinalizagédo
celular e apoptose. Foi verificado alteragdes radioinduzidas nos lipidios nucleares: aumento de
acidos graxos e diminuicéo de fosfatidilcolina + fosfatidilserina (PC+PS) e fosfatidiletanamina
(PE). O aumento de PE e PC sinalizam para 0 aumento da condensacao de cromatina inativando
a RNA polimerase afetando diretamente os mecanismos de reparo celular (KOLOMIYTSEVA
etal., 2012). A irradiacdo local na radioterapia induz a uma reposta do organismo que pode ser
evidenciada pela alteracdo nos componentes séricos sanguineos (WANG et al., 2009). Os

efeitos das radiacdes ionizantes induzem a reducdo nos niveis séricos de lipidios sanguineos,
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principalmente de PC34, PC36, PC38, LPC16 e LPC18, mas, retornam ao normal apos a
suspensdo do tratamento, em 1 — 2 meses (JELONEK et al., 2014).

Dill et al., 2009, reporta que o uso do sistema DESI-MS no modo de varredura completo
em tecidos saudaveis permitiu a identificacdo de varios lipidios presentes no cérebro tais como
fosfolipidios, fosfatidilinositol (P1), fosfatidilserina (PS) e sulfatida (ST) demonstrando que a
alteracdo no perfil lipidico pode ser uma resposta a processos patoldgicos como o cancer e
Alzheimer (Dill et al., 2009).

DESI esté sendo utilizado para analises diretas e caracterizacao de imagens de inUmeras
classes de lipidios tais como: acidos graxos (FA- fatty acids), glicerofosfolipidos (GP),
glicerolipidios (GL), esfingolipidios (SP) e lipidios esterois (ST) (Eberlin et al., 2011). Lipidios
de membrana tais como fosfatidilcolina (PC), fofatidiletanolamina (PE), esfingomielina (SM) ,
ceramida (Cer), fosfatidilserina (PS) fofatidilinositol (PI) e sulfatida (ST) foram identificados
e ja se sabe que algumas destas classes ionizam preferencialmente em modo positivo (PC e SM
) e outras em modo negativo (&cido fosfatidico, Pl e PS) (JARMUSCH, ALFARO et al., 2016).
As diferentes classes ajudam a diferenciar a composicao da substéncia branca e da subastancia
cinzenta além de fornecer informacGes inportantes para o diagnostico de possiveis patologias
como os gliomas (JARMUSCH et al., 2016).

A maioria dos ions observados nos espectros de massa correspondem a acidos graxos
livres desprotonados, fosfatidilserinas (PS), fosfatidilinositdis (PI) e sulfatidas (ST), com PS
18: 0/22: 6 sendo o principal lipido encontrado na matéria cinzenta e ST 24: 1 o maior lipidio
encontrado na matéria branca.

Um perfil lipidico cerebral de camundongos foi obtido por espectrometria de massas em
modo ion negativo demonstrando os principais lipidios constituintes das diversas regides
cerebrais.

As Tab. 2.1 e 2.2 identificam os principais picos detectados no cérebro do camundongo

no modo ion negativo.
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TABELA 2.1 - CLASSES MOLECULARES DE LIPIDIOS PRESENTES EM TECIDO CEREBRAL — ALTA

RESOLUCAO

Massa-Carga
(m/z) medido

599.3

716.5
722.5
726.5
728.6
742.5

744.6
746.5
747.5

750.5
762.5

764.5
766.5

770.5

774.5
778.5
786.5

788.5
790.5
794.5
806.6
810.5
816.6
833.5
834.5
837.5
857.5

861.5
862.6
878.6
883.5
885.5

Calculado

599.3197

716.5228
722.5125
726.5438
728.5594
742.5386

744.5543
746.5119
747.5161

750.5438

762.5286
762.5068
764.5229
766.5387

770.5699

774.5432
778.5138
786.5286

788.5442
790.5381
794.5699
806.5451
810.5286
816.5755
833.5181
834.5286
837.5494
857.5181

861.5494
862.6077
878.6078
883.5337
885.5494

Classe de Fosfolipidios

P1 (18:0/0OH)
PE (16:0/18:1)
PE(16:0p/20:4)
PE(18:1p/18:1)
PE(18:0p/18:1)
PE (18:1/18:1)
PE (18:0/18:2)
PE (18:0/18:1)
PE (16:0p/22:6)
PG (16:0/18:1)

PE (18:0p/20:4)
PE (16:0p/22:4)
PS (18:0/16:0)
PE (16:0/22:6)
PE (18:1/20:4)
PE (18:0/20:4)

PE (20:0/18:2)
PE (18:0/20:2)
PE (18:1/20:1)
PE(18:0p/22:6)
ST (d18:1/16:0)
PS (18:1/18:1)
PS (18:0/18:2)
PS (18:0/18:1)
PE (18:0/22:6)
PE (18:0/22:4)
ST (18:0)

PS (18:0/20:4)
PS (18:0/20:1)
P1(16:0/18:2)
PS (18:0/22:6)
Pl (18:0/16:0)
Pl (16:0/20:4)

Pl (18:0/18:2)
ST (22:0)

ST (d18:1/h22:0)

Pl (18:1/20:4)
P1(18:0/20:4)

Fragmentacao
dos lons (m/z)

283

281, 255
303
281
281
281
279, 283
283, 281
327
255, 281
255, 281
303
g8l
255, 283
327,255
303, 281
3083, 283
303, 283
279, 508
283, 307
281
327

281

279, 283
281, 283
327, 283
331, 283

283, 303
283, 309
255, 279
283, 327
283

255, 303
255, 303
279, 283

281, 303
283, 303
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888.6 888.639

890.6 890.6395
904.6 904.6188
906.6 906.6345

FONTE: Adaptado BERRY et al., 2011

ST(24:1)
ST(24:0)
ST(d18:1/h24:1)
ST(d18:1/h24:0)

283, 303
283, 303
283, 303
283, 303

283, 327

TABELA 2.2 - CLASSES MOLECULARES DE LIPIDIOS PRESENTES EM TECIDO CEREBRAL -

BAIXA RESOLUCAO

Massa-Carga (m/z)

746,5
747,6
760,5

774,5

788,5
790,5
806,4
806,7
834,4
857,5
863,0
878,8
8815
885,6
888,8
906,8
909,5

PE: fofatidiletanolamina

Classes
Moleculares de
Lipidios

PE 16:0/22:6
PG 16:0/18:1
PS 16:0/18:1

Plasmenil - PE
(18:0/22:6)

PS 18:0/18:1
PE 18:0/22:6
PS 16:0/20:4
ST (h18:0)
PS 18:0/22:6
P116:0/20:4
ST (22:0)
ST (h22:0)
P116:0/22:6
P118:0/20:4
ST (24:1)
ST (h24:0)
P118:0/22:6)

Fragmentacdo de ions (m/z)

255,3 327,2 418,2 436,3
255,3 281,3 391,2 483,3
255,3 281,3 391,2 673,5

283,3 327,2 464,2 757,3

281,3 283,3419,4701,4
283,4 327,3 480,3 524,3
255,3 391,3 409,2 436,3 719,4
309,4 331,4 522,3 788,7
283,2 327,3419,3 /47,4
255,3 303,3 391,2 553,3
522,2 8448

522,3 568,3 860,3

255,2 327,2 391,3 553,2
283,2 303,2 419,2 581,2
390,2 522,3 650,2 870,8
522,3 540,2 568,2 888,8
283,2 327,2 419,2 581,2

X1:Y1/X2:Y2 indica o nUmero de cadeias de acidos
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PG: fosfatidilglicerol graxos e 0 numero de insaturacfes

PS: fosfatidilserina (hX:Y) representa sulfatida hidroxiladas
ST: sulfatida

Pl: fosfatidilinositol
FONTE: Adaptado EBERLIN, 2012.

Recentemente, inimeras evidéncias de alteraces no metaboloma foram constatadas
indicando que processos tumorais cerebrais estariam em desenvolvimento pela alteracdo do
perfil lipidico principalmente de acidos graxos (FA) (EBERLIN et al., 2011). A caracterizacao
do fosfolipido é de extrema importancia devido a diversidade das funcdes celulares além da
possibilidade de ser usado como biomarcador nas neoplasias (COOKS et al., 2006). Dentre as
funcBes podemos destacar sumariamente: manutencao de gradiente eletroquimico, sinalizacéo
intracelular, transporte de proteinas, ancoramento de membrana, reserva energética, cofatores
enzimaticos e sdo precursores de horménios estereoides e sais biliares (LEHNINGER, 2013).
Os lipidios representam 50-60% dos constituintes da célula e das membranas, sendo a classe de
glicerofosfolipidos a mais abundante e presentes nas membranas biologicas e envolvidos na
sinalizacdo, regulacéo, proliferacdo e apoptose (BARTLKE; HANNUN, 2009; MIRANDA;
OLIVEIRA, 2015; WRIGHT et al., 2004;). Em alguns tecidos e érgdos, como o cérebro, eles
representam 20-25% do peso seco com enorme variedade de espécies moleculares
(FAROOQUI; HORROCKS, 2007). Lipidios cerebrais estdo envolvidos nos processos de
sinalizacdo intracelular com implicagcBes na neurotransmissdo além de sua participacdo na
proliferacdo celular, crescimento e neuroprotegdo (OSBORNE; MEUNIER, 2001). Além disso,
existem receptores especificos que desencadeiam sinalizacdo intracelular assemelhando-se a
"neuropeptideos”, podendo ser denominados como "neurolipidios” constituindo, assim, uma
nova classe de neurotransmissores no sistema nervoso (ANLIKER; CHUN, 2004). Tais
receptores seriam 0s receptores de canabindides (CB), receptores para acido lisofosfatidico
(LPA) ou esfingomielina (SM) e receptores da proteina G (GPCR) (1M, 2004). A biossintese
de neurolipideos esta relacionada ao metabolismo de fosfolipidos de membrana, controladas
por enzimas especificas, principalmente fosfolipases (GAITS et al., 1997). A distribuicdo das
diferentes espécies de lipidios nas diversas regides cerebrais (neurdnios, glia, oligodendrdcitos,
tratos nervosos, vasculares pericitos dentre outras) aponta para uma especializacdo dessas
células em éareas discretas e nucleos no cérebro (CHAN et al., 2012; GUAN et al., 2006; LAM
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etal., 2014; LEE et al., 2009). DAG (diacilglicerol) sdo acidos gordurosos tais como 16:0, 18:0,
18:1, 18:2, 20:4, 22:5 e 22:6 mais abundantes no SNC humano sem que um motivo fisiologico
tenha sido atribuido (WILSON; BELL, 1993).

Em processos tumorais ja foi evidenciado uma grande variagdo no contetdo de
fosfolipidos entre os tecidos, permitindo a tomada de decisdo para ampliacdo de margens
cirrgicas com base em informacdes moleculares a partir do perfil de lipidios nos 6rgaos
afetados por neoplasias, diminuindo , assim, a chance de recidivas e novas cirurgias para
remocao das lesdes (EBERLIN et al., 2014; JARMUSCH et al., 2016). Varios trabalhos
demonstram a estrita correlagdo do perfil de lipidios e proteinas em tumores cerebrais tais como
acido oleico e calciclina respectivamente, presentes nos gliomas (EBERLIN et al., 2011).

A identificacdo topografica de certos lipidios permite a comparagdo com as regioes
neuroanatémicas de cérebro de rato possibilitando até mesmo a proposicdo de um atlas
molecular de lipidios permitindo alicergar estudos metaboldmicos para demonstrar as
alteragOes na distribuicdo regional molecular. Assim, as areas neuroanatdémicas foram ilustradas

conforme Fig. 2.22.

FIGURA 2.22 - CORTE SAGITAL CEREBRAL

Cérebro: 1,2,3,4,5,6,7,8
Tronco Encefélico: 9, 10, 11,12, 16
Cerebelo: 13,14

e 14

15
6
12 1
16
1
Legenda de cores
1 Hipocampo . Area frontal B Hipotilamo 13 Cerebelo
. Arearetroesplenial 6 Area olfatoria 10] Tilamo 14 Fibras e tratos nervosos
. Areasomatomotora | 7 Corpo estriado 1 Mesencéfalo 18 Ventriculos Cerebrais
B reaorbital 8 Gloho Palido 12 Ponte 16 Bulbo

FONTE: Allen Brain Reference Atlases
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3- ANALISENLIPI'DICA ATRAVES DE DESI-MS - UMA REVISAO DOS EFEITOS
DA RADIACAO GAMA NO PERFIL LIPIDICO EM TECIDOS BIOLOGICOS

3.1 Introducgéo

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer, da Organizacdo Mundial da Saude
(IARC/WHOQ) demonstrou que o cancer ¢ uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, com cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes
diretamente relacionadas as neoplasias em 2012 (FERLAY; FORMAN, 2014). Estima-se que
0 numero de casos anuais sofrera um incremento de aproximadamente 57,14% atingindo 22
milhGes de novos casos nas proximas duas décadas (FERLAY; FORMAN, 2014). Lesbes
neoplésicas sdo caracterizadas pela intensa proliferacdo celular desordenada associada a falhas
nos mecanismos de reparo e eliminacao celular, podendo acarretar danos biologicos aos tecidos
acometidos com possibilidade de metastase (HALL; GIACCIA, 2012).

A associacdo entre um diagnostico precoce e a indicacao de tratamentos eficientes como
a Radioterapia (RT), que emprega radia¢des ionizantes no combate as células neoplasicas torna-
se imprescindivel. Assim, se os efeitos nocivos da radiacdo ionizante acarretarem um dano
bioldgico as células neoplasicas superior ao dano indireto as células dos tecidos sadios
adjacentes, o tratamento radioterapico tem boa indicacéo e esta respaldado (DEB; FIELDING,
2009). Sabe-se que a radiacdo ionizante causa danos aos tecidos sadios e neoplasicos
indiscriminadamente e seus efeitos se manifestam de acordo com a radiosensibilidade inerente
das células, a cinética do tecido e a forma de organizacao celular (JELONEK et al., 2014).
Contudo, mesmo com a adogéo de protocolos rigidos para minimizacdo de danos bioldgicos
nos 6rgdos de riscos, garantindo uma cinética de reparo adequado em tecidos sadios, efeitos das
radiacOes ja foram identificados através de alteragfes principalmente no metaboloma protéico
e lipidico intracelular.

A metabolémica permite o estudo analitico de biomoléculas bem como seus produtos
finais e processos celulares envolvidos para sua sintese. Lipiddmica permite analisar
dinamicamente as alteragdes envolvidas referentes aos lipidios e os efeitos bioldgicos nos
tecidos irradiados (JELONEK et al., 2014). A categoria de lipidios mais abundantes sdo os
glicerofosfolipidios (PLs) presentes nas membranas bioldgicas e envolvidos na sinalizagéo,
regulacdo, proliferacdo e apoptose (WRIGHTET et al., 2004; BARTKE; HANNUN, 2009). A
utilizacdo de técnicas analiticas como a espectrometria de massas (Mass Spectrometry- MS)

64



permite a determinacdo de composi¢des elementares, estruturas moleculares e andlises
quantitativas e qualitativas de misturas complexas. Através da ionizacdo ambiente por uma
técnica baseada em dessorcdo por ionizacdo, denominada DESI (Desorption ElectroSpray
lonization), tecidos organicos podem ser submetidos a analise de seus componentes estruturais
tais como lipidios e proteinas, principalmente fosfolipides dos tecidos biol6gicos (COOKS et
al., 2006).

Recentemente, inimeras evidéncias de alteracbes no metaboloma foram constatadas
principalmente pelas alteracdes lipidicas nos tecidos. Parece evidente que RT pode induzir
alteracdes no metaboloma humano. Para aprofundar este conhecimento, o presente trabalho
revisa as alterages lipidicas de tecidos irradiados, em especial através da técnica de

espectrofotometria de massas com o objetivo de trazer uma luz sobre o tema.

3.2 Metodologia

Para a coleta de dados, foram consultados artigos entre o periodo de 2002 até fevereiro
de 2016, nas bases de dados Peridédicos CAPES, PUBMED (National Library of Medicine; The
Nationallnstituteof Health), MEDLINE (US National Library of Medicine), SCIELO (Scientific
Eletronic Library Online) e Science Direct. Na estratégia de busca, os descritores utilizados
foram dessorcéo por ionizacdo (DESI), espectrometria de massas, efeitos das radiacoes,
lipidios, radiacdo-y, radiacdo ionizante, metabolomica, lipidomica utilizados em cada base de

dados.

3.3 Resultados

3.3.1 Efeitos das Radia¢6es lonizantes no Tecido Bioldgico

A radiacdo ionizante é a radiacdo que apresenta energia suficiente capaz de provocar
excitacdo eletrénica e ionizacdo de moléculas acarretando na quebra de ligagdes quimicas nas
moléculas biologicas dos tecidos (YOSHIMURA, 2009). Raios gama (Ry) sdo radiacdes
emitidas de nuclideos radioativos, através das desintegragdes nucleares, ou de processos de
aniquilacdo de pdsitrons na matéria (MAIA et al., 2013). Raios gama sdo radiacGes de baixa
LET (Linear Energy Transfer) usualmente empregadas em RT que produzem ionizacgdo e

conseqiientemente radicais livres danificando os tecidos bioldgicos.
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Dose e taxa de dose séo essenciais na anélise da energia absorvida nos pacientes de RT.
A resposta clinica a um efeito deterministico esta diretamente relacionada a freqiiéncia e a taxa
de dose absorvida quando excedido um limiar de dose referente a sensibilidade do tecido
exposto ao respectivo efeito (KOLOMIYTSEVA et al., 2012)

Em células, a integridade da membrana é imprescindivel para garantir a sinalizacdo do
metaboloma protéico e lipidico. No entanto, a radiacdo ionizante induz a oxidag&o de lipidios
e proteinas pelas espécies reativas do oxigénio (Reactive Oxygen Species -ROS).

A peroxidacdo lipidica € um evento citotoxico definido por eventos bioquimicos
sucessivos desencadeados pelos radicais livres determinando a oxidacdo extensa de &cidos
graxos insaturados e membranas. Os subprodutos formados geram alteragdes estruturais e
funcionais na membrana celular acarretando alteracdo no fluxo de substrato inico e molecular
desencadeando diversos processos (ACKERSTAFF et al., 2003). Assim, radiacdes ionizantes
causam inibicdo da mitose, inducdo de apoptose ou ainda podem desencadear o0 processo de
reparo celular (WANG et al., 2009). AlteracBes radioinduzidas lipidicas e protéicas séo
esperadas.

Estudos ja demonstram que lipidios nucleares estdo implicados nos processos de
indugéo da tradugéo. A cromatina descondensada apresenta grande atividade sinalizadora sendo
rica em fosfolipides e colesterol em relagdo a cromatina condensada e inativa e pode ser medida
pela incorporacéo de 1,3- 24C-glicerol em lipidios nucleares. Fosfolipides da cromatina tém sua
atividade aumentada na fase "S" do ciclo celular (WANG et al., 2009). Neste caso, parametros
como massa do 6rgdo, quantidade total de RNA citoplasmatico, quantidade total da sintese
protéica foram adotados como critérios de mensuracdo da resposta metabolica e a atividade da
enzima ornitina descarboxilase (ODC) foi utilizada como marcador celular (WANG et al.,
2009). Em modelo in vivo, foi realizado a irradiagao Ry de ratos na dose de 2Gy em trés fracdes,
em uma semana, totalizando 6 Gy. Apds a terceira dose, a massa do timo foi reduzida a 1/3 de
sua massa original. A atividade da enzima ODC foi diminuida ap6sl hora do processo de
irradiacdo se elevando a niveis normais ap6s um periodo de 7dias. Foram observadas também
alteracdes radioinduzidas quantitativas e qualitativas dos lipidios. Houve reducédo nos niveis
séricos de lipidios nucleares: aumento de &cidos graxos e diminui¢do de fosfatidilcolina +
fofatidilserina (PC+PS) e fosfatidiletanamina (PE), de acordo sumario apresentado na Tab. 3.1.
O aumento de PE e PC sinalizam para 0 aumento da condensagdo de cromatina inativando a

RNA polimerase afetando diretamente os mecanismos de reparo celular (WANG et al., 2009).
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TABELA 3.1 - QUANTITATIVO E QUALITATIVO DE ACIDOS GRAXOS, COLESTEROL E
FOSFOLIPIDIOS EM TIMO APOS IRRADIACAO RT', EM RATOS A UMA DOSE
DE 6 GY (2 GY, 3 FRACOES POR SEMANA)

Lipidios Homogeneizado MNucleo Cromatina
Controle 66y Controle GGy Controle GGy
Acidos Graxos 63+ 2 7418 2112 50+ 6% 18,4412 35+ 2%
Colesterol 10,5201 10,8+ 0.2 9.6+0.2 9.3+ 0.3 5.9+ 0.5 5.4+ 01
Esfingomielina 1,32 02 1.4+0.4 1.2+ 03 1.1+ 0.4 1.1+ 0.5 0.8x01
Fosfatidilcolina + Fosfatidilserina 20.2+1.7 18.0+1.0 16.2+ 1.5 10,1+ 0_.1"l 227+10 154+ 0_.5"l
Fosfatidiletanamina 9.9+ 0.5 46+05 3.7+05 2,5+ 0_.2* 49+ 03 3.2+ 0_.1*
Cardiolipina 1.8+£0.5 1.4+ 0.4 1.9+ 0.3 1.4+ 05 0,9+ 02 1.0+ 0.2

Os valores sdo as médias de desvio padrdo de trés experimentos independentes. Para cada um, foram utilizados de
trés a cinco animais. A significAncia estatistica foi calculada pelo teste t-Student.

* Diferenca significativa sob comparacio pareada em p<0,05

FONTE: Adaptado de KOLOMIYTSEVA et al., 2012 [9].

RT é uma das principais modalidades terapéuticas no controle tumoral sendo necessario
compreender melhor as alteracdes do metabolismo p6s-RT. Através de um estudo analitico
percebeu-se que o metabolismo de fosfatidilcolina (PCs) e PLs esta alterados em células
neoplasicas aumentando o nivel sérico de seus precursores tais como colina e derivados como
lisofosfatidilcolinas (LPCs) (KANG et al., 2009). O metabolismo e o nivel sérico de PLs foi
alterado apds a exposicdo a radiacao ionizante (WANG et al., 2009). A irradiacdo local na
radioterapia induz a uma reposta do organismo que pode ser evidenciada pela alteracdo nos
componentes sericos sanguineos (COOKS et al., 2006). Como mostrado na Fig. 3.1. O grafico
evidencia os picos sericos dos fragmentos lipidicos separados pela sua relacdo m/z
demonstrando que a diferenca entre a intensidade dos picos bem como suas amplitudes reflete
a alteracdo qualitativa e quantitativa desses lipidios. Os efeitos das radiacdes ionizantes
induzem a reducdo nos niveis sericos de lipidios sanguineos, principalmente PC34, PC36,
PC38, LPC16 e LPC18 respaldado (DEB; FIELDING, 2009). Apoés a suspensédo do tratamento,
0s niveis séricos retornaram ao normal apds 1 — 2 meses respaldado (DEB; FIELDING, 2009).
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FIGURA 3.1 - PERFIL DE MASSA DOS LIPIDIOS SERICOS ANTES (A) E APOS A RADIOTERAPIA (B)
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FONTE: Adaptado de JELONEK et al., 2014.

3.3.2 A técnica de espectrometria de massas - DESI-MS

Espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite a completa analise
qualitativa e quantitativa de moléculas em compostos ou misturas através da determinacdo de
suas massas de seus componentes ionizados. A movimentacao dentro de um campo elétrico ou
magnético apresentara caracteristicas proprias e unicas da molécula devido a sua massa e carga
elétrica. A razao entre a massa/carga molecular é designada por m/z (mass to charge ratio) e
permite inferir e determinar sua composi¢do quimica e estrutural (BRAMER, 2016). DESI é
uma nova tecnologia de ionizagdo baseada nos conceitos do ESI (Electrospraylonization). Sua
principal caracteristica € que a amostra pode ser depositada em alguma superficie sem a
necessidade de preparo das amostras sendo chamada de ambient ionization, ou seja, a ionizacao
pode ocorrer fora do espectrometro. A superficie onde a amostra esta depositada recebe um jato
de spray, com solvente apropriado, em alta velocidade, provocando a dessorcao e ionizacéo do
analito e consequentemente transferéncia dos ions para fase gasosa. A caracterizacdo de
fosfolipidio é de extrema importancia devido a diversidade de funcdes celulares além da
possibilidade de ser utilizado como biomarcador em neoplasias (COOKS et al., 2006). A
utilizacdo do sistema de anélise de massas por DESI em modo fullscan em tecidos saudaveis e
tumorais demonstrou grande variacdo no conteldo de fosfolipidios entre os tecidos. Nesta
revisao, varios padrdes de fosfolipidios foram submetidos a analises por injecdo direta na fonte

de ESI-MS, para determinacédo de condi¢des ideais de ionizacdo e fragmentacao.
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3.4 Concluséao

Os efeitos das radiacdes ionizantes foram observados através das alteragcdes dos niveis
séricos de lipidios na literatura revisada. Mesmo com toda preocupacao em delinear o volume
tumoral através de técnicas conformacionais e a adogdo de protocolos de irradiacdo para
minimizagdo dos danos como o hipofracionamento de dose, torna-se necessaria uma avaliagéo
mais criteriosa do metaboloma para mensuracdo da toxicidade do tratamento. DESI-MS

demonstrou ser a técnica essencial para esta analise.
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4 - METODOLOGICAL ISSUES IN PROTEIN; LIPIDIC EXPRESSIONS IN BRAIN
TISSUE EXPOSED TO Co® BASED ON DESI/MALDI-MS

4.1 Introduction

The World Health Organization's International Agency for Research on Cancer
(IARC/WHO) has shown that cancer is a major cause of morbidity; mortality worldwide, with
about 14 million new cases; 8.2 million deaths directly related to neoplasias since 2012
(FORMAN; FERLAY, 2014). It is estimated that the number of annual cases will increase
approximately 57.14%, reaching 22 million new cases in the next two decades 2012
(FORMAN; FERLAY, 2014). Neoplasic malignant lesions are characterized by intense
disordered cell proliferation associated with mechanism failures in cell repair, apoptosis’s;
clonogenic control, which may lead to clinical physiological abnormal alterations, affecting the
organs, tissues; cells which hold the ability of infiltrations; metastases (HALL; GIACCIA,
2012).

The association of an early diagnosis; the prescription of efficient treatments, including
surgery, chemotherapy; radiation therapy (RT) becomes essential. Thus, if the harmful
deterministic effects of ionizing radiation (IR) provide the neoplasic clonogenic control with
acceptable deleterious effects in the adjacent healthy tissues, the RT holds a good indication; is
supported (DEB; FIELDING, 2009). It is known that IR causes non-selective damage to
healthy; neoplastic tissues; the intensity of its effects are manifested according to the inherent
cell radiosensitivity, tissue kinetics; the way of the cellular organization of the tissues
(JELONEK et al., 2014). However, even with the adoption of strict protocols to minimize
deleterious effects in organs of risk, ensuring adequate kinetics of repair in healthy tissues,
effects induced by IR, even in low doses, have already been identified through changes mainly
in the protein metabolite; intracellular lipids (ACKERSTAFF et al., 2003; WANG et al., 2009;
GABER, 2005).

The metabolomics allows the analytical study of biomolecules as well as their final
products; the cellular processes involved in their synthesis. Lipidomic analysis allows
dynamically identification of the changes involved in lipid expression induced by tissue’s
irradiation (JELONEK et al., 2014). The most abundant lipids are glycerophospholipids (PLSs)
present in biological membranes; involved in signaling, regulation, proliferation; apoptosis
(WRIGHTET al., 2004; BARTKE; HANNUN, 2006).The use of analytical techniques such as
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Mass Spectrometry (MS) allows the determination of elemental compositions, molecular
structures; quantitative; qualitative analyzes of complex molecular mixtures. Through DESI
(Desorption Electro Spray lonization); MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)
two ambient ionization techniques, organic tissues can be subjected to the analysis of their
structural components such as lipids (phospholipids) (COOKS et al., 2006); proteins,
respectively. The characterization of phospholipid is of extreme importance due to the diversity
of cellular functions besides the possibility of being used as a biomarker in neoplasms (COOKS
et al., 2006). The use of the DESI-MSI system in the full scan mode in both healthy; tumor
tissues showed a great variation in the content of phospholipids between the tissues, allowing
also decision making for surgical margins enlargement based on molecular information from
the quantitative analysis; qualitative analysis of lipids in the organs affected by neoplasias,
decreasing the chance of relapses; new surgeries to remove lesions (EBERLIN et al., 2014).
MALDI-MSI is being used to identify phospholipids, toxins from microorganisms,
identification of microorganism species; proteins in various tissues as transmembrane proteins
(CLARK et al., 2013; NICKLAY et al., 2013; EBERLIN et al., 2011; CHAURAND et al.,
2011). DESI-MSI presents numerous applications besides the obtaining of the lipid profiles of
normal; neoplastic tissues such as identification of metabolites in microbiology, falsification of
money; study of cerebral neurotransmitters (ANGOLINI et al., 2015; CORREA et al., 2016;
FERNANDES et al., 2016).

Recently, numerous evidences of alterations in the metabolome were verified mainly by the
lipid alterations in the tissues. It seems evident that RT can induce changes in the human
metabolome. To improve this knowledge, the present paper addresses some methodological
issues in brain protein; lipid's expressions, due to Co® exposition, based on DESI/MALDI-

MSI, lighting on the visibility of quantifying such molecular changes induced by IR.

4.2 Materials; Methods

4.2.1 Group selection

An amount of 15 healthy Wistar rats was selected, with an age of 11 weeks; body weight
between 300 + 15 g. The animals were divided in two groups: one control (n = 3), denominated
GC; another one submitted to total body irradiation (TBI), called GIR (n = 12) subdivided into

04 sub-groups containing 03 animals. The animals were submitted to the same photo period of
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12h day/night with free access to food; water. Animals of the same lineage, family, with the
same weight; age, were used to linearize the experiment, provided by the laboratory of the
Federal University of Minas Gerais, Central Bioterium. All experiments were previously
submitted; approved to CEUA-UFMG, protocol 339/2014, following standardization for

animal care; euthanasia.

4.2.2 Irradiation protocol

The animals of the GIR group (n=12) had their total body irradiated through the
exposition to a Co-60 source, all together placed in 6 boxes, with a 5 Gy absorbed dose, in the
Laboratory of Irradiation Gamma-LIG of the Center of Development of the Nuclear
Technology - CDTN. They were irradiated following a distinct time kinetics. The following
data were set: date of calibration of the Co-60 source on Oct.14™, 2013; activity at the date of
calibration of 43749.21 Ci; activity at the animal irradiation date of 26940.00 Ci; distance from
the chimney of 1.6 m; current dose rate of 87.91 Gy.h; applied dose of 5 Gy; exposure time
of (hr:mm:ss) 0:03:25.

4.2.3 Cryostat

The organs were transported on dry ice to avoid denaturation; losses of the tissue
components. The cuts were performed on the Leica CM1850 cryostat. Sagittal sections were
preserved preserving a cerebral hemisphere. The chosen hemisphere was sectioned at 12 um
thick; placed on the common foils for analysis by DESI. For MALDI, the cuts were with the
same thickness; however, they were deposited in special blades that conduct electricity, being
necessary the aid of a multimeter to identify the correct surface of analysis. After the cuts, the

slides were stored in the ultra-freezer at -80 ° C.

4.2.4 DESI

Immediately prior to analysis, plates with slide samples were transferred to a vacuum
desiccator until thawed. It was run for 15-20 min with care not to dehydrate excessively so as
not to reduce the effectiveness of the DESI. The best solvents were acetonitrile; N, N-

dimethylformaldehyde ACN:DMF (1:1) since they do not cause morphological changes. The
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infusion pump was adjusted with a flow rate of 3.5 pL.min™. The nitrogen nebulizer gas was
turned on at 160 psi pressure. The high voltage source was connected to the ion source; a voltage
of 5 kV applied. The mass spectra were acquired in the 200-1000 mass range., with an incidence
angle of ~ 54° between the source; the sample surface. The analysis was made by ThermoFisher

Scientific Q exactive Orbitrap MS. All process was represented on a picture below (Fig. 4.1).

FIGURE 4.1 - Representation of the Stages to Obtain the Images of the lons Generated By DESI

Organ
Collection

sample stage in air

4.2.5 MALDI

The matrix was dissolved in 60% can; 40% H20 with 0.2% Trifluoroacetic acid (TFA).
The matrix was sublimated; the slides were placed in the adapter. In order to optimize the
analyzes in the Maldi-TOF instrument from Autoflex 111 Smartbeam Bruker, the slides were
scanned to determine the scanning area limits. Laser shots (500) were applied (resolution of
150 um); the mass spectra acquired in a 1000-15000 mass range. The analysis was performed

using the FlexImaging 3.0 software (Fig. 4.2).
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FIGURE 4.2 - Representation of the Stages to Obtain the Images of the lons Generated By MALDI

H&E Histology
slides

4.3 Issues addressed on methodology

The protocols for matrix formation required for ionization in MALDI should be
reviewed; adjusted according to the type of sample. As illustration, the first MALDI processing
is presented in Fig. 1. It is a partial analysis of the images of a brain slice. The analysis was not
completed due to the following reasons: i) long analysis time; ii) the needs for calibration; iii)
interruption of the cleaning process in order to guarantee the reception of the signal at an
adequate intensity. Preliminary analyzes already showed characteristic spots of proteins in the

spectra that need proteomic protocols to be identified (Fig. 4.3).

FIGURE 4.3 - IMAGE OF A SAGITTAL BRAIN SECTION FROM AN IRRADIATED ANIMAL,
RECORDED ON A MALDI-TOF INSTRUMENT

Fonte: Arquivo pessoal
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The images’s production was directly dependent on the rigorous execution of the
methodological procedures. Innumerable interferences could impair the image’s generations;
protein; lipid analysis.

The main interferences in our MS methodology can be addressed, as follows:

I. Sterile material should be used in the organ’s extraction, without being washed directly with
detergent. Organs; instruments should be always watered with deionized water (Milli-Q water)
avoiding direct contact with the hands in order to avoid contamination with fatty acids of the
skin. The organs should be removed; frozen in the shortest possible time in order to preserve
the morphology; prevent enzymatic degradation. The brain must be withdrawn with extremely
careful by removing the temporal bone part; the meninges. Appropriate instruments must be
used to avoid fractures in the brain tissue, impairing the generation of full cutting sections.

I1. During the preparation of the foils, the direct contact with the skin should be avoided so that
no contamination of fatty acids with the sample occurs. An ideal cutting temperature for each
type of organ’s tissue must be checked. A negative temperature ranges from 15-25 °C should
be applied to the brain, heart; lungs; 10-15°C to gonads; 25-50 °C to kidney; liver (Leica
CM1850 technical reference). The Tissue-Tek OCT should not be overused to avoid
contaminating the tissues; making the samples unfeasible. The cuts should be adjusted to 12um
thickness; the glass plate was not used to capture the cut as it creates micro grooves that damage
the cut.

I11. Immediately before carrying out the analyzes, the slides should be transferred to a vacuum
desiccator for 15-20 min until thawed. It is necessary no excessive dehydration so as not to
reduce the effectiveness of the DESI. The defrost period can be used to start the machine.

IV. The following variables should be optimized, such as solvent type (DMF: ACN as 1:1),
solvent volume, solvent flow rates, gas pressure rate, nebulizing gas voltage, distance; angles
of the probe; the MS input capillary. The probe should be at a distance of 3 mm from the sample
surface; 5 mm input from the MS inlet capillary. The probe should be at an angle of 54° to the
surface of the sample; ~15° to the sample surface for optimal transfer of ions. The speed of the
infusion pump should be adjusted to obtain the optimum pixel for optimization; image.

V. The solvent with DMF (DMF: ACN) provided an increase in ion signal strength with a well-
defined spray area being ideal for imaging applications. Besides DMF is histologically
compatible with medical procedures allowing H; E histochemistry after DESI-MSI.
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VI. A heating element that surrounds the MS inlet capillary may improve the sensitivity by
desolvation of the charged analyst micro droplets, produced during ionization. A rope warmer
wrapped around the transfer capillary assembly should be maintained at 100 °C.

VII. It should be brought in mind that two factors influence the quality of the MALDI spectra:
the matrix; the technique used for matrix deposition. The choice of the stratigraphic matrix is
related to the analysis of a certain type of protein (intact, crosslinked, soluble, cleaved by
proteolysis). A mixture of two matrices is required to guarantee the good data acquisition with
better resolution (protein peaks more evident). We should also mention an important factor that
should be considered in MALDI that is the matrix deposition. Such matrix must be made with
thin layers without contaminants. The cleaning of the blade compartment must be carried out
carefully. A high-resolution optical image should be generated to determine scanning locations

for analysis; to verify alignment; positioning with the sample.

4.4 Discussions

The IR provides interactions to the organic molecules that present sufficient energy
capable of provoking electronic excitation; ionization, causing in the breakdown of chemical
bonds in the biological molecules of the tissues (YOSHIMURA, 2009). Gamma rays (Ry) are
emitted radiations of radioactive nuclides, through nuclear disintegrations, or of positron
annihilation processes in matter (MAIA et al., 2013). Gamma rays are low LET (Linear Energy
Transfer) radiations usually employed in RT that produce ionization; consequently, free
radicals damaging biological tissues. Dose; dose rate is essential in the analysis of energy
absorbed in RT patients. The clinical response to a deterministic effect is directly related to the
frequency; dose rate absorbed when exceeding a dose threshold relative to the sensitivity of the
tissue exposed to its effect (KOLOMIYTSEVA et al., 2012).

From literature, data from brain tissue of guinea pigs suggest a cellular response to
oxidative stress. Polyunsaturated fatty acids; cell membrane structural lipids are widely
susceptible to gamma irradiation damage causing alteration of permeability, cell signaling,
apoptosis (WANG et al., 2009; KOLOMIYTSEVA et al., 2012; GABER, 2005).

In cells, membrane integrity is imperative to ensure signaling of the protein; lipid
metabolome. However, IR induces the oxidation of lipids; proteins by Reactive Oxygen Species
(ROS).
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Lipid peroxidation is a cytotoxic event defined by successive biochemical events triggered
by free radicals determining the extensive oxidation of unsaturated fatty acids; membranes. The
by-products formed generate structural; functional alterations in the cell membrane causing
alteration in the ionic; molecular substrate flow, triggering several processes (ACKERSTAFF
et al., 2003). Metabolism; serum phospholipid levels (PLs) were altered following exposure to
ionizing radiation (WANG et al., 2009).

4.5 Conclusions

DESI can generate lipid spectra; MALDI protein spectra in brain tissues. Near future, it
will be possible to detect a change in the distribution; types of lipids; proteins between the
white; gray matter regions.

Thus, lipid-induced changes, especially in phospholipids; in cortical; spinal proteins
deserve greater detail; deepening in the attempt to elucidate the metabolic pathways that suggest
such expressions. With the possibility of identifying other lipids; proteins; the metabolic
pathways involved, we can contribute in the future to the use of metabolic markers of cellular
injury; to contribute to the review of certain radiotherapeutic protocols.

The experiments are still being adjusted to confer reliability on the large volume of data
generated. The high efficacy; qualitative; quantitative precision will allow a careful analysis of
the possible alterations found in irradiated tissues. To validate the experimental data will be
used statistical methods allowing the fingerprint of lipids; proteins obtained by DESI; MALDI
respectively, are duly compared; discussed with absolute safety; reliability.
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5 - MASS WEIGHT AND HISTOLOGICAL ANALYSIS OF THE EFFECTS OF
GAMMA RADIATION ON WISTAR MOUSE ORGANS

5.1 Introduction

The World Health Organization's International Agency for Research on Cancer (IARC /
WHO) has shown that cancer is the major causes of morbidity and mortality worldwide, with
about 14 million new cases and 8.2 million deaths directly related to neoplasm in 2012
(FORMAN; FERLAY, 2014). It is estimated that the number of annual cases will increase
approximately 57.14% reaching 22 million new cases in the next two decades (FORMAN;
FERLAY, 2014).

Cancer is characterized by the appearance of neoplastic lesions, cells that present intense
disordered cell proliferation associated with failure mechanisms in cell repair; elimination, may
cause biological damage to affected tissues with the possibility of metastasis (HALL;
GIACCIA, 2012). Oncological treatment is based on the tripod surgery, chemotherapy;
radiotherapy. Inevitably, a large proportion of cancer patients will need to undergo radiotherapy
at some time, thus exposure to radiation. Gamma radiation is a type of ionizing radiation (IR)
that can cause several cellular damages due to direct and/or indirect structural alterations due
to the rupture of interatomic; molecular bonds, determining morphofunctional changes (MAIA
et al., 2009).

Gamma rays are low LET (Linear Energy Transfer) radiations usually employed in RT that
produce ionization; consequently, free radicals damaging the biological tissues. Dosing; dose
rate is essential in the analysis of absorbed energy in RT patients. The clinical response to a
deterministic effect is directly related to the frequency; dose rate absorbed when exceeding a
dose threshold relative to the sensitivity of the tissue exposed to its effect (MAIA et al., 2009).
The primary focus is direct DNA damage of neoplastic cells resulting in the loss of their
clonogenicity. lonizing radiation causes direct DNA damage by rupturing structural bonds of
nitrogenous bases as well as indirect damage, triggered by the intense oxidative stress produced
by the increase of reactive oxygen species (ROS); by the formation of other free radicals, which
contribute to the lesions in DNA. However, changes in DNA sequencing; reading lead to
changes in the mechanisms of cellular repair, resulting in structural, molecular; metabolic
alterations. The cellular morphophysiological changes are responsible for both the clonogenic
inhibition; the induction of the apoptotic process. However, even if the deleterious effects of

82



ionizing radiation result in a biological damage superior to the neoplastic cells in relation to the
indirect damage submitted to the cells of adjacent healthy tissues, the radiotherapy remains
indicated; supported (DEB; FIELDING, 2009). It is known that ionizing radiation causes
damage to healthy; neoplastic tissues indiscriminately; its effects are manifested according to
the inherent radiosensitivity of cells, tissue kinetics; the form of cellular organization
(JELONEK et al., 2014). The deterministic effects of ionizing radiation are produced at high
doses above a threshold where the severity of the damage increases with the applied dose. The
probability of deterministic effect is zero for values below the dose threshold; with 100%
occurrence for values above the threshold of cellular sensitivity. Stochastic effects do not
present a dose threshold to occur, occurring in proportion to the radiation dose received, that is,
there is an increase in the probability of occurrence of certain biological effects (HAMADA,;
FUJIMICHI, 2014; BOLUS, 2001).

Studies of exposed humans and animals indicate that gamma radiation can affect a wide
variety of tissues, particularly those with higher levels of cellular turn-over; mitotic divisions
(DEANGELIS; GUTIN, 2002; SCHULTHEISS; STEPHENS, 1992). Non-specific changes
such as inflammation exudate; presence of mononuclear infiltrate; plasma cells are present in
all organs. However, it is necessary to identify the pathophysiological mechanisms responsible
for numerous adverse effects from the radiotherapy treatment. Thus we can mention the already
documented radio induced changes such as cerebral edema, radiation necrosis; cerebral atrophy,
neurocognitive deficits (LEE; CHENG, 1990), thickened bronchial wall; dilated alveolar space
(FAJARDO, 1992), pneumonitis; pulmonary fibrosis (GUNDERSON; TEPPER, 2015),
cardiomyopathy, myofibril reduction with fibrosis (JAFAR, 2011), hepatocytes with focal
necrosis; being able to develop hepatic disease induced by radiation (LEA, 2010), nephritis
with necrosis of the glomerular capillary; degeneration of the cellular lining of the proximal;
distal tubules (HALPERIN et al., 2013).

Thus, while cellular pathophysiological mechanisms are not fully understood, it is necessary
to review some radiotherapy protocols in order to attenuate the adverse effects induced by

radioinduced.
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5.2 Materials and methods

5.2.1 Group selection

Statistical analyzes were performed using the data of the body weight of 40 male albino
rats, 90 days old, of the Rattus norvegicus, Wistar line, with approximately 300 + 159 in weight.
However, only 12 rats were used to perform the histological analysis, divided into two groups:
one control (n = 3), called GC, another submitted to total body irradiation (TBI), called GIR (n
= 09). Thus, the irradiated group was divided into two groups to investigate the radioinduced
changes in the time Kkinetics of 04 days and 07 days for euthanasia. The 4-day group was
composed of 04 rats slaughtered after four days of exposure; Finally, the 7-day group consisted
of 05 rats, slaughtered after 7 days of exposure. The animals were submitted to the same period
of photos of 12h day / night with free access to food; Water. Animals of the same lineage,
family, of the same weight; age, were used to linearize the experiment, provided by the
laboratory of the Federal University of Minas Gerais, Bioterium Central. All experiments were
previously submitted; approved for CEUA-UFMG, protocol 339/2014, after standardization for

animal care; euthanasia.

5.2.2 Irradiation Protocol

The animals of the GIR group had their total body irradiated through the exposition to
a Co-60 source, all together placed in 4 boxes, with a5 Gy absorbed dose, in the Laboratory of
Irradiation Gamma-LIG of the Center of Development of the Nuclear Technology - CDTN.
They were irradiated following a distinct time kinetics. The following data were set: date of
calibration of the Co-60 source on Oct.14™, 2013; activity at the date of calibration of 43749,21
Ci; activity at the animal irradiation date of 26940,00 Ci; distance from the chimney of 1,6 m;
current dose rate of 87.91 Gy.ht; applied dose of 5 Gy; exposure time of (hr:mm:ss) 0:03:25.

5.2.3 Euthanasia and organ preservation

The animals were fasted without deprivation of water in the boxes. Each one was
submitted individually to the anesthetic procedure following CEUA protocol. The calculation

of the anesthetic solutions of 5% Ketamine; 2% Xylazine at the doses of 80mg of ketamine +
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15 mg of xylazine, both/kg of animal to be administered parenterally (intraperitoneal) was
carried out, maintaining the V/V ketamine/Xylazine (2:1) ratio. After the administration of the
anesthetics, tests were carried out to investigate the sedation; the consequent guillotining. A
portion of the removed organs were weighed, frozen in ice CO2 rapidly and stored at -80 ° C
to be subjected to the cryostat cut protocols. After all procedures, should start DESI-MS
analysis. The remainder of the organs of the groups 04 days; 07 days were weighed; fixed in

10% buffered formalin to make the cuts for confection of the histological slides.

5.2.4 Statics method

The Kruskal-Wallis test is a non-parametric alternative to the one-way ANOVA test,
used when the assumptions of normality or equality of variances are met. This test is used to
test the hypothesis of equality in location.

The hypotheses tested are: Distributions have the same location parameter; At least one
of the populations has a location parameter higher or lower than the others; The Kruskall-Wallis
test is based on the sum of the orders of the combined groups in ascending order. The smallest

observation has value 1, the next value 2 and so on.

5.2.5 Histological method

The tissues will be submitted to histological processing for the preparation of slides;
later observed; analyzed by light microscopy the routine histological technique consists of the
following steps:

A) fixation: interrupted the autolysis process when the material is placed in a Falcon 50 ml tube
containing 10% buffered formalin in volume 20x higher than the organ volume.

B) cleavage: reduce the size of the pieces to 3mm thick fragments to facilitate the penetration
of the fixative substance in a shorter time

C) processing: consisted of a preparation so that the pieces are later embedded in paraffin (or
similar products); cut into very thin slices, so that the tissue structures can be observed under
an optical microscope

Processing can be divided into:

-dehydration (removal of water so that the paraffin penetrates the tissue
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- ethanol (70, 95; 100% -substitution of alcohol by a product in which the paraffin has affinity;
dissolves as xylol)
- impregnation (substance that increases consistency; stiffness for cutting like paraffin)
- inclusion (embedded in paraffin wax)
- microtomy (4pm thick histological sections)
- staining; assembly with the majority of the slides using the bichrome combination considered
universal staining in histology; histopathology is hematoxylin; eosin (HE); few slides need a
special dye for structures to be visualized; analyzed.

The slides were observed under a common light microscope with a 400-fold increase,
evaluating the presence of the following pathological alterations: inflammatory cells, edema;

fibrosis; alterations in blood vessels by means of morphological analysis.

5.3. Results

5.3.1 Statistical analyzes of organ weights

Weights of the brain, heart, liver, lung, kidneys; gonads were observed in addition to
the total weight of the rats' bodies. The analyzes were done in the statistical software SPSS,
version 18. The level of significance considered was 5%.

The weights of the rats did not differ between the groups (Kruskal-Wallis non-
parametric test, p-value = 0.097), that is, with 95% confidence,

Table 5.1 summarizes the descriptive findings of organ weights; Tab. 5.2 represents the
Spearman Roh Coefficient. The tables demonstrate that the mass variation in the group of
irradiated rats was not statistically significant, indicating that the effects of irradiation did not

cause changes in body weight.
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TABLE 5.1 - DESCRIPTIVE STATISTICS OF THE TOTAL WEIGHT OF THE RATS, BY GROUPS

Descriptive Statistics
N Average Star}diard Variance CV (%) Minimum Maximum Percentile
deviation
Group v
Valid 25 50 75
Weight Control 7 316,43 46,88 2197,62 14,81 267,00 376,00 270,00 292,00 366,00
1 day 6 296,83 33,59 1128,57 11,32 246,00 345,00 274,50 296,50 321,00
2 day 6 279,83 19,91 396,57 7,12 249,00 297,00 258,75 287,50 296,25
4 day 10 310,80 18,62 346,84 5,99 263,00 329,00 306,50 316,00 321,25
7 day 11 311,18 19,20 368,56 6,17 275,00 345,00 301,00 311,00 323,00
Brain Control 7 1,89 0,15 0,02 7,78 1,71 2,09 1,75 1,92 2,00
1 day 6 1,85 0,10 0,01 5,42 1,72 2,01 1,79 1,82 1,93
2 day 6 1,88 0,06 0,00 3,43 1,78 1,96 1,83 1,88 1,93
4 day 10 1,93 0,10 0,01 5,32 1,83 2,20 1,87 1,90 1,94
7 day 11 1,96 0,08 0,01 4,29 1,84 2,11 1,89 1,98 2,02
Heart Control 7 1,02 0,22 0,05 21,45 0,80 1,34 0,87 0,89 1,31
1 day 6 0,88 0,05 0,00 5,85 0,81 0,94 0,82 0,87 0,93
2 day 6 0,88 0,07 0,00 7,66 0,80 0,99 0,82 0,88 0,93
4 day 10 1,03 0,19 0,04 18,88 0,75 1,32 0,89 0,97 1,18
7 day 11 1,07 0,30 0,09 28,57 0,87 1,87 0,91 0,94 1,02
Lung Control 7 1,64 0,23 0,05 13,85 1,29 1,93 1,47 1,61 1,90
1 day 6 1,58 0,74 0,55 46,84 1,16 3,08 1,19 1,29 1,87
2 day 6 1,63 0,26 0,07 15,74 1,23 1,85 1,35 1,73 1,83
4 day 10 1,69 0,34 0,11 19,86 1,37 2,39 1,45 1,52 1,89
7 day 11 1,92 0,46 0,21 24,09 1,38 2,58 1,47 2,01 2,37
Liver Control 7 11,36 2,31 5,36 20,37 9,13 14,35 9,56 9,80 14,11
1 day 6 10,82 1,57 2,48 14,55 8,42 13,13 9,53 11,07 11,78
2 day 6 10,46 1,36 1,85 12,98 8,17 11,82 9,36 10,69 11,70
4 day 10 12,48 1,49 2,22 11,94 9,47 14,04 11,36 13,09 13,69
7 day 11 12,00 1,53 2,34 12,74 9,73 14,58 10,72 12,06 13,27
Kidney Control 7 2,36 0,32 0,11 13,73 2,05 2,96 2,08 2,25 2,56
1 day 6 2,39 0,26 0,07 10,97 1,98 2,76 2,19 2,39 2,60
2 day 6 2,19 0,20 0,04 9,13 1,93 2,39 1,94 2,27 2,35
4 day 10 2,36 0,25 0,06 10,51 1,76 2,63 2,32 2,42 2,49
7 day 11 2,46 0,20 0,04 8,30 2,19 2,82 2,25 2,43 2,62
Testicles Control 3 3,22 0,06 0,00 1,87 3,18 3,29 3,18 3,19
4 day 4 3,07 0,14 0,02 4,46 2,94 3,24 2,95 3,04 3,21
7 day 5 2,78 0,18 0,03 6,42 2,63 3,05 2,65 2,68 2,95
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TABLE 5.2 - SPEARMAN'S COEFFICIENT OF RHO

Spearman's
Coefficient of
Rho

Weight  |Correlation 1,000 595" 509" 331 838" 728" 0,494
Coefficient
Sig. 0,000 0,001 0,037 0,000 0,000 0,103
(bilateral)
N 40 40 40 40 40 40 12
% Explained 100% 35% 26% 11% 70% 53% 24%
Brain Correlation 1,000 0,164 482" 466" 517" 0,287
Coefficient
Sig. 0,312 0,002 0,002 0,001 0,366
(hilateral)
N 40 40 40 40 40 12
% Explained 100% 3% 23% 22% 27% 8%
Heart Correlation 1,000 -0,091 537" 367] -0.105
Coefficient
Sig. 0,578 0,000 0,020 0,746
(bilateral)
N 40 40 40 40 12
% Explained 100% 1% 29% 13% 1%
Lung Correlation 1,000 0,241 ,330* 0,182
Coefficient
Sig. 0,135 0,037 0572
(bilateral)
N 40 40 40 12
% Explained 1% 6% 11% 3%
Liver Correlation 1,000 805" 608’
Coefficient
Sig. 0,000 0,036
(bilateral)
N 40 40 12
% Explained 1% 65% 37%
Kidney  [|Coeficiente 1,000 0,287
de
Correlagdo
Sig. 0,366
(bilateral)
N 40 12
% Explained 1% 3%
Testicles |Correlation 1,000
Coefficient
Sig.
(bilateral)
N 12
% Explained 1%

** The correlation is significant at the 0.01 level (bilateral).

*, The correlation is significant at the 0.05 level (bilateral).
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5.3.2 Histopathological analyses of organs

Histological slides stained with hematoxylin eosin (HE) were analyzed in a lower
magnification (100x) and higher magnification (400x) and observed the main characteristics
between the control group and the irradiated group.

5.3.2.1 Brain
FIGURE 5.1 - BRAIN 100x SLIDES

Brain - 100x

Control 04 days 07 days

FIGURE 5.2 - BRAIN 400x SLIDES

Brain - 400x

Control 04 days 07 days
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Fig 5.1 and Fig 5.2 - Brain slides from the irradiated group do not present changes such
as inflammatory lymphomononuclear infiltrates, edemas, vascular degenerations and areas of

Necrosis.

5.3.2.2 Lung

FIGURE 5.3 - LUNG 100x SLIDES

Lung - 100x

Control 04 days 07 days

FIGURE 5.4 - LUNG 400x SLIDES

Lung - 400x

Control 04 days 07 days
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Fig.5.3 and Fig. 5.4 - Lung plaques of the irradiated group do not present changes such
as inflammatory lymphomononuclear infiltrates, exudates, edema and thickening of the
bronchial wall.

5.3.2.3 Kidney

FIGURE 5.5 - KIDNEY 100x SLIDES

Kidney - 100x

Control 04 days 07 days

FIGURE 5.6 - KIDNEY 400x SLIDES

Kidney - 400x

Control 04 days 07 days
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Fig. 5.5 and Fig. 5.6: Irradiated kidney slides showed no signs of focal or diffuse
glomerulonephritis and no changes were observed such as inflammatory lymphomononuclear

infiltrate, capillary necrosis and cell degeneration in the proximal and distal tubules.

5.3.2.4 Liver

FIGURE 5.7 - LIVER 100x SLIDES

Liver - 100x

Control 04 days 07 days

FIGURE 5.8 - LIVER 400x SLIDES

Liver - 400x

Control 04 days 07 days

Fig 5.7 and Fig 5.8: Liver slides of the irradiated group with preserved architecture
formed by hepatocyte cords, sinusoid capillaries and centrilobular vein. No dilatation of
sinusoidal capillaries, areas of focal necrosis, and cellular degeneration with vacuolated

hepatocytes were observed.
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5.3.2.5 Heart

FIGURE 5.9 - HEART 100X SLIDES

Heart - 100x

Control 04 days 07 days

FIGURE 5.10 - HEART 400X SLIDES

Heart - 400x

Control 04 days 07 days

Fig 5.9 and Fig 5.10: Heart laminations of the irradiated group demonstrate preservation
of skeletal striated muscle structure without the presence of myofibrillar degeneration, without
areas of myofibrils necrosis and without areas of fibrosis.
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5.4 Discussion

lonizing radiation has enough energy to cause electronic excitation; ionization, causing
the breakdown of chemical bonds in the biological molecules (DNA, lipids, proteins) of tissues
(YOSHIMURA, 2009). Gamma rays are low radiations commonly used in RT that produce
ionization with ROS (reactive oxygen species). Dose; Dose rate is essential in the analysis of
absorbed energy in patients with RT. The clinical response to a deterministic effect is directly
related to frequency; absorbed dose rate exceeding a dose limit relative to the sensitivity of the
tissue exposed to the effect (KOLOMIYTSEVA et al., 2012). The results demonstrate that in
the kinetics of time given, it is not possible to evaluate possible tissue damages and it is
necessary to carry out a methodology capable of evaluating molecular metabolic alterations.
Polyunsaturated fatty acids as well as the structural lipids of cell membranes are widely
susceptible to damage caused by gamma irradiation. Lipid peroxidation is a cytotoxic event
defined by successive oxidations of fatty acids and membranes. The by-products formed
generate structural and functional damage to the cell membrane causing change in ionic flow
(ACKERSTAFF et al., 2003) and metabolism. Thus, it is possible to identify some radioinduced
changes such as changes in serum phospholipid (PL) levels, selective permeability alteration
and cellular signaling and, finally, increased signaling to trigger apoptosis (WANG et al., 2009;
KOLOMIYTSEVA et al., 2012; GABER, 2005).

5.5 Conclusion

The effects of ionizing radiation should be better identified and understood. Although
there are no macroscopic and microscopic changes evident, it is necessary to go even deeper
into the metabolic analysis techniques in order to understand the mechanisms that can alter the
structures and the cellular function. Thus, in the radiotherapy treatments, the responses of the
tissue countless times can go unnoticed or even appear long after the moment of exposure. Even
with all concern about delineating tumor volume through conformational techniques, it is
necessary to understand the mechanisms of metabolic alterations to minimize part of the side
effects. In the near future, the possibility of biomarkers of toxicity in radiotherapy should be
investigated to ensure greater safety and quality of life for the pacemaker.
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6 — ALTERACOES LIPIDICAS EM TECIDO CEREBRAL EXPOSTO A RADIACAO
DE BAIXA LET

6.1 Introducao

O cérebro apresenta uma alta propor¢édo de lipidios estruturais e metabolicos ataundo na
homeostase modulando a neurotransmissao, plasticidade sindptica, canais id6nicos, expressao
génica e inflamacdo (HORROCKS, et al., 2004; BAZINET, et al., 2014; CERMENAT]I, et al.,
2015). A regulagdo do lipidoma ainda esta mal compreendida.

A identificacdo e a analise das interagcbes com outras moléculas e demais metabolitos,
permite compreender melhor a resposta celular frente aos estimulos externos. Assim, as
modernas técnicas de espectrometria de massas permitem avaliar as inumeras alteracfes
quantitativas (intensidade) e qualitativas (conformacional, distribuicdo espacial e cinética de
resposta). DESI-MS permite a formacdo de imagens permitindo definir areas anatdbmicas de
interesse pela distribuicdo das inumeras classes de lipidios no tecido cerebral tais como acidos
graxos (FA- fatty acids), glicerofosfolipidios (GP), glicerolipideos (GL), esfingolipidios (SP) e
lipidios esterdis (ST) (Eberlin et al., 2011). Fosfolipidios, esfingolipidios e glicerolipidios
podem sem detectados em tecidos como coracéo, rim e cérebro (MURPHY, et al., 2008; IFA,
etal., 2010).

Lipidios cerebrais estdo envolvidos nos processos de sinalizacdo intracelular com
implicacdes na neurotransmissédo além de sua participacao na proliferacéo celular, crescimento
e neuroprotecdo (OSBORNE; MEUNIER, 2001). Além disso, existem receptores especificos
que desencadeiam sinalizacdo intracelular assemelhando-se a "neuropeptideos”, podendo ser
denominados como "neurolipidios” constituindo, assim, uma nova classe de neurotransmissores
no sistema nervoso (ANLIKER; CHUN, 2004). A biossintese de neurolipideos esta relacionada
ao metabolismo de fosfolipidos de membrana, controladas por enzimas especificas,
principalmente fosfolipases (GAITS et al., 1997). A distribuicdo das diferentes espécies de
lipidios nas diversas regides cerebrais (neurdnios, glia, oligodendrocitos, tratos nervosos,
vasculares pericitos dentre outras) aponta para uma especializacdo dessas células em areas
discretas e nucleos no cérebro (CHAN et al., 2012; GUAN et al., 2006; LAM et al., 2014; LEE
et al., 2009).

As especies reativas do oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) causam a

peroxidacdo lipidica determinando a oxidacdo extensa de acidos graxos insaturados e
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membranas. Os subprodutos formados geram alteragcOes estruturais e funcionais na membrana
celular acarretando alteragéo no fluxo de substrato i6nico e molecular desencadeando diversos
processos tais como inibicdo da mitose e inducdo de apoptose (ACKERSTAFF et al., 2003;
WANG et al., 2009). Acidos graxos poli-insaturados e lipidios estruturais de membrana celular
sdo amplamente suscetiveis aos danos da irradiacdo gama causando alteracdo da
permeabilidade, sinalizacdo celular e apoptose.

A espectrometria de massa pode detectar e analisar produtos de lipidios oxidados pela
perda um grupo hidroperoxi ou hidroxi. Apds um trauma de cranio (TBI) foi detectado um
aumento de marcadores de peroxidacgdo lipidica tais como F2-isoprostano e malondialdeido, no
tecido cerebral, liquor (CSF) e soro ap6s TBI experimental e clinico (HOFFMAN et al., 1996;
LEWEN et al., 2000; ROOF; HALL, 2000; BAZAN, 2006; TYURIN et al., 2000; KASPRZAK
et al., 2001; BAYIR et al., 2002; SINGH et al., 2006; SEIFMAN et al., 2008). Fosfolipidos
altamente abundantes, como o PC e fosfatidiletanolamina, ndo foram substratos para oxidagéo
enquanto os menores fosfolipidos aniénicos eram substratos preferidos para oxidacdo (BAYIR
etal., 2007; TYURIN et al., 2008).

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Principais reagentes

DESI

- Dimetilformamida ( DMF);

- Acetonitrila(ACN);

- Metanol;

- Etanol ;

- Nitrogénio gas nebulizador (N>) .
Eutanésia

- Eter etilico;

- Cetamina a 5%;

- Xilazina a 2%;

- Agua Deionizada (Milli-Q);

- Solvente apolar de cadeia longa (n-pentano, n-hexano ou n-heptano);
- Gelo seco (CO2 ~5Kag.
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Laminas Histoldgicas

- Formaldeido 37-40% tamponado;
- Fosfato de Sédio Monobaésico;

- Fosfato de Sadio Dibaésico;

- Hematoxilina;

- Eosina solivel em agua;

- Alcool Etilico 70%, 80%, 90% e 100%;
- Alimen de am6nio ou potassio;

- Agua destilada;

- Oxido vermelho de mercurio;

- Acido acético;

- Xilol;

- Parafina.

Laminas criogénicas
- Tissue-Tek O.C.T.

6.2.2. Principais equipamentos

- EPI (01 6culos, 01 jaleco ou roupa de procedimento, 01 caixa de luvas de procedimento);

- Instrumentos Cirdrgicos (01 Hemostatica, 02 pingas reta, 01 pinca dente de rato, 01 tesoura
cirdrgica curvada ponta romba, 01 tesoura cirdrgica curava ponta fina, 01 tesoura cirargica reta
ponta fina, 01 tesoura cirdrgica reta ponta romba, 01 alicate, 01 espatula curva);

- 01 cuba grande e rasa polipropileno para cirurgia dos animais ;

-Guilhotina;

-Balanga de precisdo analitica (pesagem dos 6rgéos);

-Balanga comum (pesagem dos animais);

- Folhas de papel aluminio;

- 01 placa de petri;

- Zip-Lock pequeno (180 unidades);

- Caneta retroprojetor ponta porosa para identificacéo;

- 04 Beckeres (02 para a eutanasia e 02 para congelamento dos 6rgaos no isopor com gelo seco);

- 02 Seringas hipodérmicas de 1mL com 02 agulhas intramusculares 25x08mm;
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- Caixa de isopor;

- 09 Caixas de polipropileno com grade e bebedouro para manutencdo em bioteério;
- Luvas de protecao (construcéo civil) para manipulacdo dos animais;

- Sacos plasticos de lixo comum;

-Sacos pléasticos para descarte de produtos bioldgicos;

- Planilha impressa para registro do peso dos animais e dos érgdos para cada animal;
- Placa de Petri;

- Forno a 85°C;

-Sublimador com bomba de vacuo;

- Ultra Freezer -80°C;

- Criostato Leica CM-3050S;

- DESI-MS ThermoFisher Scientific Q exactive Orbitrap MS.

6.2.3 Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar
Hannover de 11 semanas, com massa variando entre 250 g e 300 + 15 g adquiridos do Centro
de Bioterismo da UFMG (CEBIO). Para linearizar as varidveis foram utilizados animais da
mesma linhagem, familia, com mesmo peso e idade. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, sob condi¢des constantes de temperatura, umidade e fotoperiodo de 12 horas,
com livre acesso a alimentacdo e 4gua. Todos os experimentos foram realizados com 0s animais
sob anestesia geral induzida por injecdo intramuscular de uma associagcéo de cetamina 5%
(0,2mL para cada 100g de peso corporal) e xilazina 2%(0,1mL para cada 100g de peso corporal)
com relacdo em V/V Cetamina/Xilazina: 2:1, conforme os protocolos anestésicos sugeridos
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal. Os experimentos com animais ocorreram
mediante a aprovacio do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (CETEA - UFMG), (Protocolo nimero 339/2014—- ANEXOS B, C e D).

6.2.4 Metodologia e procedimentos

Agrupamento. Foram utilizados 40 ratos Wistar saudaveis, com faixa etaria de 11 semanas e
peso corporal entre 300 £ 15 g, com livre acesso a agua e a alimento com foto periodo de 12 h.

Os animais foram divididos em dois grupos: um controle (n=7), denominado GC, e outro
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submetido a irradiacdo de corpo inteiro, denominado GIR (n=33). Para linearizar as variaveis
foram utilizados animais da mesma linhagem, familia, com mesmo peso e idade, providos

pelo biotério da Universidade Federal de Minas Gerais.

Protocolo de Irradia¢do. Os animais do grupo GIR (n = 33) foram submetidos a TBI (Total
Body Irradiation — TBI ) através da exposic¢do a uma fonte Co-60, todos juntos colocados em 6
caixas, com uma dose absorvida de 5 Gy, no Laboratdrio de Irradiagdo Gamma-LIG da Centro
de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear - CDTN. Eles foram irradiados ap0s uma cinetica
de tempo distinta. Os seguintes dados foram definidos: data de calibracdo da fonte Co-60 em
14 de outubro de 2013; Atividade na data de calibragdo de 43749,21 Ci; Atividade na data de
irradiacdo do animal de 26940,00 Ci; Distancia da chaminé de 1,6 m; Taxa de dose atual de

87,91 Gy.h-1; Dose aplicada de 5 Gy; Tempo de exposi¢édo de (hr: mm: ss) 0:03:25.

Procedimento de eutanasia

Alguns cuidados foram tomados durante todo o processo. Os animais foram mantindos
em jejum sem privacdo de 4gua nas caixas. Toda a bancada foi limpa previamente colocando-
se apenas as balangas, caixa de polipropileno para pesagem, 0s instrumentais cirdrgicos, a cuba
de polipropileno para cirurgia e a guilhotina. Todo o material foi lavado em agua Milli-Q a fim
de se retirar residuos de detergente. A caixa de isopor tinha gelo seco (~2kg) juntamente com
02 beckeres com n-heptano (-78°C) para congelamento instantaneo e preservagdo da anatomia
dos 6rgdos. Os zip-locks foram previamente identificados para cada tipo de orgdo. Foi
necessario calibrar e tarar duas balancgas diferentes. Para a pesagem dos 6rgaos, foi utilizada
uma balanca analitica (calibrada) e a segunda com maior capacidade, foi separada para registrar
0 peso dos animais. Os calculos de preparacédo das solugdes anestésicas de Cetamina e Xilazina
foram realizados cuidadosamente tendo por base o peso do animal aferido: foi utilizado uma
dose de 80mg de cetamina + 15mg de xilazina, ambas /kg de animal

Via de Administracdo: Via parenteral, IP (Intraperitoneal) ou IM (Intramuscular)

A cetamina é comercializada a 5% e a 10% e a xilazina a 2% e a 10%. Para efeito de
calculo da dose foi ministrada foi calculada em mg/ml. A dose de cetamina a 5%; (50mg/ml)

utilizada 0,2mL (10mg) para cada 100g de peso corporal e a dose de xilazina a 2% (20mg/ml)
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foi de 0,075mL ~0,1mL (2,0mg) para cada 100g de peso corporal. (Ambas em seringas de 1ml).
Foi estabelecido a relagdo em V/V Cetamina/Xilazina: 2:1

Os anestésicos foram retirados do refrigerador 30 min antes do inicio dos experimentos.
Foram utilizadas luvas de protecdo para realizacdo do procedimento anestésico via IP com a
dose ja calculada previamente. Apds a completa hipnose do animal, confirmado através de
estimulos, a cabeca foi posicionada na guilhotina e seccionada com um Unico movimento. A
cabeca foi transferida rapidamente par auma cuba onde se iniciaram as manobras de trepanagéo
da caixa craniana. O processo devera foi realizado com o0 méaximo de cuidado e evitou-se a as
fraturas no tecido cerebral o que inviabilizaria os cortes no criostato para a confecgdo de
laminas. Foi retirado a pele da cabeca com a tesoura de ponta final, retirado o excesso da coluna
cervical e iniciado a abertura pela parte posterior e pelas laterais correspondentes a regido
temporal humana. Com um alicate foi rerirado a calota superior para expor o encéfalo e assim
foi retirado a dura—mater e pia-mater para evitar possiveis fratura no tecido cerebral. Com uma
pinga foi seccinado os nervos da base e retirado delicadamente todo o encéfalo diretamente
sobre a placa de petri. O encéfalo foi colocado em cima do papel aluminio ja& com a balanca
previamente ligada, calibrada e tarada, pesado e registrado o peso do o6rgdo na planilha,
colocado imediatamente no becker com n-heptano para realizar o congelamento imediato,
aguardado uns 10s e retirado o 6rgdo para o zip-lock correspondente e deixado dentro do
préprio isopor para manutencéo até o armazenamento definitivo em freezer -80°C.

O procedimento para os demais 6rgdos, foi realizado da mesma forma: a pesagem e
congelamento imediatos, registro na planilha e armazenamento no zip-lock para estocagem
provisoria no isopor contendo gelo seco e posterior transferéncia para 0 armazenamento
definitivo em freezer -80°C.

Foi evitado o contato direto com as amostras pois inimeros contaminantes como acidos
graxos da pele e detergentes usados para lavar os materiais sdo potentes agentes de interferéncia
durante as anélises. Foi utilizado luvas para manuseio de todo o material que foi previamente

lavado e abundantemente imerso e enxaguado em &gua Milli-Q

Confeccao das laminas (Criomicrotomia)

Laminas
-2 pinceis extrafino longo (01 sintético e 01 natural) e 01 pincel grosso

-Laminas para criostato descartavel para corte histoldgico perfil alto 818 Leica
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- 01 Tubo Tissue-Tek O.C.T

- Luvas de procedimento

- Laminas para histologia

- Sacos plasticos para descarte de material descartavel e biologico
- Caixa de isopor com gelo seco (~5kg)

- Porta Laminas 02 caixas de 50 laminas J-Prolab

- Placas Poliméricas FlexiMass DST para MALDI

As seguintes etapas foram seguidas:

1. Foi congelado rapidamente todo o tecido em um freezer (- 80°C) até a confeccdo das
laminas no criostato. Foi ajustado o micrétomo Leica CM3050-S para a temperatura de
(= 30°C) e a espessura desejada para a lamina entre 12-18 pum (14 um em média). Foi
observado a necessidade de colocagédo do tecido no pedestal 30 min antes de se iniciar
0s cortes para que o tecido atingisse a temperatura local (OT: temperatura do cabegote
da amostra; CT: temperatura da cAmara do criostato). Foi ligado o aparelho e verificado
a temperatura da camara criostatica para que o ajuste da temperatura fosse realizado
conforme o tipo de tecido, de acordo com a Tab. 6.1 abaixo. Teve-se o cuidado de ndo
se tocar diretamente na superficie dos 6rgdos e das laminas a fim de evitar
contaminagfes com &cidos graxos da pele na composicdo e distribuicdo quimica
tecidual. Todos os 6rgdos a serem utilizados foram mantidos no isopor com gelo seco e
deve ser retirado e colocado na camara fria do criostato para que atinja a temperatura
estabelecida. As laminas prontas devem ficar na cdmara fria até sua transferéncia
definitiva para o porta laminas e o seu retorno para o freezer -80°C.
As laminas foram montadas de modo que os 6rgdos nao ficassem paralelos ja que o
DESI deve ser otimizado. Durante a otimizacdo um dos cortes seria afetado pelo
solvente e 0 gés de arraste sendo que o ideal seria colocar cada corte em posi¢Oes opostas

na lamina
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TABELA 6.1 - TEMPERATURAS IDEAIS PARA CADA TIPO DE ORGAO NO CRIOSTATO

Tecido 10 — 15(°C negativos) | 15 - 25(°C | 25 -50(°C negativos)
negativos)

Cérebro g

Coragao o

Pulméo o0

Figado D2

Rins o2
Gonadas o o

Foi aplicado aproximadamente 0,5 mL Tissue-Tek O.C.T na base do pedestal circular
em que serd fixado o tecido para realizacdo das sec¢Oes. Teve-se o cuidado de nédo
utilizar Tissue-Tek OCT em excesso pois a contaminacdo da amostra interfere na
formacéo dos ions nas analises para obtenc¢édo das imagens.

Foi calgado luvas de procedimento e separado 02 navalhas: a primeira foi separada e
utilizada para separagdo dos hemisférios cerebrais e a segunda foi colocada no cabecote
lembrando sempre de ter o cuidado para ndo bater o pincel na navalha. As navalhas
foram separadas e identificadas para uso posterior.

Os zip-lock com os 6rgdos a serem utilizados foram deixados dentro da cémara
criostatica e o restante foi mantido em isopor com gelo seco

Foi colocado algumas laminas que seriam utilizadas dentro da camara criostatica ja
devidamente higienizadas para que estabelecam um equilibrio térmico com a camara
criostatica.

Foi colocado o hemisfério cerebral seccionado desejado em cima do Tissue-Tek OCT
até a sua completa solidificacéo

Foi colocado o disco da amostra no cabecote e iniciado o shaving até se obter cortes
uniforme e sem ranhuras.

N&o foi utilizado a placa de vidro para captura do corte pois as irregularidades nas
bordas poderiam produzir ranhuras danificando a superficie do corte para ionizacgéo.

A otimizacdo do corte em relacdo a inclinacdo frontal e lateral do cabecote, ldminas

novas, velocidade do corte e temperatura do cabecote e da amostra foi fundamental o
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

gue determinou uma 6tima qualidade do corte. A manivela foi girada continuamente
para que ndo houvesse micro fraturas ou perda do corte (corte esfarelado).

No inicio, foi desenrolado a ponta cuidadosamente, e deixado que se prendesse no pincel
para que a manivela pudesse ser girada manualmente em uma velocidade constante para
se obter um corte uniforme. N&o foi pressionado o corte com o pincel, ocorreu uma
uma aderéncia e o corte foi desenrolafo suavemente.

Quando ocorria fraturas, foi colocado o dedo com a luva levemente em cima da amostra
sem pressionar, aumentando um pouco a temperatura e minimizando a ocorréncia de
fraturas

O corte foi aberto e deixado em cima da superficie préximo a navalha e virado de ambos
os lados para que congele e adquira consisténcia aberta, sendo colocado posteriormente
com extremo cuidado sob a lamina.

Assim que corte foi posicionado sob a lamina, colocou-se a Id&mina no pulso para que
ocorresse a adesdo com o choque térmico e em seguida a lamina foi retornada para a
camara criostatica para reestabelecimento da temperatura de congelamento
Identificou-se a ldmina e foi retornada para a caixa de laminas

Cuidado, com a contaminacdo do material, os acidos graxos da pele poderiam ter
contaminado as amostras. Foi evitado qualquer tipo de toque direto nas laminas, para
gue os acidos graxos ndo ficassem nas ponstas das luvas e fossem transferidos para as
amostras. Caso haja suspeita de contaminacao trocar luvas e lamina. As laminas do
criostato foram trocadas todas as vezes que as amostras de animais
controle/experimentais, do mesmo érgdo eram trocadas. As laminas foram limpas com

papel toalha.

PROTOCOLOS DESI

Imediatamente antes de proceder as andlises, as laminas foram transferidas para um

dessecador a vacuo por 15-20 min até descongelar com o cuidado de ndo desidratar
excessivamente para nao reduzir a eficacia do DESI. O periodo de descongelamento pode ser
utilizado para iniciar o equipamento. A otimizacgdo do aparelho foi fundamental para se obter
imagens com Otima qualidade e resolucdo preservando-se as estruturas anatdmicas. Testes
foram realizados para se analisar inimeras variaveis como solvente ideal (DMF:ACN), fluxo

da bomba de infusdo (fluxo continuo garante um bom impacto e um tamanho efetivo do pixel),
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volume de solvente na bomba para realizacdo de toda a varredura, pressao do gas nebulizador
de nitrogénio, voltagem aplicada a fonte de ions, angulos de incidéncia/saida. A sonda do
analisador de massas estava a uma distancia de 3mm da superficie da amostrae 5 mm de entrada
do capilar de entrada do MS e também manter um angulo de entrada de 55° em relacdo a
superficie da amostra. Os ions dessorvidos estavam a um angulo de saida de aproximadamente
15° em relacdo a superficie da amostra para transferéncia 6tima de ions. O solvente com
DMF:ACN proporcionou um aumento na intensidade do sinal dos ions com uma area de spray
bem definida sendo ideal para aplicacdes de imagem além de ser histologicamente compativel
com procedimentos médicos permitindo a histoquimica H&E ap6s DESI-MS Imaging. Foi
calculado as posicdes “X” e “Y”” e com a fonte nebulizador e a bomba de solventes desligados,
observou-se se durante a varredura, se a area medida e selecionada estava compativel sem que

nenhuma regido fosse cortada.

Parametros de otimizacao DESI final:

Solvente: DMF:ACN (1:1)
- Tenséo aplicada no spray de 5kV
- Taxa de fluxo de solvente de 3,5ul/min
- Fluxo: (ul/s): 458,93
- Resolucéo de 70.000
- AGC Target: 5e°
- Tempo méximo de injecdo: 200 ms
- Temperatura do capilar: 300°C
- Presséo de 175 psi de gas nebulizador N>
- Full MS, modo ion negativo [M-H-]
- Massas na faixa de m/z 200 — 1000
- Angulo incidéncia de 54° entre a fonte e a superficie do analito
- S-Lens RF level: 100

Imagem Tecidual
Foi instalado os programas nas seguintes ordens:

- BIOMAP: o IDL foi instalado primeiro para depois ser instalado o Biomap
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- Xcalibur: foi instalado o Foundation 3.0 primeiro para depois ser instalado
0 Xcalibur (o antivirus foi desabilitado para se evitar o travamento da
instalacdo)

- Prosolia FireFly: foi realizado a instalagéo direta.

Todo o trabalho foi desenvolvido com os softwares de dominio pablico. Os softwares
registrados foram obtidos juntamente com a aquisi¢do do espectrometro de massas.

6.3 Resultados

Apds a aquisicdo das imagens dos ions provenientes do tecido cerebral de ratos Wistar
pode-se perceber alteracGes pertinentes entre o grupo controle e o irradiado. Teve-se o cuidado
de avaliar as regides centrais a fim de se estabelecer um padrdo de comparacdo. Abaixo pode-
se perceber o espectro gerado em um ponto pertencente a linha 46 do grupo controle, onde

foram destacados alguns ions selecionados, conforme ilustra a Fig. 6.1 abaixo:

FIGURA 6.1 - ESPECTRO DO CONTROLE (C2)
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A Fig. 6.1 mostra os principais ions constituintes e formadores do perfil lipidico cerebral. As
setas indicam os ions selecionados com alteragdes mais significativas

Foram inGmeros ions com seus respectivos isémeros, isotopos e isotopblogos
observados na andlise. Diferengas sutis foram obervados em vérios ions, contudo, foi
selecionado os principais ions marcadores, com diferengas substanciais na intensidade e na area

topografica expressa, sendo relacionados na Tab. 6.2 abaixo:
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TABELA 6.2 - PRINCIPAIS LIPIDIOS QUE APRESENTARAM ALTERAGOES ENTRE OS GRUPOS E
ENTRE OS ANIMAIS IRRADIADOS

lons marcadores (m/z)

600.513 749.528
607.471 774544
608.525 794.622
625.514 856.508
652.552 868.529
687.497 901.544
689.535 902.547
713.512 914.693
726.544

6.3.1 Andlise da distribuicdo topogréafica cerebral dos ions

6.3.1.1 Andlise da distribui¢ao topografica cerebral dos ions no controle

Os ions foram selecionados tendo por base as alteragdes nas distribuicbes regionais

percebida pela intensidade dos ions nas imagens adquiridas. Para realizar a comparacao entre o

tecido cerebral controle e experimental com as respostas teciduais na respectiva cinetica de

tempo (24hr, 48hr, 96hr e 1 semana), as intensidades dos ions foram devidamente equalizadas

para fins de comparacdo. A Tabela 6.3 demonstra as principais areas regionais dos ions

selecionados do grupo controle:
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TABELA 6.3 - DISTRIBUICAO TOPOGRAFICA CEREBRAL DOS IONS CONTROLE (C2)

m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte presente nas regides olfatoria,
isocortex, hipocampo, nicleos da hase e drea subcortical

600.513 ; o
(claustro e nucleo endopiriforme)
Lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na
regido cerebral que compreende bulbo olfatorio,
607.471 B isocortex, hipocampo, nucleos da base e area subcortical
(claustro e nticleo endopiriforme)
m/z Imagem do ion Topografia cerebral
Lipidio constituinte em baixa intensidade  disperso na regido
608.525 Sl cerebral que compreende isocdrtex, nucleos da base e area
subcortical (claustro e nicleo endopiriforme)
Lipidio constituinte em baixa intensidade  disperso na regido
625.514 8 ccrebral que compreende isocdrtex (giro orbital), nicleos da

base e drea subcortical (claustro e nicleo endopiriforme)
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m/z Imagem do fon Topografia cerebral

Lipidio constituinte em baixa intensidade  disperso na regido
cerebral que compreende isocortex, nlcleos da base, area

652.552 subcortical (claustro e niicleo endopiriforme) e hipotalamo

Lipidio constituinte presente principalmente nas regioes do
isocortex, hipocampo, nicleos da base e area subcortical
E (claustro e nlcleo endopiriforme) e regido do tilamo
(hipotalamo em maior intensidade)

687.497

m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte em grande intensidade presente
principalmente nas regides das fibras dos tratos nervosos
préximo ao hipocampo, cerebelo, nicleos da bases e tronco
encefalico (ponte, bulbo e mesencéfalo).

689.535

Lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na regido
cerebral que compreende isocértex, hipocampo, nicleos da
: , s hase, mesencéfalo (coliculos superior sensorial e motor e
713.512 I o e T . REX coliculo inferior), rombencéfalo que compreende a ponte
: . (nucleo tegmental laterodorsal e substincia pontinha cinzenta
central) e o bulbo (ndcleo vestibular medial)
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m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte presente principalmente nas regides do
isocortex, hipocampo, mesencéfalo (toda a regido central e
coliculo superiores sensorial e motor), ponte (ndcleo tegmental
reticular, niicleo reticular pontinho e complexo olivar superior) e
bulbo (toda a regido), regido do talamo (pontualmente na area
superior, exceto hipotalamo), bulbo olfatdrio (externo a area
granular), fibras do cerebelo e nucleo do cerebelo.

726.544

Lipidio constituinte presente principalmente em todo cérebro
(area olfatdria, isocortex, area subcortical, nucleos da base,
hipocampo), difusamente no talamo e mesencéfalo e em
algumas areas do rombencéfalo e cerebelo.

749.528

m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte presente principalmente nos lobulos
cerebelares (culmina, l6hulo central, declive, pirdmide e Gvula),
mesencéfalo (substdncia cinzenta periaquedutal), regido
retrohipocampal {subiculo), nicleos da base difusamente (mais
intenso no nicleo septal lateral caudal e rostral) e difusamente
no isocortex (area orbital frontal e somatomotora), talamo e
hipotélamo.

774.544

 Lipidio constituinte presente principalmente em todo cérebro
(area olfatoria, isocortex, area subcortical, nicleos da base,
exceto hipocampo), difusamente no talamo e pontualmente no
hipotalamo, mesencefalo e difusamente nos lobulos cerebelares,
| ponte (ntcleo tegmental laterodorsal e substancia pontinha
cinzenta central) e o bulbo (nucleo cuneiforme, ndcleo do trato
solitario, nicleo vestibular espinhal, ndcleo vestibular medial).

794.622
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m/z Imagem do fon Topografia cerebral

Lipidio constituinte presente principalmente em no isocdrtex,
_ nicleos da hase — tubérculo olfatério, hipocampo, difusamente
856,508 i t 5 fe no talamo/hipotalamo, mesencéfalo (substancia periaquedutal
: ' cinzenta) e difusamente nos lobulos cerebelares.

Lipidio constituinte presente principalmente em nos lobulos
IE=® ccrebelares (culmina, 16bulo central, declive, pirdmide e dvula).

868.529

m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte presente principalmente no isocortex (area

901.544 frontal orhital e area olfatdria) com baixa intensidade.

Lipidio constituinte presente em baixa intensidade difusamente

902.547 & no encefalo.
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m/z Imagem do ion Topografia cerebral

Lipidio constituinte em grande intensidade presente
principalmente nas regides das fibras dos tratos nervosos
914.693 1 R wt B proximo ao hipocampo, cerebelo, niicleos da bases e tronco

e ; encefalico (ponte, bulbo e mesencéfalo), tendendo a se limitar na
regido do bulbo, ponte e mesencéfalo e nicleos da hase.

6.3.1.2 Andlise da distribuicdo topografica cerebral dos ions pos-radiagdo em cinética
temporal

As imagens selecionadas evidenciam os principais lipidios que sofreram alteracdo na
intensidade e na sua distribuicdo ap0s os tecidos sadios serem submetidos a exposicao da

radiacdo gama. Percebe-se as seguintes alteracdes vistas nos lipidios selecionados:

FIGURA 6.2 - [ON 600.513

Controle | 12h | 48h | 96h |

01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente nas regides olfatoria,

isocortex, hipocampo, nicleos da base e area subcortical (claustro e nacleo endopiriforme)
Alteracoes:

> lrradiados 24 e 48hrs: verificou-se um aumento da intensidade do sinal

principalmente no hipocampo, éarea olfatéria poupando a regido central
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Controle

correspondente a camada granular do bulbo olfatorio, isocortex principalmente
no lobo frontal correspondente ao giro orbital e parte da area somatomotora
superior.

Novas areas: surgimento na area hipotalamica, mesencefalo (coliculos superior
sensorial e motor, coliculo inferior e substancia periaquedutal), rombencéfalo
qgue compreende a ponte (nucleo tegmental laterodorsal e substancia pontinha
cinzenta central) e o bulbo (nucleo cuneiforme, nucleo do trato solitario, nucleo
vestibular espinhal, nicleo vestibular medial, nacleo reticular lateral e nucleo
reticular paragigantocelular)

Irradiados 96hrs e 1 semana: diminuicdo da intensidade indicando uma
diminuicdo dos lipidios em todas as areas supracitadas, inclusive com o

desaparecimento por completo das novas areas registradas

FIGURA 6.3 - [ON 607.471

| 12h | 48h | 96h | 01semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na

regido cerebral que compreende bulbo olfatoério, isocortex, hipocampo, ndcleos da base e area

subcortical (claustro e nucleo endopiriforme)

Alteracoes:

>

Irradiados 24 e 48hrs: verificou-se um aumento da intensidade do sinal
principalmente no hipocampo (apenas para o 24hrs), area olfatéria e no

rombenceéfalo (bulbo e ponte).

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: diminuicdo da intensidade indicando uma

diminuicdo dos lipidios e aumento de intensidade pontual na &rea hipocampal

para o irradiado com 1 semana
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FIGURA 6.4 - [ON 608.525

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicéo espacial no controle: lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na
regido cerebral que compreende isocortex, ndcleos da base e area subcortical (claustro e nucleo
endopiriforme)

Alterac0es:

» lrradiados 24 e 48hrs: verificou-se um aumento da intensidade do sinal
principalmente na area hipotalamica, ndcleos da base, na area somatomotora no
isocdrtex e pontualmente em algumas regifes na rea olfatoria.

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: diminui¢do da intensidade indicando uma

diminuicdo dos lipidios

FIGURA 6.5 - [ON 625.514

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicéo espacial no controle: lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na
regido cerebral que compreende isocOrtex (gi orbital), nucleos da base e area subcortical
(claustro e nucleo endopiriforme)

Alteracoes:
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> lrradiados 24 e 48hrs: verificou-se um aumento da intensidade do sinal
principalmente na &rea hipotalamica, ndcleos da base, na &rea somatomotora no
isocortex e pontualmente em algumas regides na area olfatoria.

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: diminuicdo da intensidade indicando uma

diminuicéo dos lipidios

FIGURA 6.6 - [ON 652.552

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicéo espacial no controle: lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na
regido cerebral que compreende isocortex, nucleos da base, area subcortical (claustro e nucleo
endopiriforme) e hipotadlamo

Alterac0es:

» lrradiados 24 e 48hrs: verificou-se um aumento da intensidade do sinal
principalmente na area hipotalamica, ndcleos da base, na area somatomotora no
isocdrtex e pontualmente em algumas regibes na rea olfatoria.

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: diminuicdo da intensidade indicando uma

diminuicéo dos lipidios

117



FIGURA 6.7 - [ON 687.497

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente nas
regibes do isocortex, hipocampo, nlcleos da base e area subcortical (claustro e nicleo
endopiriforme) e regido do talamo (hipotdlamo em maior intensidade)

Alteracoes:

Irradiados 24 e 48hrs: verificou-se uma diminuigéo abrupta na intensidade desse
lipidio em todas as regides ocorrendo até mesmo o seu desaparecimento por
completo nas amostras com 24hrs. Ja& nas amostras de 48hrs verificou-se um
aumento da intensidade do sinal incluindo novas regides:

Novas areas: principalmente no hipocampo, area olfatoria poupando a regido
central correspondente a camada granular do bulbo olfatério, nicleos da base
inferiormente (ndcleo olfatério e globo palido), mesencéfalo (coliculo superior
sensorial), rombencéfalo que compreende a ponte (ndcleo tegmental laterodorsal
e substancia pontinha cinzenta central) e o bulbo (nucleo cuneiforme, ndcleo do
trato solitario, ndcleo vestibular espinhal, nacleo vestibular medial)

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: diminui¢do da intensidade indicando uma
diminuicdo dos lipidios em todas as areas supracitadas, inclusive com o
desaparecimento por completo das novas areas registradas. Amostras 96hrs
ainda observou uma certa intensidade no hipocampo e bulbo (nicleo
cuneiforme, nucleo do trato solitario, nucleo vestibular espinhal) e nas amostras
1 semana observou uma certa intensidade no hipocampo, isocoOrtex area

somatomotora, e pontualmente na area olfatdria.
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FIGURA 6.8 - [ON 689.535

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte em grande intensidade presente
principalmente nas regides das fibras dos tratos nervosos proximo ao hipocampo, cerebelo,
nucleos da bases e tronco encefalico (ponte, bulbo e mesencéfalo).

Alterac0es:

» Irradiados 24 e 48hrs: verificou-se uma diminuicdo abrupta na intensidade desse
lipidio em todas as regiGes ocorrendo até mesmo o seu desaparecimento por
completo nas amostras com 24hrs. J& nas amostras de 48hrs verificou-se um
aumento da intensidade do sinal incluindo novas regides:

Novas &reas: principalmente area olfatdria (ndcleo olfatorio anterior), nucleos
da base inferiormente (nucleo olfatério e globo palido) e hipotalamo.

» Irradiados 96hrs e 1 semana: Nas amostras 96hrs verificou-se uma diminuigédo
da intensidade indicando uma diminuig&o dos lipidios em todas as novas areas
supracitadas. Ainda se um aumento da intensidade na regido das fibras préximas
a ponte e na regido do bulbo (nucleo reticular lateral e ndcleo reticular
paragigantocelular). Amostras 1 semana observou uma diminuicdo geral em
todas as areas acentuadamente permanecendo mais intenso pontualmente na area

do ndcleo da base (globo pélido).
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FIGURA 6.9 - [ON 713.512

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicéo espacial no controle: lipidio constituinte em baixa intensidade disperso na
regido cerebral que compreende isocortex, hipocampo, nucleos da base, mesencéfalo (coliculos
superior sensorial e motor e coliculo inferior), rombencéfalo que compreende a ponte (nlcleo
tegmental laterodorsal e substancia pontinha cinzenta central) e o bulbo (nucleo vestibular
medial)

Alterac0es:

» lIrradiados 24 e 48hrs: Nas amostras 24hrs verificou-se uma diminuicdo abrupta
na intensidade desse lipidio em todas as regides ocorrendo até mesmo o seu
desaparecimento por completo permanecendo pontualmente na regido do bulbo
(ndcleo vestibular medial). J& nas amostras de 48hrs verificou-se um aumento
da intensidade do sinal nas regifes supracitadas, incluindo novas regides.

Novas &reas: principalmente area olfatoria, nucleos da base inferiormente

(nucleo olfatorio e globo palido) e bulbo (nucleo reticular lateral e nudcleo
reticular paragigantocelular).

» lrradiados 96hrs e 1 semana: Amostras 96hrs diminuicdo da intensidade
indicando uma diminuic&o dos lipidios com focos de intensidade maior nas areas
supracitadas da ponte e bulbo. Amostras 1 semana apresentando diminuicéo

difusa do lipidio
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FIGURA 6.10 - [ON 726.544

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente nas
regibes do isocortex, hipocampo, mesencefalo (toda a regido central e coliculo superiores
sensorial e motor), ponte (ndcleo tegmental reticular, nicleo reticular pontinho e complexo
olivar superior) e bulbo (toda a regido), regido do tdlamo (pontualmente na area superior, exceto
hipotalamo), bulbo olfatério (externo a &rea granular), fibras do cerebelo e nucleo do cerebelo.

Alteracoes:

» Irradiados 24 e 48hrs: Amostras de 24hrs verificou-se uma diminuicdo abrupta
na intensidade desse lipidio em todas as regides permanecendo apenas na regido
de ponte (ndcleo tegmental reticular, nacleo reticular pontinho e complexo
olivar superior) e bulbo (toda a regido), e fibras do cerebelo e nucleo do cerebelo.
Ja nas amostras 48hrs verificou-se uma diminuicao da intensidade ponte (nucleo
tegmental reticular, nicleo reticular pontinho e complexo olivar superior) e
bulbo (toda a regido), e fibras do cerebelo e nucleo do cerebelo e o surgimento
em novas areas.

Novas &reas: principalmente area olfatoria, nucleos da base inferiormente

(nucleo olfatério e globo palido), isocortex, e area hipotalamica.

» lrradiados 96hrs e 1 semana: Amostras 96hrs percebe-se um aumento da
intensidade e a restauracdo dos lipidios nas mesmas areas supracitadas do
controle inclusive com o desaparecimento por completo das novas areas

registradas. Amostras 1 semana diminuigdo geral em todas as areas.
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FIGURA 6.11 - [ON 749.528

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente em todo
cérebro (area olfatoria, isocortex, area subcortical, ndcleos da base, hipocampo), difusamente
no tdlamo e mesencéfalo e em algumas areas do rombencéfalo e cerebelo.

Alterac0es:

» Irradiados 24 e 48hrs: Amostras de 24hrs verificou-se uma diminuicdo abrupta
na intensidade desse lipidio em todas as regides permanecendo apenas na regido
da area olfatoria, nucleos da base e hipotdlamo e difusamente no rombencéfalo
e cerebelo e nucleo do cerebelo. Ja nas amostras 48hrs foi observado aumento
da intensidade na area olfatoria, nucleos da base, hipotadlamo, mesencéfalo
(coliculo inferior)

Novas Areas: regido da tvula do cerebelo e bulbo (nicleo vestibular medial,
nacleo do trato solitario, ndcleo dorsal moto do nervo vago, nucleo reticular
intermediario).

» Irradiados 96hrs e 1 semana: Amostra 96hrs verificou-se uma diminui¢cdo na
intensidade do sinal e um maior espalhamento principalmente em cerebelo e
bulbo (nucleo vestibular medial, ndcleo do trato solitario, nacleo dorsal moto do
nervo vago, ndcleo reticular intermediario). Amostra 1 semana diminuicéo da

intensidade do lipidio em todas as areas.
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FIGURA 6.12 - ION 774.544

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente nos
I6bulos cerebelares (culmina, l6bulo central, declive, pirdmide e Uvula), mesencéfalo
(substancia cinzenta periaquedutal), regido retrohipocampal (subiculo), nucleos da base
difusamente (mais intenso no nucleo septal lateral caudal e rostral) e difusamente no isocértex
(&rea orbital frontal e somatomotora), talamo e hipotalamo.

Alteracoes:

» lIrradiados 24 e 48hrs: Amostras de 24hrs verificou-se uma diminuicdo abrupta
na intensidade desse lipidio em todas as regides permanecendo apenas na regido
do hipotalamo, nucleos da base (nucleo accumbens), e nos l6bulos cerebelares.
Ja nas amostras 48hrs foi observado aumento da intensidade na area olfatoria,
nucleos da base (globo pélido, substancia inominada, nucleo accumbens,
tubérculo olfatério), hipotadlamo e nos lébulos cerebelares (culmina, I6bulo
central, declive, piramide e Gvula).

» Irradiados 96hrs e 1 semana: Amostra 96hrs verificou-se uma diminui¢cdo na
intensidade do sinal mantendo a intensidade nos l6bulos cerebelares (culmina,
I6bulo central, declive, piramide e Gvula). Amostra 1 semana diminuicdo da

intensidade do lipidio em todas as areas.
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FIGURA 6.13 - [ON 794.622

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente em todo
cérebro (area olfatoria, isocortex, area subcortical, ndcleos da base, exceto hipocampo),
difusamente no talamo e pontualmente no hipotalamo, mesencéfalo e difusamente nos lobulos
cerebelares, ponte (ndcleo tegmental laterodorsal e substancia pontinha cinzenta central) e o
bulbo (nucleo cuneiforme, ndcleo do trato solitario, nucleo vestibular espinhal, nucleo
vestibular medial).

Alteracoes:

» Irradiados 24 e 48hrs: verificou-se uma diminuicdo abrupta na intensidade desse
lipidio em todas as regides para as duas amostras, mais pronunciadamente na
amostra de 48hrs.

» Irradiados 96hrs e 1 semana: Amostra 96hrs verificou-se um discreto aumento
difusamente na regido cerebelar. Amostra 1 semana diminui¢do da intensidade
do lipidio em todas as areas com manutencdo de um pequeno foco na area

olfatéria
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FIGURA 6.14 - ION 856.508

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente em no

isocortex, nacleos da base - tubérculo olfatério, hipocampo, difusamente no
talamo/hipotalamo, mesencéfalo (substancia periaquedutal cinzenta) e difusamente nos I6bulos
cerebelares.

Alterac0es:

» Irradiados 24 e 48hrs: Amostra 24hrs verificou-se uma diminuicdo abrupta na
intensidade desse lipidio em todas as regifes. Ja para a amostra de 48hrs houve
um aumento de intensidade pronunciadamente na area olfatoria, tubérculo
olfatério e hipotalamo.

» lrradiados 96hrs e 1 semana: verificou-se uma diminuicdo abrupta na
intensidade desse lipidio em todas as regides para as duas amostras, mais

pronunciadamente na amostra de 1 semana.

FIGURA 6.15 - [ON 868.529

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana
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Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente em nos
I6bulos cerebelares (culmina, 16bulo central, declive, piramide e Gvula).
Alteracoes:

» lIrradiados 24, 48, 96hrs e 1 semana: verificou-se uma diminui¢do progressiva

da intensidade desse lipidio em todas as regides para as todas as amostras.

FIGURA 6.16 - 1ON 901.544

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente principalmente no

isocOrtex (area frontal orbital e area olfatdria) com baixa intensidade.

Alteracoes:

» Irradiados 24 e 48hrs: Amostra 24hrs verificou-se um aumento na intensidade
do lipidio na area olfatéria, isocdrtex (area frontal orbital e area retroesplénial e
hipocampo), tdlamo e hipotalamo, I6bulos cerebelares (culmina, I6bulo central,
declive, piramide e Gvula) e bulbo (nucleo vestibular espinhal, ndcleo do trato
solitario e nucleo cuneado). O aumento da intensidade ainda foi mais pertinente
para a amostra 48hrs nas mesmas regides supracitadas.

» lIrradiados 96hrs e 1 semana: Amostra 96hrs verificou-se um aumento ainda
maior na intensidade do lipidio na area olfatdria, isocortex (area somatomotora,
area olfatoria, area visual , area frontal orbital e éarea retroesplénial e
hipocampo), tdlamo e hipotalamo, mesencéfalo (coliculos superiores sensoriais
e motores, coliculo inferior e substancia periaquedutal cinzenta), 16bulos
cerebelares (culmina, I6bulo central, declive, piramide e tvula), ponte (nucleo

tegmental laterodorsal e substancia pontinha cinzenta central) e o bulbo (nucleo
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Controle

cuneiforme, nucleo do trato solitario, ndcleo vestibular espinhal, nucleo
vestibular medial). Amostra 1 semana diminuic¢do abrupta na intensidade desse
lipidio em todas as regides permanecendo com intensidade no isocortex (area
somatomotora, area olfatdria, area visual, area frontal orbital e area

retroesplénial e hipocampo), nicleos da base e talamo.

FIGURA 6.17 - [ON 902.547

| 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicdo espacial no controle: lipidio constituinte presente em baixa intensidade

difusamente no encéfalo.

Alteracoes:

>

Irradiados 24 e 48hrs: Amostra 24hrs verificou-se um aumento na intensidade
do lipidio na area olfatoria, nacleos da base (tubérculo olfatério), tadlamo e
hipotdlamo, I6bulos cerebelares (culmina, l6bulo central, declive, piramide e
uvula) e bulbo (nucleo vestibular espinhal, ndcleo do trato solitario e nucleo
cuneado). O aumento da intensidade ainda foi mais pertinente para a amostra
48hrs nas mesmas regides supracitadas.

Irradiados 96hrs e 1 semana: Amostra 96hrs verificou-se uma diminui¢do na
intensidade do lipidio na area olfatoria, tdlamo e hipotdlamo, mesencéfalo
(coliculos superiores sensoriais e motores, coliculo inferior e substancia
periaquedutal cinzenta), l6bulos cerebelares (culmina, I6bulo central, declive,
piramide e Gvula) e o bulbo (nucleo cuneiforme, nucleo do trato solitario, nicleo
vestibular espinhal, nacleo vestibular medial). Contudo houve aumento de
intensidade no isocortex (area somatomotora, area frontal orbital e area
retroesplénial e hipocampo). Amostra 1 semana verificou-se uma diminuigdo

abrupta na intensidade desse lipidio em todas as regifes permanecendo com
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intensidade no isocortex (area somatomotora, area frontal orbital e &rea

retroesplénial e hipocampo), nicleos da base.

FIGURA 6.18 - [ON 914.693

Controle | 12h | 48h | 96h | 01 semana

Distribuicéo espacial no controle: lipidio constituinte em grande intensidade presente
principalmente nas regides das fibras dos tratos nervosos proximo ao hipocampo, cerebelo,
nucleos da bases e tronco encefalico (ponte, bulbo e mesencéfalo), tendendo a se limitar na

regido do bulbo, ponte e mesencéfalo e nicleos da base.

Alterac0es:

» Irradiados 24 e 48hrs: verificou-se uma diminuicdo abrupta na intensidade desse
lipidio em todas as regifes, mas mantendo a intensidade principalmente na
regido de ponte, bulbo, tdlamo e regido retrohipocampal nas amostras com
24hrs. J& nas amostras de 48hrs verificou-se um aumento da intensidade do sinal
incluindo novas regides:

Novas areas: principalmente area olfatdria (nucleo olfatério anterior), nucleos
da base inferiormente (ndcleo olfatorio e globo palido), hipotalamo e bulbo
(nucleo reticular lateral e nucleo reticular paragigantocelular).

» Irradiados 96hrs e 1 semana: Em ambas as amostras a diminuicdo da intensidade
do sinal em todas as regides supracitadas, incluindo as novas areas. Parte dos
lipidios se concentra no tronco encefalico, mas em baixa intensidade. Amostras

1 semana observou uma diminuicao geral em todas as areas acentuadamente.
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6.4 Discussao

A obtencdo das imagens permitiu observar a distribuicdo espacial de determinados
lipidios em algumas regides cerebrais especializadas e responsaveis por determinadas funcgdes.
Tomando-se por base a distribuicdo dos ions m/z 726,544 e m/z 774,544 foi realizado a
superposic¢do das imagens adquiridas do controle e redimensionadas para a mesma escala de
tamanho das imagens neuroanatémicas, obtendo-se 0s seguintes resultados, conforme ilustram

as Fig. 6.23 e 6.24 respectivamente, abaixo:

FIGURA 6.19 - AREAS DE DISTRIBUICAO DO LIPIDIO M/Z 726,544
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O lipidio m/z 726, 544 identificado como fosfatidiletanoamina PE(18:1p/18:1), encontra-se
distribuido espacialmente nas regides de bulbo, ponte, area motora do mesencéfalo, talamo,
isocortex nas areas somatomotor e sensorial, dispersos na area central do bulbo olfatorio e no

nucleo do cerebelo e nas fibras cerebelares. Software utilizado: GIMP, dominio publico.

FIGURA. 6.20 - AREAS DE DISTRIBUICAO DO LIPIDIO M/Z 774,544

0.00E

O lipidio m/z 774,544 identificado como fosfatidiletanoamina PE(18:0p/22:6), encontra-se
distribuido espacialmente na area motora do mesencéfalo, difusamente no isocértex
preponderante na area somatomotora, corpo estriado (ndcleo da base), area retro-hipocampal,
talamo e hipotdlamo e também presente no parénquima cerebelares. Software utilizado: GIMP,

dominio publico.
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As imagens demonstram que ocorre uma alteracdo na expressdo de lipidios
regionalmente e em sua intensidade. Dentre as hipoteses mais plausiveis que poderiam elucidar
parte da resposta celular seriam:

a) Lesdes e ruptura na dupla fita de DNA, alterando a expresséo e regulacdo metabolémica;
b) Alteracdes nos mecanismos regulatorios positivos/negativos de reparo celular;
c) Oxidagdo de lipidios e fragmentagdo em sua estrutura.

Ao se realizar a identificacdo dos lipidios com as areas de distribuicdo serd possivel a
producgdo de um atlas neuroanatomico por espectrometria de massas facilitando o estudo e a
compreensdo de possiveis doencas neurodegenerativas.

A analise por espectrometria de massas apenas foi o ponto de partida que permitiu
alavancar pesquisas clinicas para a avaliacdo das alteraces moleculares decorrentes da
exposicao a radiacdo ionizante. Os déficits neurocognitivos poderdo ser melhor compreendidos
e avaliados associando o imageamento molecular (DESI-MS) com a obtengdo de imagens
neurofisioldgicas (PET-RN). A PET/RM multimodal pode fornecer informacao funcional de
interesse, facilitando a identificacdo de padrdes degenerativos especificos de doenca de
Parkinson, atrofia multissistémica, paralisia supranuclearprogressiva e degeneracdo
corticobasal (AFAQ, et al., 2013).
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CAPITULO 7 - CONCLUSOES

Apols a investigacdo experimental, a obtencdo dos resultados analiticos e de
imageamento por DESI-MSI, é possivel afirmar que a radiacdo induz alteracdes metabolémicas
no perfil lipidico cerebral. O perfil lipidico ainda necessita ser mais bem avaliado por técnicas
de massas sequencias MS/MS para que seja possivel identificar as principais moléculas no
perfil lipidico cerebral. A metaboldmica da radiacdo necessita maiores estudos a fim de
desvendar os mecanismos fisioldgicos e moleculares radioinduzidos. Varias possibilidades
foram apontadas tais como lesdo direta do DNA, formacdo das ROS induzindo a ruptura das
ligagBes intermoleculares do DNA, oxidacdo lipidica, alteracdo nos mecanismos sinalizacdo
para reparo celular e molecular e alteragcdes micro estruturais intracelulares. Torna-se necessario
aprofundar ainda mais nas rotas metabolicas e na identificacdo dos principais biomarcadores de
injuria no tratamento radioterapico de neoplasias cerebrais. Assim, serd possivel em breve
compreender melhor e intervir para minimizar os temidos déficits neurocognitivos que
inevitavelmente causam lesdes permanentes afetando diretamente na diminuicao da qualidade

de vida dos pacientes.
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ANEXOS

ANEXO A

8 - AVALIACOES EM ALTERACOES NA CONCENTRACAO DE METAIS EM
TECIDOS IRRADIADOS IN VIVO

8.1 Introducgéao

Os metais essenciais desempenham funcdo fundamental na manutencdo da saude do
corpo, por causa de seu papel nas funcdes enzimaticas e horménios. Algumas deficiéncias
nutricionais sdo capazes de suprimirem algumas fungdes estruturais e metabdlicas das células
e da imunidade humoral. Também tém um grande efeito sobre o desenvolvimento normal do
sistema imune. Por isso, adicionar alguns desses metais como cobre, zinco e selénio na
alimentacdo pode ser necessario para uma imunidade adequada (HAWAS, 2013b).

O ferro é elemento essencial para proliferacdo das células imunes e o cobre para a
fosforilagdo oxidativa, atividade antioxidante celular, formacdo dos tecidos conjuntivos,
funcBes neuroldgicas e o metabolismo do proprio Fe. O zinco atua como cofator de mais de
300 enzimas influenciando a funcionalidade de diversos orgaos e tendo efeito secundario no
sistema imune, onde é essencial para sua integridade. Da mesma forma, o Zn é um elemento
critico no crescimento e diferenciagdo celular, necessario para a sintese de DNA, para a
transcricdo do RNA e ativacdo celular (HAWAS, 2013). Pela sua importancia, o interesse dos
cientistas na mensuracdo das concentracfes de metais nos tecidos vivos e o entendimento da
forma como a alteracdo desses valores pode ocasionar disfunc¢des e doengas tém aumentado
(PARR; TAYLOR, 1964).

As alteracbes biologicas em consequéncia a exposicdo a radiacdo ionizante ocorrem
devido a uma série de fatores fisicos, quimicos, bioquimicos e a resposta celular iniciada logo
apos a deposicdo da energia da radiacdo no meio. Essa energia absorvida é em geral maior do
que as energias de ligagdo de varias moléculas do corpo e pode levar a ionizagdo das moléculas.
O tempo decorrido da deposicao energética, dissociacdo e ionizacdo molecular é da ordem de
1012 segundos. Como a agua é o principal constituinte das células €, basicamente, a ionizacio

desta molécula que gera as espécies primarias com alta reatividade e baixa meia vida, como o
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radical de hidroxila OHe, que irdo mediar as rea¢des quimicas danosas aos componentes
bioldgicos como a membrana celular, enzimas, proteinas e o proprio DNA (SOULE et al., 2007).

Como consequéncia, a exposicdo a radiacdo de pacientes pode levar a modificagdes
genéticas e efeitos deterministicos deletérios graves, que dependerdo da tolerancia limiar do
organismo, do tipo de radiacdo e das doses e taxas de doses envolvidas. Os sintomas clinicos
imediatos indicativos da toxidade da radia¢do ionizante em tratamentos radioterapicos incluem:
nausea, emese, parotidite, xerostomia, dor de cabeca, fadiga, mucosite, diarreia e perda de
apetite. De forma tardia, poderdo aparecer pneumopatias, doenca veno-oclusiva hepatica,
disfuncdo renal, catarata, hipotireoidismo, infertilidade e neoplasias secundérias. Esses efeitos
colaterais de risco de curto e longo prazo demandam um acompanhamento clinico de
oncologistas e radioterapéutas (WOLDEN et al., 2013).

Deste modo, faz-se necessario analisar a fundo as diversas alteracGes nas concentracdes
de metais, em termos teciduais, causadas pela radiagdo em tratamentos terapéuticos, de tal modo
a esclarecer essas modificagdes nos tecidos vivos. Para isso, tomam-se como referéncia os
dados existentes em variados estudos feitos em ratos, com exposicao a alta e baixa dosagem de

raios .

8.2 Metodologia

Os dados analisados estdo fundamentados em estudos de alto rigor cientifico, publicados
em artigos, até junho de 2016, nas bases de dados Periodicos CAPES, SciELO (Scientific
Eletronic Library Online), Elsevier e Science Direct. As informacgdes foram divididas em

exposicdes cronicas e agudas.

8.3 Analise dos resultados

8.3.1 Exposicéo crbnica

Na exposicdo cronica a radiacdo de baixa dosagem, a taxa de dose € definida como
aquela em torno de (2 mSv. a 8 Sv.) ano™t. Quando comparados com grupos controles, os dados
de pesquisas com ratos demonstram um limiar de 8 Sv.ano™ para nocividade induzida por

radiagcdo, considerando quatro parametros: mortalidade por céancer, capacidade reprodutiva,
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desenvolvimento precoce e expectativa média de vida (LUCKEY, 2008); entretanto serdo
abordados neste estudo revisional apenas os niveis de concentracdo de metais em 0rgaos.

Estudos feitos com ratos Wistar albinos, do sexo masculino, entre 120g e 150g, mantidos
sobre condicdes controladas, irradiados em corpo inteiro, através de baixa dose de radiagdo y
(0,03 Gy durante 12h — taxa de dose de 2,5 mGy.h1), demonstraram variacGes significantes nos
niveis de metais nos tecidos. Os animais foram sacrificados 1 hora apos a irradiacdo e analisados
tecidos do figado, rim, coracdo, testiculos, bago, intestino, coracéo e cérebro, medindo-se as
concentracgdes de Fe, Cu, Ca e Zn (HAWAS, 2013a).

Apesar da baixa dosagem de radiacdo a que foram expostos, observou-se alteracGes nos
niveis dos metais analisados. A analise estatistica foi feita utilizando o teste t de Student e os
resultados encontram-se nas Fig. 8.1, Fig. 8.2, Fig. 8.3 e Fig. 8.4 (*significativamente diferente
do controle com p < 0,05; **significativamente diferente do controle com p < 0,005;

***significativamente diferente do controle com p < 0,0005) (HAWAS, 2013a).

FIGURA 8.1 - CONCENTRAGAO DE Fe NOS TECIDOS
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FONTE: Modificado de HAWAS, 2013a.
FIGURA 8.2 - CONCENTRAQAO DE Cu NOS TECIDOS
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FONTE: Modificado de HAWAS, 2013a.
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FIGURA 8.3 - CONCENTRAGAO DE Ca NOS TECIDOS
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FONTE: Modificado de HAWAS, 2013a.
FIGURA 8.4 - CONCENTRACAO DE Zn NOS TECIDOS
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FONTE: Modificado de HAWAS, 2013a.

A concentracdo de Fe aumentou significativamente no figado e diminuiu
consideravelmente nos demais 0Orgaos, exceto no baco, onde ndo ocorreram mudancas
significantes. Os niveis de Cu apresentaram um aumento relevante no figado, nos testiculos e
no bago, enquanto nos rins, intestino e coracdo as concentracbes do metal diminuiram
significativamente. Ndo foram observadas alteracfes no cérebro. Na concentragdo de Ca,
observou-se aumento relativamente maior que o grupo controle em quase todos 0s 6rgaos,
exceto no cérebro, cujos niveis diminuiram substancialmente, e no intestino, onde ndo foi
constatada nenhuma variacéo significativa. A analise dos niveis de zinco demostra um aumento
na sua concentracdo no figado e uma reducdo nos tecidos do baco, coracdo e cérebro. Neste
caso, ndo foram encontradas alteragdes nos rins, testiculos e intestino (HAWAS, 2013a).
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8.3.2 Exposic¢do aguda

Os estudos de exposicdo aguda envolvem em geral altas doses e altas taxas de dose,

usualmente utilizadas na radioterapia. Esta revisdo avalia dados de uma dose de radiacdo gama

de corpo inteiro de 6,5 Gy (com taxa de dose de 0,88381 cGy.s™), onde foram utilizados ratos

albinos pesando entre 150g e 200g.

Irradiou-se um total de 12 ratos, divididos em 2 grupos com 6 animais cada: o 1° grupo

foi sacrificado um dia apos a irradiacdo e 0 2°, 3 dias depois da exposicao a radiacdo. Apos 0

sacrificio, foram medidos os niveis de Fe, Cu e Zn nos 0Orgdos, analisados através de

espectrometria de absorcdo atbmica (EAA), conforme Tab. 8.1. A andlise estatistica foi feita

utilizando o teste t de Student. Os resultados apresentados com valores p< 0,05 foram

considerados significantes (*significativamente diferente do controle com p < 0,05) (SHABAN;

HAWAS, 2008).

TABELA 8.1 - CONCENTRAGCAO DE Fe, Cu E Zn NOS ORGAOS

Grupos Irradiados
Orgéos N&o Irradiados 1° dia 8°dia
Fe 183,7 £ 3,519 228,3+9,924* | 230,1+6,087*
Figado Cu| 3,150%0,111 2,382 +£0,077* | 2,841+ 0,096*
Zn | 33,18+1,215 24,99 £ 0,821* | 26,72 +0,978*
Fe 121,9 £ 2,425 110,0 £ 1,642* | 131,0+3,017*
Rim Cu| 3,645%0,081 3,981+ 0,077* | 4,087 £0,134*
Zn | 34,11+1,094 29,28 £ 0,904* | 29,61+ 0,986*
Fe 1003 £ 39,02 1385 + 64,23* 1300 £ 29,73*
Bago Cu | 1,280+0,060 1,444 + 0,035* | 1,843+ 0,057*
Zn| 30,55%+1,171 38,07 £1,272* | 40,22 +£0,670*
Fe 31,21 +1,048 42,56 +1,714* | 42,10 + 1,544*
Intestino Cu | 1,451+0,033 1,603 £ 0,049* 1,467 + 0,064
Zn | 32,65%1,356 38,81 + 0,899* 35,62 + 0,985

FONTE: Modificado de SHABAN; HAWAS, 2008

Examinando os resultados obtidos nos ratos sacrificados apds um dia, percebe-se um

expressivo aumento dos niveis de ferro, com queda nas concentracfes de cobre e zinco no

figado. Os rins apresentaram uma queda consideravel nos niveis de Fe e Zn, com um aumento
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na quantidade de Cu. Contudo, intestino e baco exibiram um decréscimo vultoso nas
concentracgdes dos trés metais (Fe, Cu e Zn) analisados (SHABAN; HAWAS, 2008).

Nos dados referentes aos ratos sacrificados trés dias posteriormente a radiagéo,
encontrou-se um aumento ainda maior nas quantidades de Fe no figado e um valor menor de
Cu e Zn quando comparados ao grupo controle. Apesar da diminuigdo dos niveis de Cu e Zn,
as medidas obtidas desses metais indicou uma recuperacdo, aproximando-se mais a
concentracdo do grupo controle. Nos rins a concentracdo de Fe e Cu aumentou
expressivamente, tornando-se maior até que a existente no grupo controle, enquanto o nivel de
Zn diminuiu. Os valores de todos 0s metais no bago demonstrou um acréscimo se comparado
aos ratos ndo irradiados. Ja& no intestino apenas o Fe apresentou uma variagdo negativa
significativa (SHABAN; HAWAS, 2008).

8.4 Concluséao

As analises dos resultados dos estudos apresentados permitiram observar que mesmo em
uma baixa dosagem de exposi¢ao a radiagdo y, equivalente a uma exposicao cronica, 0s niveis
de concentragdo de metais essenciais no organismo foram alterados. Pode-se perceber a baixa
sensibilidade do organismo submetido & irradiacdo ionizante a este efeito deterministico.
Porém, esses elementos ocorrem em baixa concentragdo nos tecidos biolégicos e sua
determinacéo através de métodos convencionais torna-se complexa e incerta. Deste modo, faz-
se necessario analisar com profundidade as diversas alteracbes de concentracdes de metais
radioinduzidas no tecido vivo com técnicas acuradas, de tal modo a elucidar seus efeitos
bioldgicos e clinicos. Tal conhecimento podera contribuir para a adogdo de protocolos com
maior seguranga para pacientes submetidos a diagnéstico por imagem ou radioterapia.
Considerando-se as pesquisas de referéncia, torna-se necessario ampliar os tipos de metais
analisados bem como buscar outra metodologia de analise, como a técnica de Analise por
Ativacdo Neutrdnica (LEITE et al., 2008), que proverd maior sensibilidade nas medidas. Esta
técnica, além de multielementar, ndo exige que as amostras analisadas sejam solubilizadas,
evitando contaminacdo pelos reagentes, condicdo imprescindivel para a analise por

espectrometria de absorcéo atbmica, utilizada nos artigos desta revisao.
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 339 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Investigac&o Proteica pés-lmadiacéo”, que tem comao
responsavel Tarcisio Passos Ribeiro de Campos, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentac&o Animal, adotados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunidio de 28/04/2015. Este certificado espira-se em
28/04/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 339 / 2014, related to the Project entilted “Protein Investigacio post-radiation”, under the
supervision of Tarcisio Passos Ribeiro de Campos, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by
the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 28/04/2015. This certificates expires in
28/04/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/JUFMG
Belo Honzonte, 28/04/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/iwww.ufmg.bribicetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetical/cetea - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO C

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA NUCLEAR PROGRAMA DE POS-
GRADUAGCAO EM CIENCIAS E TECNICAS NUCLEARES

Belo Horizonte, 8 de setembro de 2016
Para: CEUA-UFMG , Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005, 31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592 www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua;
cetea@prpqg.ufmg.br
De: Prof. Tarcisio Passos Ribeiro de Campos
Departamento de Engenharia Nuclear, Escola de Engenharia, Bloco 4, S.2285
Tel: 55-3134096691 Email: trpcampos@pg.cnpa.br; tprcampos@yahoo.com.br
Assunto: Adendo Protoc. 339/2014 - Investigagdo Proteica pos-Irradiacdo, aprovado no CEUA.
Caro(a) Senhor(a),

Primeiramente gostaria de recordar que nao houve no site a atualizacdo solicitada no

Protocolo 339/2014, para 0 ndimero de cobaias no atendimento aos parametros estatisticos
demonstrados em diligéncia e aprovado para 40 animais, pelo fato do site do CEUA na época
ndo ter permitido edi¢do. Recordo que no protocolo 339/2014 esta sendo prevista a retirada de
fluidos. No presente, 0 uso de 6rgdos das cobaias ap0s eutanasia em analises complementares
é tema deste adendo que nao alterarda o numero de animais, as condi¢des de manuseio e guarda,
e experimentacdo, mantendo-se como descrito no protocolo. Tais informag6es complementaréo
os dados de proteinas plasmaticas radioinduzidas.
ADENDO

Informo nossa intencdo de uso de Orgdos das cobaias poOs-eutanasia para analises
cientificas complementares, a saber: histolégicas, composi¢do quimica de metais essénciais,
e conteudo lipidico, no intuito de complementar os estudos de alteracfes fisioldgicas
induzidas pela radiacdo. Informo também a presenca dos discentes Matheus Soares e Daniel
Coelho na equipe do projeto.

Atenciosamente,

fisris o f] Y

Prof. Tarcisio P.R. Campos
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ANEXO D

Universidade Federal de Minas Gerais
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

OF. CEUA-028/16 Belo Horizonte, 11 de outubro de 2016.

Sr.

Prof. Tarcisio Passos Ribeiro de Campos
Departamento de Engenharia Nuclear
Escola de Engenharia

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG informa que na
reunido ordinaria do dia 10/10/2016, em face da solicitagdo apresentada por V. Sa.,
aprovou a solicitagdo de pedido de adendo de pesquisa protocolado sob o numero
339/2014, titulo “Investigacdo Proteica pds-Irradiacdo” para a retirada de orgédos de
cobaios cuja eutanasia ja foi aprovada.

Sendo o que nos apresenta no momento, ficamos a sua inteira disposig¢do para

outros esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosamente -

W ol
Profa. Cleuza Mﬁfgze Faria Rezende

Coordenadora’da CEUA/UFMG

A CEUA tem novo site: http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/.
E-mail : cetea@prpq.ufmg.br
Enderego: Unidade Administrativa Il, 2°. andar, sala 2005.
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