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RESUMO

A metaloproteinase-9 (MMP-9) é uma enzima que esta presente no sistema
nervoso central e periférico, atuando na remodelagdo dos tecidos, seja em
condi¢cbes patoldgicas ou durante o processo de morfogénese. Os niveis de
MMP-9 podem ser aumentados no SNC apd6s alguma injuria. Porém, pouco se
sabe sobre a expressao dessa metaloproteinase em lesdes no SNC, causadas
por radioterapia na regido de cabeca e pescogo, que apesar de destruir células
neoplasicas pode atingir tecidos saudaveis adjacentes. Portanto, o objetivo
desse estudo foi avaliar a expressdo da MMP-9 e a morfologia do cerebelo de
ratos que receberam dose unica de radiagaoX na cabeca. Para isso, trinta ratos
machos Wistar foram divididos em seis grupos: um como controle e os demais
irradiados. Os cerebelos foram coletados e avaliados nos tempos de 4, 9, 14, 25
e 60 dias apds dose unica de /radiagdo de 15,75 grays.As amostras coletadas
foram submetidas a imunohistoquimica para MMP-9, e histoquimica de Feulgen
para analises morfologicas do cortex cerebelar e dos nucleos das células de
Purkinje. Os resultados da imunohistoquimica mostraram um aumento na
expressao de MMP-9 em 4, 9 e 14 dias. A MMP-9 foi imunolocalizada em
prolongamentos de neurbnios na camada molecular e ao redor das células de
Purkinje. As analises histoldgicas permitiram estabelecer que as alteragées no
cortex cerebelar ocorrem a partir de 4 dias e sdo evidentes até 60 dias. Além
disso, foi demonstrado que area e o numero de células de Purkinje sao reduzidos
apos radiacdo. A analise da densidade optica demonstrou que o0s animais
irradiadospossuem uma cromatina mais condensada ou fragmentada. Conclui-se
que o dano causado por uma dose de radiacdo X de 15,75 Gy na regiao cefalica
do rato provocaum aumento na expressdo de MMP-9, mudangas na morfologia
normal do cértex cerebelar, redugcado da area nuclear e do numero de células de
Purkinje, assim como a compactagéo da cromatina.

Palavras-chave: radioterapia, metaloproteinase, cerebelo, células de Purkinje.



ABSTRACT

The metalloproteinase-9 (MMP-9) is an enzyme that is present in the central
and peripheral nervous system, acting on tissue remodeling, either in pathological
conditions or during the process of morphogenesis. MMP-9 levels can be
increased in the CNS after some injury. However, little is known about the
expression of this metalloproteinase in CNS lesions, caused by cranial radiotherapy,
which despite destroying neoplastic cells can reach adjacent healthy tissues.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the expression of MMP-9 and the
cerebellum morphology of rats that received a single dose of X radiation to the
head. For this, thirty male Wistar rats were divided into six groups: one as a
control and the others irradiated. The cerebellums were collected and evaluated at
4, 9, 14, 25 and 60 days after a single radiation dose of 15.75 grays. The
collected samples were submitted to immunohistochemistry for MMP-9, and
Feulgen's histochemistry for morphologicalanalysis of the cerebellar cortex and the
nuclei of Purkinje cells. The results ofimmunohistochemistry showed an increase in
MMP-9 expression at 4, 9 and 14 days. MMP-9 was immunolocalized in neuron
extensions in the molecular layer and around Purkinje cells. Histological analyzes
allowed to establish that changes in the cerebellar cortex occur after 4 days and
are evident up to 60 days. In addition, it has been shown that the area and the
number of Purkinje cells are reduced after radiation. The optical density analysis
showed that the irradiated animals have a more condensed or fragmented
chromatin. We conclude that the damage caused by a dose of X radiation of 15.75
Gy in the cephalic region of the rat, leads to anincrease in the expression of
MMP-9, changes in the normal morphology of the cerebellar cortex, reduction of
the nuclear area and the number of Purkinje cells, as well as chromatin
condensation.

Keywords: radiotherapy, metalloproteinase, cerebellum, Purkinje cell.
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1 INTRODUGAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) pertecem a uma ampla familia de
endopeptidases dependentes de zinco. Sabe-se que MMPS sdo enzimas-chave que
regulam uma grande variedade de processos fisioldgicos e eventos de sinalizagao
por meio da degradagcdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e
apresentam fungdes importantes em diversos processos biolégicos, como
morfogénese, cicatrizagdo, reparagdo tecidual e em processos patolégicos
(NAGASE et al., 2006).

A metaloproteinase-9 (MMP-9), ou gelatinase B, € uma colagenase do tipo IV
que é expressa por diferentes tipos de células e esta envolvida em muitos processos
biolégicos como por exemplo na progressao tumoral, fibroses, escleroses, processos
inflamatorios, desenvolvimento pulmonar, desenvolvimento renal (AYOUB et al.,
2005). Também esta expressa no Sistema Nervoso Central (SNC), envolvendo
regides do cortex cerebral, cerebelo e hipocampo, desempenhando fungbes que
auxiliam no desenvolvimento neuronal e na homeostase do tecido nervoso (YOUNG,
2005).

Em processos oncologicos, um dos tratamentos utilizados consiste na
aplicagao de radiagao ionizante com o objetivo de destruir células cancerosas. Apos
o tratamento com radiagao ionizante em tecidos tumorais o0 aumento da atividade de
MMP-9 ja foi documentado (KUNIGAL et al., 2008). A radioterapia quando aplicada a
orgaos proximos do SNC atinge tecidos adjacentes saudaveis, o que pode trazer
sequelas temporarias ou permanentes ao paciente (JADHAV; MOHANAM, 2006),
porém até o momento, o papel e mecanismo de acdo da MMP-9 em lesbes
causadas pela radiacdo em tecidos ndo tumorais do SNC ainda nao foram
elucidados.

Entre os 6rgaos do SNC, o cerebelo que sera o foco deste trabalho, é descrito
na literatura por possuir uma sensibilidade a radiagcdo ionizante, a qual produz
mudangas na sua citoarquitetura, morfologia e, consequentemente, no
comprometimento da fungdo motora (GUELMAN, 2003). Portanto, antes do
desenvolvimento de estratégias profilaticas ou protocolos de tratamento, é
imprescindivel uma compreensado detalhada dos danos morfofisiolégicos no SNC
induzidos pela radioterapia.

Dessa forma, no presente trabalho nds avaliamos o efeito da radiagédo X na
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expressdo da MMP-9 e morfologia do cerebelo. Analises de alteragbes no fendtipo
nuclear das células de Purkinje também foram realizadas a fim de evidenciar morte

celular em decorréncia da aplicagao da radiagao ionizante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O cerebelo, que significa “pequeno cérebro”, € uma estrutura do sistema
nervoso central. Embora represente apenas 10% do volume total do cérebro, o
cerebelo maduro contém mais da metade dos neurénios do SNC (WANG; SOGHBI,
2001).

Embora o cerebelo se desenvolva a partir de uma regiao “sensorial” (o labio
rébmbico), ele é classicamente considerado uma regido envolvida no processamento
motor, (BUCKNER, 2013; MERCHANT, et al., 2014; AFIFI; BERGMAN, 2008)
mas também tem sido implicada em fun¢des ndo motoras, como o processamento
sensorial (GAO et al., 1996), mecanismos atencionais (POPE; MIALL, 2012),
conteudo afetivo (GUNDEL et al., 2003) e no processamento somatossensorial,
incluindo nocicepgao (SAAB; WILLIS, 2003).

2.1 MORFOLOGIA DO CEREBELO

O cerebelo encontra-se localizado na fossa craniana posterior, dorsalmente a
ponte e ao bulbo. Nessa posi¢cao anatdbmica, participa do teto do IV° ventriculo e se
encontra separado, superiormente, do lobo occipital cerebral, por uma prega da
dura-mater, conhecida como tentorio ou tenda cerebelar (MACHADO, 2005).

O cerebelo de mamifero é dividido em trés zonas longitudinais, baseadas no

arranjo das projecoes do cortex cerebelar para os nucleos do cerebelo,
caracterizado por um verme na zona mediana, paraverme na zona intermediaria e
lateral nos hemisférios (AFIFI; BERGMAN, 2008).
Dobras e fissuras dividem o cerebelo em Iobos, I6bulos e folhas. O cerebelo de
mamiferos e aves é convencionalmente dividido em 3 lobos: lobo anterior,
posterior e floculonodular, demonstrado na figura 1, que séo subdivididos em 10
l6bulos (I-X) (GLICKSTEIN et al., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2943015/%25252525252523R118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4290586/%252525252523B93
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Figura 1 - Divisao lobular do cerebelo
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Fonte: ALTMAN, J.; BAYER, S. A. Development of the Cerebellar System in relation to its
evolution, structure and functions. 1 ed. Florida: CRC Press, 1997.

O cerebelo é composto por oito tipos diferentes de populagdes neuronais, as
quais seis foram descritas em 1911 por Ramén y Cajal: células de Golgi, células de
Purkinje, células granulares, células estreladas e células de Lugaro, e duas
populagdes descritas posteriormente, células em escovas unipolares (que sao mais
numerosas nos lébulos ventrais e dorsais) e células em candelabro (LAINE;
AXELRAD, 1994; HAINES; MANTO, 2015).

A estrutura anatdmica do cerebelo de mamiferos adultos apresenta um
cértex de substancia cinzenta (onde predomina os corpos celulares de neurdnios
mas também as células da neuroglia) organizado em trés camadas e uma regiao
central denominada substancia branca onde se encontram nucleos neuronais além
de células da neuroglia e axbnios. Da superficie para o interior, as camadas sao
denominadas de molecular, de Purkinje e granular. A regido mais interna é formada
pela substancia branca onde predominam os axénios tanto de neurdnios do proprio
o6rgao como de outras partes do sistema nervoso (ALTMAN; BAYER, 1997). A
figura 2C mostra esquematicamente a organizagao das células do coértex cerebelar

esuas fibras ascendentes.
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2.1.1 Substancia Cinzenta

2.1.1.1 Camada molecular

A Camada Molecular € a mais superficial do cerebelo e € composta, como
mostra a figura 2B e 2C, essencialmente pelas células estreladas, células em
cestoe fibras paralelas. As fibras paralelas sdo formadas por axdnios das células
granulares, as quais ao atingirem a camada molecular, bifurcam-se em T
estabelecendo sinapses excitatérias com os dendritos das células de Purkinje, das
células estreladas e das células em cesto (AFIFI; BERGMAN, 2008).

Células em cesto e estreladas sao tipos de interneurénios inibitorios
Gabaérgicos. Os axbnios desses neurdnios realizam sinapse inibitéria com os
dendritos das células de Purkinje. O bom funcionamento dessas células é essencial
para a atividade da rede neural, e sua disfungdo tem sido associada a ocorréncia de
problemas cognitivos (ROSSIGNOL, 2011).

O corpo celular das células estreladas situa-se na parte superficial do estrato
molecular, enquanto que as células em cesto situam-se na metade ou terco inferior
dessa camada (ALTMAN; BAYER, 1997). Elas recebem uma entrada sinaptica
excitatéria dos axbnios das células granulares (fibras paralelas) e seus axdnios
estabelecem uma sinapse inibitéria com as células de Purkinje (CAMERON et al.,
2009).

As células em cesto e estreladas podem ser consideradas pertencentes a
mesma familia. A diferenga reside no fato de que as células estreladas estabelecem
sinapse com apenas os dendritos das células de Purkinje, ao passo que as células
em cesto sdo assim denominadas pois estabelecem contato com dendritos,
pericarios e axbénios das células de Purkinje a maneira de um cesto (MACHADO,
2005; AFIFI; BERGMAN, 2008).

2.1.1.2 Camada de células de Purkinje

Os corpos das células de Purkinje estdo arranjados em uma linha unica na
zona limite entre os estratos granular e molecular (AFIFI; BERGMAN, 2008;
ALTMAN; BAYER, 1997) como mostrado na figura 2B.

As células de Purkinje tem formato piriforme e se destacam no cortex


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6621145/%252525252523B19
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cerebelar, em um corte histologico. As células de Purkinje sdo dotadas de dendritos,
que se ramificam na camada molecular e estabelecem sinapses excitatorias com as
fibras paralelas e sinapses inibitérias com as células estreladas e em cesto, e de
um axonio que sai em diregao oposta, terminando nos nucleos centrais do cerebelo
e 0s nucleos reticulares do tronco, onde exercem acgao inibitéria. Esses axdnios
constituem as unicas fibras eferentes do cértex do cerebelo (MACHADO, 2005).
Conforme mostrado na figura 2C, os dois principais sistemas aferentes que
conduzem informagdes para o cortex cerebelar especificamente para as células de
Puirkinje, sado as fibras trepadeiras e as fibras musgosas (MACHADO, 2005). As
fibras trepadeiras oriundas do complexo olivar inferior, em seu trajeto ascendente ao
cerebelo, atravessam as camadas do coértex cerebelar para terminarem em
sinapses com os dendritos das células de Purkinje na camada molecular. As fibras
musgosas sao oriundas do tronco encefalico, nucleos cerebelares profundos e
nucleos da medula espinal. Essas fibras interagem indiretamente com as células de
Purkinje através dos axoénios das células granulares que se estendem na camada
molecular, chamados de fibras paralelas (AFIFI; BERGMAN, 2008; CAMERON,
2009).

2.1.1.3 Camada granular

Os principais neurdnios da camada granular do cerebelo sdo as células
granulares. S&o as unicas células excitatérias do cerebelo. As células dos granulos
cerebelares sdo as menores e mais abundantes SNC humano (AZEVEDO et al.,
2009). Os pequenos corpos celulares sdo compactados na camada granular com
cerca de 4-5 dendritos que recebem entrada aferente cerebelar (GOLDOWITZ et al.,
1997; CHEDOTAL, 2010).

Os axbnios das células granulares ascendem no estrato granuloso, de
Purkinje e molecular, onde se bifurcam em forma de T e correm paralelos a
superficie para formar um sistema paralelo de fibras (AFIFI; BERGMAN, 2008). Na
camada granular existe ainda outro tipo de neurbnio, as células de Golgi, com
ramificacbes muito amplas. Essas células, entretanto, sdo menos numerosas que
as granulares(MACHADO, 2005).

As células granulares apresentam varios dendritos, em sinapses excitatorias

com os ramos das fibras musgosas do cerebelo e em sinapses inibitérias com os


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2014.00450/full%252525252523B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2014.00450/full%252525252523B95
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2014.00450/full%252525252523B45
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axobnios das células de Golgi, constituindo o glomérulo cerebelar.

As células de Golgi articulam-se, conforme mostra a figura 2C, através de
seus dendritos, com as fibras musgosas, trepadoras e paralelas, em sinapses
excitatorias, enquanto seus respectivos axbénios se distribuem na camada das
células de Purkinje e na propria camada granular, em sinapses inibitérias, com os
dendritos das células granulares (AFIFI; BERGMAN, 2008).

Figura 2 - Histologia e células do cortex cerebelar
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Fonte: A e B: Adaptado de https://sisu.ut.ee/histology/cerebellum. C: Fonte: Adaptado de Wang, V.

Y.; Zoghbi, H. Y. Genetic regulation of cerebellar development. Nat Rev Neurosci, v. 2, n. 7, p. 484-

491, 2001.


https://sisu.ut.ee/histology/cerebellum
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2.1.2 Substancia Branca

Na substancia branca sao encontrados 4 pares de nucleos do cerebelares: (A)
nucleo denteado, (B) nucleo emboliforme, (C) nucleo globoso e (D) nucleo do
fastigio. Os nucleos cerebelares sdo compostos de varios tipos neuronais:
neurénios glutamatérgicos excitatorios, que se projetam em diferentes partes do
cérebro, neurbnios GABAérgicos inibitorios (RUIGROK, 1997) e interneurdnios
GABAérgicose glicinérgicos inibitorios (UUSISAARI; KNOPFEL, 2012 ).

Estudos mostram que o cerebelo possui os circuitos nervosos mais bem
padronizado quando comparado com os de outras estruturas do sistema nervoso
central, o que pode ser essencial para organizar o grande numero de circuitos
zonais funcionais e topograficos (REEBER et al., 2013). Estudos sobre padrées de
expressdo génica em neurdnios do nucleo cerebelar também revelaram
heterogeneidade molecular que pode refletir a complexidade molecular do cortex
cerebelar (CHUNG et al,, 2009). Entretanto, ainda que bem conhecido, varias

funcdes cerebelares ainda precisam ser melhor estudadas.

2.2 RADIAGCAO IONIZANTE

Conceitualmente, radiacdo ionizante € a radiagcdo eletromagnética ou
particula de alta energia que, ao interagir com o meio absorvedor, tem a
propriedade de transferir, integral ou parcialmente, energia para os atomos e
moléculas deste meio, resultando no fendbmeno conhecido como ionizagao
(KAPLAN, 1978). Nos organismos vivos, a incidéncia dessa radiagcdo promove
danos as células, por agéo direta ou indireta (DOWD; TILSON, 1999).

A acao direta consiste na incidéncia da radiagao ionizante diretamente nas
macromoléculas biolégicas como o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido
ribonucleico (RNA). Essa interagdo promove a fragmentagdo dessas moléculas,
principalmente durante a duplicagdo do DNA (DOWD; TILSON, 1999).

Na acao indireta a interacdo da radiagdo com as moléculas presentes no
interior celular provoca a hidrélise da agua desencadeando uma cascata de eventos
que geram moléculas ionizadas ou excitadas decompostas em hidrogénio e
radicais livres (ANDERSON, 1996; POMPELLA, 1997), resultando nas espécies

reativas de oxigénio (EROs). Essas moléculas reagem aleatoriamente com enzimas,
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DNA e RNA de forma a romper ou desorganizar seus nucleotideos ou sequéncias
de aminoacidos (DOWD; TILSON, 1999). Essa agcdo € mais frequente que a
interacado direta, devido a abundancia de agua presente no meio intracelular
(METTLER JUNIOR; UPTON, 1995).

As EROs sao espécies quimicas instaveis formadas por um atomo de
oxigénio extremamente reativo, possuindo um ou mais elétrons ndo pareados em
sua Orbita mais externa. Isso confere um alto grau de instabilidade energética e
cinética, pois para se manterem estaveis precisam doar ou retirar um elétron de
outra molécula (SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Como mecanismo central de dano induzido pela2 irradiacdo, o estresse
oxidativo € provocado pela interagdo da radiagao ionizante diretamente com as
moléculas de agua, gerando varias espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
radical hidroxila (OH), perdxido de hidrogénio (H202), anion superdxido (O ), e
especies reativas de nitrogénio como peroxinitrito (ONOO") e oxido nitrico
(NO) (WEISS; KUMAR, 1988). Tal processo conduz a oxidagao de biomoléculas
com consequente perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico,
alteragdes bioquimicas, cuja manifestagdo é o dano oxidativo e peroxidacgéo lipidica
potencial contra células e tecidos (ABOU-ZEID et al., 2018).

2.3 RADIOTERAPIA

Uma das principais aplicacbes médicas do efeito da radiagdo sobre os
tecidos éo tratamento de tumores malignos. A destruigdo completa destes tumores
requer a aplicacdo de doses elevadas de radiagao para as células sadias do corpo
humano, podendo comprometer esses tecidos vizinhos ao tumor. Para muitos casos
a dose necessaria para dar uma chance razoavel de cura (controle do tumor local) é
muito proxima da dose que ira causar complicagbes seérias nos tecidos sadios
(CUCCURULLO et al.,, 2019). Além disso, a formagdo dos radicais livres pela
radidlise da agua nos tecidos atingidos pela radiacdo, promovem o aumento do
potencial lesivo da radioterapia (PEREIRA, 2000).

Para desenvolver um plano de tratamento adequado a cada paciente,
primeiramente, é necessario definir a localizacdo das células cancerosas no

organismo e também delimitar a regido de risco. Posteriormente, a intensidade da
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dose de radiagdo é calculada conforme as particularidades do paciente a ser
irradiado (BARBOZA, 2006).

Os trés parametros para descrever um tratamento com radiagcdes ionizantes
s&o:volume tratado, dose de radiacéo e técnica utilizada. Segundo a norma ICRU-
50 (Internacional Commission on Radiation Units and Measurements), publicada em
1993, o processo de determinagcdo do volume de tratamento consiste de varias
etapas. Dois volumes devem ser definidos antes de se comegar o planejamento, o
GTV (volume tumoral) e o CTV (volume alvo). O GTV é o volume palpavel ou visivel
do tumor. Esse volume corresponde a parte da doenga onde existe a maior
concentracao de células malignas. E o CTV corresponde ao volume de tecido que
contém um GTYV visivel e/ou doenga maligna microscopica subclinica (PEREIRA et
al., 2000).

Durante o processo de planejamento, mais dois parametros sao definidos: o
PTV (volume de panejamento) e os 6rgaos de risco. O PTV é o CTV mais as
margens de erros, incluindo o movimento do tecido que contem o CTV (ex.:
respiracdo) e também o movimento do paciente; diferentes niveis de replecao, e as
variagbes das caracteristicas geométricas do feixe de radiagdo A quantidade de
radiacdo absorvidapelos tecidos é expressa em Gray (Gy), que equivale a 1 joule de
energia por quilograma (PEREIRA et al., 2000).

Com os resultados do planejamento, passam a existir mais dois volumes: o
volume tratado onde a dose é definida pelo raditerapeuta como sendo apropriada
para se alcangar a proposta do tratamento; e o volume irradiado que indica o
volume de tecido que recebe uma dose considerada significativa em relacéo a
tolerancia dostecidos normais (PEREIRA et al., 2000).
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Figura 3 - Esquemas dos volumes de tratamento de radioterapia
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Fonte: PEREIRA, A. J.; DANILIAUSKAS, M.; LOPES, R. M. G.; HADDAD, G. P.; CRUZ, J. C;
MARTINS, H. L. Programa de qualidade em radioterapia: curso para técnicos em radioterapia.
Instituto Nacional do Cancer. Ministério da Saude. Rio de Janeiro: INCA, 2000.

A dose utilizada durante o processo de radiagdo € um dos principais
determinantes da gravidade de toxicidade aguda e tardia do tecido. Por esse motivo,
a dose otima desejada de radiagao € definida como a dose que possa causar um
dano consideravel ao tumor, impedindo a sua evolugcéo e, ao mesmo tempo, que
cause o menor dano possivel aos tecidos normais circundantes (SHADAD et al.,
2013).

2.4 CEREBELO E RADIACAO IONIZANTE

Mais de 600.000 casos de cancer de cabeca e pescog¢o sao diagnosticados
no mundo a cada ano (McGUIRE et al., 2014) e a prevaléncia de cancer na regiao
da cabega e pescogo € de 29,2 a cada 100.000 pessoas segundo o Instituto
Nacionaldo Cancer dos Estados Unidos (US National Cancer Institude, 2013).

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o Brasil registra cerca de
41 mil novos casos de cancer de cabega e pescogo a cada ano. O plano de
tratamento para um paciente individual depende de varios fatores, incluindo a
localizag&o exata do tumor, o estagio do cancer, a idade da pessoa e seu estado
geral de saude. Atualmente diferentes tratamentos tém sido usados para o controle

de tumores malignos, podendo incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia



20

direcionada ou uma combinacdo de tratamentos. Aproximadamente 50-60% dos
pacientes com cancer recebem radioterapia externa em algum estagio de sua
doenga (POROCK; KRISTJANSON, 1999; KANTOR et al., 2008).

A resposta a radiagao é dinamica, estendendo-se além do volume do tumor
alvo e influenciando o tecido normal. Embora a dose fornecida pela radioterapia
seja focal, algumas estruturas neuroanatébmicas criticas podem ser afetadas por
doses moderadas ou baixas de radiagao, mesmo que remotas ao tumor, resultando
em efeitos a 6rgdos adjacentes saudaveis. Dessa forma, estudos que demonstram
os efeitos da radiagcdo ionizante envolvendo 6rgdos do SNC, como cérebro e
cerebelo, sdo de grande importancia para um melhor entendimento da recuperagao
do paciente.

Em relacdo ao sistema nervoso central, estudos em animais e humanos
revelaram que o dano induzido por irradiacdo X é multifatorial, estando ligado a
dose total administrada, dose por fragdo, volume do tumor, duracdo da radiagao e
estritamente dependendente de interagdes entre mulltiplos tipos de células, como
células endoteliais, neurdnios, astrocitose microglia (LI et al., 2002; LI, et al., 2006).
Além disso, a presenga de fatores neurotoxicos que alteram a integridade
microvascular ou a barreira hematoencefalica (BBB), como drogas citotdxicas
(cisplatina ou fluorouracil), idade avancada e doengas concomitantes, incluindo
diabetes, disturbios neurolégicos ou doengas vasculares, podem aumentar o
riscode dano cerebral induzido por radiagdo (MURRAY; MCBRIDE; SCHWARTZ,
2014).

Todas as formas de radiagao ionizante, variando de fétons de baixa energia a
particulas com carga pesada, como protons ou ions de carbono, tém o potencial de
produzir toxicidade no SNC. As particulas de raios X tém a capacidade fisica de
gerar radicais livres que podem causar danos diretos ou indiretos ao DNA, mas
também podem fornecer uma fonte de estresse metabdlico ao qual o SNC é
particularmente suscetivel em comparacdo com outros tipos de tecido (FURDUI,
2014).

Embora o dano envolvendo a quebra de fita dupla de DNA levando a danos
mitéticos seja um mecanismo de morte celular induzida por radiagdo, acredita-
se que esse seja mais relevante em células em divisdo celular ativa. No SNC
maduro normal, onde o potencial mitético € limitado, ha evidéncias crescentes que

sugerem que outros mecanismos de dano induzido por radiagdo, como a oxidagao
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das alteragdes da bicamada lipidica na permeabilidade microvascular, rearranjos do
complexo juncional célula-célula e alteragdes mitocondriais induzindo oxidagao
adicional estresse sao provavelmente alvos subcelulares mais importantes para a
radiacao ionizante (CUCCURULLO et al., 2019).

Através da combinacdo de danos ao DNA e alteracbes subcelulares, a
radiacao tem a capacidade de alterar o microambiente tumoral, a arquitetura celular,
a permeabilidade da vasculatura tumoral e a permeacédo de drogas no SNC, que
tém o potencial de aumentar e reduzir simultaneamente as toxicidades induzidas
pelo tratamento com radiagdo. A irradiagdo do cérebro pode afetar ndo apenas a
vasculatura e os progenitores 0O-2A (Células progenitoras de astrécitos
oligodendrdcitos tipo 2), mas também astrocitos, microglia, neurénios e células-
tronco neurais recentemente identificadas. Como sugerido, a resposta do tecido
neural a irradiacdo também envolve estresse de oxigénio, resposta inflamatoria,
processos reativos secundarios e expressdao aumentada do gene de citocinas
(SUZUKI, 2015).

Pesquisas demonstram que durante o desenvolvimento, a exposi¢ao de
mamiferos a irradiagéo X resulta em varias alteragdes morfolégicas e funcionais no
SNC (GUELMAN et al., 1993), incluindo a redugcdo do tamanho, malformacdes
foliares/lobulares e danos de longa duragcdo a barreira hematoencefalica de ratos
jovens (SANDOR et al., 2014), podendo bloquear a geragcdao de novas células no
cérebro e causar neuroinflamacéo (GREENE-SCHLOESSER et al., 2013).

As exposi¢cdes a radiacdo X tem como consequéncia elevar as EROs e
nitrogénio, que tém o potencial de iniciar as mudangas no equilibrio redox do
microambiente do SNC (LIMOLI et al., 2004 ). A exposi¢cdo aguda de radiagcéo tem
efeitos multiplos no cérebro e nas fungdes cognitivas (LOGANOVSKY, 2009), que
pode atuar e manipular diretamente o sistema nervoso e indiretamente danificar os
demais sistemas por meio da reatividade do SNC (SHARMA et al.,, 2018). Tanto
doses baixas quanto altas de radiagcao podem alterar a fungcdo do SNC por estresse
oxidativo, disfungdes mitocondriais e degradagdo de proteinas, levando a
senescéncia ou morte celular apoptética que pode causar defeitos que levam a
doencas neurodegenerativas (SHARMA et al., 2018).

A exposicado de ratos neonatais a uma dose Unica de 5 Gy de radiagcado X

induz anormalidades permanentes na citoarquitetura do cértex cerebelar,
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demonstrando um desarranjo das células de Purkinje, reducdo da espessura do
cértex granular e aumento neuroquimico nos niveis de noradrenalina e marcha
ataxica da fungdo motora (GUELMAN et al., 2000).

Em camundongos adultos, a radiagédo com dose subletal mostra que o dano
oxidativo é detectado nas células de Purkinje, nos corpos celulares e em seus
dendritos, 1 dia apds a radiacao; e € observada a morte tardia dos neurdnios de
Purkinje. Nesse sentido, é conhecido que o estresse oxidativo, e a resposta
inflamatdria estdo envolvidos no dano neuronal induzido por radiagao (CUI et al.,
2010; LI et al., 2006).

Em humanos, complicagbes agudas e de longo prazo podem ocorrer em
pacientes recebendo terapia de radiacdo. Nesse sentido, torna-se necessario um
melhor entendimento da patologia cerebelar induzida pela radiagao ionizante X para

desenvolver novas estratégias a fim de minimizar seus efeitos colaterais.
2.5 MATRIZ METALOPROTEINASES

A matriz extracelular (MEC) é definida como uma mistura heterogénea de
macromoléculas (incluindo colageno e glicoproteinas nao colagénicas, fibras
elasticas e proteoglicanos) capaz de se automodelar propiciando suporte mecanico
para as células e reservatorio de fatores de crescimento que atuam
cooperativamente para regular a ampla variedade de processos celulares. A
degradagdo da MEC ¢é mediada por algumas familias de proteinases
extracelulares que incluem as serina-proteases, cisteina-proteases e
metaloproteinases dependente de zinco (MMPs) (PUPA et al., 2002).

As metaloproteinases de matriz pertencem a uma ampla familia de

endopeptidades que contém Zn2* no seu sitio ativo. As MMPS sao enzimas-chave
que regulam uma grande variedade de processos fisiolégicos e eventos de
sinalizagdo por meio da degradagédo dos componentes da matriz extracelular. Essas
endopeptidases proteoliticas catalisam a degradacdo de todos os constituintes
proteicos da MEC, medeiam as interagdes célula-célula/célula-MEC e modulam a
atividade dos receptores associados a membrana (ITOH; NAGASE, 2002).

Existem 28 membros da MMP em mamiferos (MMP 1-28), que s&o

classificados de acordo com a estrutura, fungcdo e especificidade de substrato,
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dividindo-se em: colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18); gelatinases (MMP-2 e -9);
estromelisinas (MMP-3, -10 e -11); matrilisinas (MMP-7 e -26); ligadas @ membrana
(MMP-MT-14, - 15, -16, -17, -23, -24 e -25); e subgrupos néao classificados (MMP-
12, -19, -20, -21, -27 e -28) (LU et al., 2011).

As MMPs tém a sua expressdo e atividade reguladas por inibidores
endoégenos como a a-2 macroglobulina, pequenas moléculas com dominios “TIMP-
like”, glicoproteina de membrana RECK e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs - Tissue inhibitor of metalloproteinase) (OVERALL; LOPEZ-OTIN, 2002;
DZWONEK et al. 2004). As TIMPs sédo pequenas proteinas (20-22 kDa), que séo
identificadas em quatro tipos (TIMP-1 a TIMP-4). Essas proteinas inibidoras podem
vincular as MMPs de maneira ndo covalente e bloquear suas atividades (NAGASE
etal., 1999). Esta inibicdo ocorre através da ligacdo entre o dominio N-terminal e
residuos de valina e cisteina presentes nas TIMPs e o sitio catalitico das MMPs,
quelando o atomo de zinco. Portanto, a atividade das MMPs sao determinadas
pelos niveis de MMP e a expressdo das TIMPs (MURPHY; NAGASE, 2008).0
desequilibrio entre MMPs e TIMP esta associado a inumeras doengas do SNC
(MOORE; CROCKER, 2012).

2.5.1 MMP-9

A MMP-9 (ou gelatinase B) é uma colagenase do tipo IV, proteina de 92 kDa,
pertencente a uma familia de endopeptidase dependente de zinco e que é
codificadapor um gene no cromossomo 20 (em humanos). A proteina MMP-9
conttm um dominio C-terminal do tipo hemopexina, um dominio N-terminal
catalitico, um peptideo sinal, regidao de dobradica e regido de pr6é dominio (Figura 4)
(NAGASE et al., 2006; VANDOOREN et al., 2013). O dominio catalitico da MMP-9
contém trés repeticées de fibronectina tipo Il (FN2), local ativo e regido de ligagao
ao zinco, importante por desempenhar ligagdo com proteinas de matriz e para a
degradacaode substrato (LAUER-FIELDS et al., 2008) .

Esta proteina contém dois sitios de ligagéo para ions de zinco e cinco sitios
de ligacéo para ions de calcio. Como membro das endopeptidases dependentes de
zinco, a MMP-9 requer ion zinco para sua atividade catalitica (VANDOOREN et al.,
2013; VAN DEN STEEN et al., 2002). Como um inibidor natural da MMP-9, o TIMP-

1pode se ligar ao dominio hemopexina do pro-MMP-9 para formar um complexo que
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pode impedir a ativagdo dessa metaloproteinase (ETHELL; ETHELL, 2007;
NAGASEzet al., 2006).

Figura 4 - Esquema da estrutura e dominios da MMP-9
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Fonte: Adaptado de HUANG, H. Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9) as a Cancer Biomarker and
MMP-9. Biosensors, v.19, n. 3249, 2018.

A MMP-9 é sintetizada por uma ampla variedade de células, incluindo:
macrofagos, fibroblastos, neutrdéfilos, granuldcitos, células T, células dendriticas,
células epiteliais, queratindcitos, osteoblastos, mastocitos e possivelmente outras
(MITTAL et al., 2016). A MMP-9 é sintetizada como uma pré-proenzima com
peptideos de sinal N-terminal de 19 aminoacidos dentro das células. Em seguida, é
secretada para o ambiente extracelular como pro-MMP-9 inativa (cerca de 92
kDa). A ativagao da MMP-9 requer clivagem por outras proteases (VANDOOREN;
VAN DEN STEEN; OPDENAKKER, 2013; VAN DEN STEEN, 2002). A clivagem
da pro-MMP-9 inativa remove a regido de propeptideo N-terminal gerando a
MMP-9 ativa (cerca de 82 kDa) (KNAUPER, et al., 1997). Além disso, uma troca de
cisteina é vital para a ativacdo de MMP-9. Um residuo de cisteina (Cys99) no
propeptideo da pro-MMP-9 pode interagir com o ion zinco catalitico desta proteina.
Essa interacdo € necessaria na manutencdo da laténcia do MMP. A remocéao
proteolitica da regido do propeptideo interrompe completamente essa interagao.
Apos a ativagado, a MMP-9 pode clivar seus substratos. Além da ativagao proteolitica,
alguns agentes também podem afetar a atividade da MMP-9, como algumas EROs
e oxido nitrico (RAJAGOPALAN et al., 1996; GU et al.,, 2002). As EROs podem
perturbar a interagdo entre o ion zinco catalitico e Cys99, o que pode causar a
ativagdo de MMP-9 (STAWARSKI et al., 2014; HUANG, 2018).

Devido a sua atividade de clivagem proteolitica no ambiente extracelular, a

MMP-9 esta envolvida em muitos processos biologicos. Esta protease possui uma
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ampla gama de substratos. Os substratos importantes da MMP-9 incluem, mas n&o
estdo limitados a gelatina, colagenos, agrecanos, entractina e elastina. A MMP-9
pode clivar muitas proteinas da matriz extracelular para regular a remodelagao da
MEC, promover alteracao das interagdes célula-célula e célula-MEC, clivagem de
proteinas da superficie celular e clivagem de proteinas em ambiente extracelular
(VANDOOREN et al., 2014; FARINA; MACKAY, 2014; HUANG, 2018).

Além disso, a MMP-9 participa de processos como diferenciagao e migracao
celular, cicatrizagcao e remodelagao de tecidos, secregcao de citocinas, regulacéo da
atividade de fatores de crescimento e regulagdo entre processos pré e anti-
inflamatdrios e entre os processos de sobrevivéncia e apoptose e de processos
patolégicos (VERSLEGERS et al., 2013; KLEIN; BISCHOFF, 2011). A MMP-9
desempenha um papel na degradagcdo da membrana basal, uma vez que a
membrana basal contém colagenos, incluindo o colageno tipo IV (MISKO et al,
2002).

Como a MMP-9 desempenha um papel importante na remodelagdo da MEC
e na clivagem da proteina da membrana, ela estda amplamente associada as
patologias do céancer. Verificou-se que MMP-9 desempenha um papel na invaséo
tumoral, metastase e angiogénese e medeia o microambiente tumoral (HUANG,
2018). A MMP-9 promove o desenvolvimento e progressao do cancer na maioria
dos casos, e também pode desempenhar um papel supressor na progressao do
cancer em alguns casos especificos (KESSENBROCK et al., 2010). Portanto, a
MMP-9 é um biomarcador potencial para varios canceres (LIANG; CHANG, 2018;
SHAO et al., 2011; ROY; YANG; MOSES, 2009; LI et al., 2013).

Além dos canceres, a MMP-9 também esta associada as patologias de
algumas outras doengas, incluindo doengas autoimunes e doengas
cardiovasculares, patologia da aprendizagem e memdria, dependéncia e doengas
psiquiatricas (esquizofrenia, transtorno bipolar e disturbios cognitivos), bem como
em doencas inflamatérias e neurodegenerativas, como a esclerose multipla,
isquemia cerebral e esquizofrenia (RIVERA et al, 2010). O papel da MMP-9
também foi relatado na diferenciagdo de oligodendrécitos, migragdo de células de
Schwann ou degradagdo do Fator de Crescimento Neuronal (NGF) ativo
(MANTUANO et al., 2008, HUANG, 2018).
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2.5.2 Matriz Metaloproteinases e Sistema Nervoso

As MMPs estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos normais e
patoldgicos, tanto durante o desenvolvimento de 6rgaos associados a doengas
malignas, inflamatérias e degenerativas (YONG, 2005). Embora muitas
metaloproteinases tenham efeitos prejudiciais quando superexpressas em
lesbes do SNC, elas também podem desempenhar papéis na neurogénese,
crescimento axonal, produgdo de mielina e reparo tecidual. Essas fungdes
benéficas ocorrem n&o apenas durante o desenvolvimento, mas também na
recuperacao do SNC apds insulto em animais adultos (YONG, 2005 ).

A atividade das MMPs esta localizada nos cones de crescimento dos
neurdnios, e a inibicdo da sua atividade reduz a motilidade do cone de
crescimento (SHEFFIELD et al., 1994).

A MMP-9 neuronal participa da plasticidade sinaptica, controlando a forma
das espinhas dendriticas e a fungcao das sinapses excitatérias, desempenhando um
papel na aprendizagem, memoéria e plasticidade cortical (VAFADARI; SALAMIAN;
KACZMAREK, 2016). Sua relevancia para o sistema nervoso foi demonstrado por
Mantuano et al. (2008), que mostraram que o dominio hemopexina da MMP-9
poderia se ligar a proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LRP-1) para promover a migracao de células de Schwann por ativagao
da sinalizacdo celular. Da mesma forma, foi observado o crescimento de neuritos de
neurdnios tratados com o dominio hemopexina MMP-9 (YAMAUCHI et al., 2013).

Outras pesquisas evidenciam que as MMP-9 e -12 estdo envolvidas na
maturagdo de células precursoras de oligodendrécitos e a extensdo de seus
processos. Sabe-se que MMP-9 e -12 influenciam a formagao de mielina durante o
desenvolvimento, pois ha uma deficiéncia de mielinizacdo no desenvolvimento de
camundongos nocautes para o gene MMP-9 e -12 (YONG, 2005). No cerebelo,
estudos demonstram que as MMPs e TIMPs regulam diversas funcdes
neuronais, incluindo migragao, extensao de processo e plasticidade sinaptica. MMP-
2, -3, -9, TIMP-1, -2 e -3 sdo expressas no cerebelo em desenvolvimento. O padréao
espaco-temporal de expressdo e atividade dessas enzimas sugere que elas
desempenham um papel no desenvolvimento do cortex cerebelar. Estudos com
camundongos knokout para MMP-2 e -9, indicam que essas metaloproteinases

participam da regulagdo da morfogénese do cerebelo (LUO, 2005).


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1044743115000445?via=ihub%252525252523bb0320
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1044743115000445?via=ihub%252525252523bb0320
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A expressao de metaloproteinases apos lesbées no SNC pode aumentar como
resultado das contribuicdes de varias fontes celulares, como a sinalizagdo de
integrinas, citocinas, quimiocinas e alteracbes de moléculas da matriz extracelular.
Em estudos in vitro, a interleucina-1 (IL-01), uma citocina inflamatéria , € um forte
indutor da expressao de metaloproteinases, e a regido promotora de muitos genes
de metaloproteinase contém elementos de ligagao a fatores de transcri¢ao regulados
por IL-01 (VECIL et al., 2000).

A interacdo das metaloproteinases com outras moléculas nos locais das
lesdes também ¢é importante. A producdo de o6xido nitrico € aumentada nos
locais das lesbes, onde pode contribuir para a evolugdo de uma lesao.
Significativamente, ooxido nitrico ativa a MMP-9 por meio da nitrosilacédo S e o
produto resultante éneurotdxico. Da mesma forma, as quimiocinas também estao
presentes nos locaisdas lesdes havendo uma interacdo complexa entre elas e as
MMPs (GU et al., 2002).

Um aumento na expressdo da gelatinase B, ou MMP-9, foi bem
documentadaem insultos ao SNC. Em disturbios cerebrais, a MMP-9 desencadeia
um mecanismo de agao envolvido em respostas imunitarias/inflamatérias, com a
capacidade de ativar citocinas e quimiocinas e contribuir para a ruptura da barreira
hematoencefalica, facilitando o extravasamento de leucdcitos para o parénquima
cerebral (VAFADARI; SALAMIAN; KACZMAREK, 2016). Em camundongos nocaute
para o gene MMP-9, foram relatados um atraso na migragdo e uma diminuicdo da
apoptose das células dos granulos cerebelares (VAILLANT et al., 2003).

Quando a MMP-9 é expressa indevidamente, pode ocorrer dandos nos
tecidos, contribuindo para uma variedade de disturbios cerebrais. Exemplos
desses disturbios sao epilepsia, esquizofrenia, TEA (Transtorno do Espectro
Autista), lesdo cerebral, AVC, neurodegeneracdo, dor e tumores cerebrais
(VAFADARI; SALAMIAN; KACZMAREK, 2016).

Pesquisas recentes em tecidos tumorais de um modelo de xenoenxerto
ortotépico mostraram que apdés o tratamento com irradiagdo, a expressdao de MMP-9
aumentou significativamente in vivo e in vitro (ZHOU et al., 2019).

Dada a conhecida correspondéncia nos estagios de desenvolvimento
cerebelar entre roedores e humanos, esse modelo de estudos traz implicagcbes
relacionadas a saude, considerando a exposi¢cao acidental ou terapéutica de seres

humanos a radiag&o ionizante. Portanto, visto que ndo foram encontrados trabalhos
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sobre a expressao de metaloproteinases em cerebelo irradiado, estudos que
busquem estabelecer seu papel nesse tipo de injuria poderdo contribuir para um

melhor entendimento da fungdo das MMPs no SNC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da radiagdo ionizante X na expressao de MMP-9 e namorfologia

do cerebelo de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar por Imunohistoquimica a expressao da MMP-9 no cortex cerebelar de

ratos irradiados;

- Analisar os efeitos da radiagcédo sobre a morfologia das células de Purkinje.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA/UEPG,
processo n° 036/2016 conforme estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.1 ANIMAIS, DELINEAMENTO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 30 ratos machos linhagem Wistar com 90 dias de vida e
peso entre 280 a 320 g, fornecidos pelo biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Os animais foram mantidos em caixas feitas de polipropileno forradas com
aparas de madeira, em grupos de 4, em ambiente climatizado (22 + 2°C) com
ciclode claro/escuro de 12 h. Agua e racéo fornecidas ad libitum.

Os 30 ratos foram divididos em 6 grupos de 5 animais cada: 1 grupo controle

e 5 grupos expostos a radiacdo X (sacrificados 4, 9, 14, 25 e 60 dias apds a

€eXxposicao).
Figura 5 - Grupos experimentais
Nao irradiados Irradiados
I
Conrle 4 dias 9 dias 14 dias 25 dias 60 dias

Fonte: A autora

4.2 APLICAGCAO DA RADIACAO

A radiagédo X foi realizada na clinica ISPON na dose de 15.75 Gy durante 1
minuto (previamente calculada pelo fisico da clinica considerando parametros
anatbmicos dos animais como o peso e altura de ratos machos adultos) na cabeca
de todos os ratos dos grupos experimentais, colocados em decubito ventral,usando
uma distancia focal de 100 cm e um campo de colimacédo de 40 x 40 cm com um
acelerador linear 600C/D-6MV. Antes da irradiagdo o0s animais foram

anestesiados com 1,0ml/kg de cloridrato de cetamina e 1,5 mil/kg de cloridrato de
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xilasina.

4.3 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Para a extragdo dos orgaos, os animais foram anestesiados com cloral
hidratado 10% e mortos por deslocamento cervical. O cerebelo dos animais foi
extraido, seccionado com um corte sagital mediano. Uma porgdo do hemisfério do
cerebelo de cada animal foi lavado em 1XPBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM,;
Na2HPO4 4,3 21 mM; KH2PO4 1,47mM, pH 7,4) gelado e foi fixada em

paraformaldeido 2% por 72 horas, desidratada em série alcodlica crescente,
diafanizada em xilol e incluidas em parafina, para obtencéo de cortes semisseriados
de 10um por rato e tempo, que foram montados em duas laminas silanizadas que

continham cada uma 3 cortes.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DOS RATOS IRRADIADOS

As laminas contendo cortes de cerebelo foram submetidas a reacdo de
Feulgen, para evidenciar cromatina. Para essa reagdo, as laminas foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas em solu¢des alcodlicas decrescentes (100% a
70%) e hidrolisadas em HCI 1N, a 60°C durante 1 hora. Posteriormente, foram
mergulhadas em agua destilada fria para deter a hidrélise. Os cortes foram corados
com reativo de Schiff durante 1 hora e lavados com 3 banhos sucessivos, de 2
minutos cada, em agua sulforosa. Posteriormente os cortes foram contracorados
com Fast Green 1%. Apdsa coloragéo as laminas foram desidratadas, diafanizadas

e montadas com laminulae Permount para as seguintes analises:
4.4.1 Analise Morfoldgica
Foram obtidas imagens em microscopio de luz acoplado a cémera

fotografica, em aumento de 40x para analise visual da morfologia dos nucleos dos

neurénios que formam as camadas do cerebelo.
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4.4.2 Estimativa do Numero de Células de Purkinje

A contagem do numero de células de Purkinje foi realizada em 12 campos
aleatorios por corte, no aumento de 100x. Para abranger todas as regides do
cerebelo, foram selecionados 6 campos na regidao apical das folhas do cerebelo
e 6 regides do sulco do coértex cerebelar, totalizando os 12 campos. Os campos
aleatérios incluiam todos os lobos cerebelares: lobo anterior, posterior e
floculonodular. Foram utilizados 3 cortes por animal. As células de Purkinje das 12

regides por corte foram somadas e comparadas entre os tempos analisados.

4.4.3 Andlise da Area e do Fenétipo do Nucleo das Células de Purkinje

O principio da reagao é a hidrolise acida moderada para romper a ligagéo
das bases purinicas do DNA com a desoxirribose (depurinagéo), expondo os seus
gruposaldeidos que se coram pelo Schiff na cor magenta. Dessa forma, € possivel a
partir dessa reacao, fazer a analise do fenétipo da composigcao geral do nucleo pela
medida colorimétrica da reacdo expressa em pixel. Essa analise permite, por
exemplo, avaliar fenotipicamente a fragmentagdo ou condensag¢ao da cromatina em
células submetidas a condi¢des patologicas (VIDAL et al, 1998; MARIA et
al., 2000; MORAES et al, 2005). Assim, para essa analise, imagens dos
nucleosdas células de Purkinje foram obtidas utilizando 10 campos por lamina, em
aumento de 1000x, em fotomicroscopio.

A intensidade da reacgao de Feulgen foi medida com o uso de ferramentas do
programa Imaged (https://imagej.nih.gov) de dominio publico. O método assume
uma relacao linear entre a intensidade da coloracédo e a quantidade de luz que ela
absorve (absorbancia). Nesse caso, a intensidade da coloragao é determinada com
base na média dos niveis de cinza por nucleo (convertido posteriormente em
densidade Optica, DO=absorbancia). A primeira etapa da andlise da imagem
compreende na transformacdo da imagem capturada em imagem numerizada, o
que é feito mediante atribuicdo de graduagdes de niveis cinza (0 a 255) para cada
pixel de imagem. A conversao dos niveis de cinza em absorbancia foi feita através
do uso da ferramenta “Optical Density Calibration” de acordo com informagdes
obtidas no website do software (https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

Posteriormente as fotomicrografias foram convertidas em 8-bit, para a leitura
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do valor médio de cinza dentro da selecdo. O valor médio de cinza é a soma dos
valores de cinza de todos os pixels na selecdo dividida pelo numero de pixels.
Sendo assim, valores proximos a 255 (menor DO) indicam uma cromatina
descondensada, enquanto que valores préoximos a 0 (maior DO) demonstram uma
cromatina mais compactada ou possivelmente fragmentada compactagcdo do DNA
(ALDROVANI et al.; 2006). A area dos nucleos foi medida a partir da selecéo
manual por todo o perimetro nuclear através da ferramenta “freehand selections”, e

a areamédia foi expressa em pixels.

4.4.4 Analise da Expressao de MMP-9

Trés laminas de cada tempo avaliado, contendo 3 cortes com 10um de
espessura foram desparafinadas em xilol, reidratadas em solu¢des alcodlicas
decrescentes (100% a 70%) e submetidas a recuperacéo antigénica em solucgdo de
acido citrico 10mM pH 6,0 a 98°C por 20 minutos. Em seguida, para a inibicdo da
peroxidase endogena, as laminas foram tratadas com peréxido de hidrogénio (20
volumes), 3 vezes por 10 minutos cada. Os cortes foram lavados em agua e 1xPBS
e posteriormente incubados por 14 horas com anticorpo primarios anti-MMP-9 na
concentragdo de 1:500 diluidos em 1XPBS contendo 1% de Albumina serica
bovina (BSA).

Os cortes foram lavados em 1xPBS e incubados com anticorpo secundario
utilizando DAKO (kit Universal LSAB) durante 30 min a 37°C. Apds lavagem em
1xPBS, os cortes foram incubados em uma solugdo de 80 ml de 1XPBS contendo
25mg de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich), 1 ml de H20O, 20 volumes e 1
ml de DMSO. O tempo de reacdo foi 5 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente os cortes foram lavados em agua destilada e contracorados com
hematoxilina de Harris por 1 minuto. Apds coloracao, os cortes foram desidratados e
montados com laminulas usando Permount.

Em cada lamina dois cortes foram incubados com anticorpo e um corte foi
usado como controle negativo, omitindo o anticorpo primario.

Para avaliar a expresséao da MMP-9, imagens de 10 campos contendo as
células de Purkinje foram obtidos em fotomicroscopio no aumento de 1000x, e a
intensidade da marcacgao foi avaliada usando a ferramenta colour deconvolution do

programa Imaged para separar o sinal DAB da coloragdo com hematoxilina.
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A partir da deconvolugdo de cores, a marcacao DAB foi evidenciada, para
se obter a absorbancia individual, a partir da graduagdo dos pixels da imagem
em escala de 0 a 255. Valores proximos de 0 correspondem ao balango de
preto e préximos de 255 ao balango de branco. Sendo assim, a partir da analise
quantitativa, valores mais préximos 0 representam uma marcacdo de MMP-9
mais intensa, e valores préximos de 255, uma marcacdao de MMP-9 menos

acentuada indicando maior ou menor expressao dessa MMP, respectivamente.

Além disso, foi realizada uma anadlise visual da localizacdo da

imunomarcagao de MMP-9 nas camadas do cortex cerebelar.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao da média e
avaliados com auxilio do programa GraphPad Prism® 5.01. As analises estatisticas
do parametros avaliados entre o grupo controle e os tempos de animais irradiados
foram feitas pelo método de Analise de Variancia Simples (One Way ANOVA), com
pos teste de Tukey. Para a verificagdo de diferencas estatisticas dos parametros

avaliados foi adotado como critério de significancia no nivel de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE MMP-9

A figura 6A mostra as fotomicrografias que representam a imunomarcagao de
MMP-9 no cerebelo dos ratos controle e nos tempos de 4, 9, 14, 25 e 60 dias apos
serem expostos a radiagao.

A analise visual mostrou que no grupo controle a imunomarcagdo para
MMP-9 se localiza ao redor das células de Purkinje (P) e em prolongamentos de
axoénios localizados na camada molecular (CM).

Nos tempos de 4, 9 e 14 dias, a MMP-9 foi evidenciada nos prolongamentos
de neurénios na CM e em prolongamentos ao redor das células de Purkinje. Nesses
animais, a imunomarcacdo para MMP-9 estava mais evidente nos
prolongamentos de neurdnios da camada molecular quando comparados com os
controles.

No tempo de 25 dias, a MMP-9 foi detectada principalmente nos
prologamentos ao redor do corpo das céulas de Purkinje. Nesse grupo, a
imunomarcacgao para MMP-9 na camada molecular foi menor quando comparada
com os demais tempos avaliados. No tempo de 60 dias, a MMP-9 foi detectada
apenas nos prologamentos ao redor das células de Purkinje.

A camada granulosa (CG) n&o apresentou marcagdes especificas para MMP-
9 nas células granulares, prolongamentos de neurénios ou na matriz extracelular, no
tempo controle e nos tempos avaliados apds a irradiagao.

Esta representado na figura 6B a analise estatistica da marcagdo de MMP-9
avaliada a partir da intensidade dos pixels da marcagao no tecido cerebelar. Essa
medida indica que valores mais proximos de 0 representam uma marcacao de
MMP-9 mais forte, e valores préximos de 255 uma marcacdo de MMP-9 mais fraca.

Os resultados mostraram um aumento significativo (P<0.05) da
imunodetecgao para MMP-9 apds a irradiagao nos tempos de 4, 9 e 14 dias quando
comparados ao grupo controle. Também foi observado aumento significativo de
MMP-9 nos tempos de 4 dias quando comparado com 25 e 60 dias; 9 dias quando

comparado com 4, 14, 25 e 60 dias; e 14 dias quando comparado com 25 e 60 dias.
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Figura 6 - Imunohistoquimica para MMP-9 em cerebelo. (A) Fotomicrografia da imunohistoquimica
para MMP-9 no cerebelo de ratos controle e sacrificados em 4, 9, 14, 25 e 60 dias apds a exposi¢do
a radiagdo. CM: Camada Molecular; CP: Camada de Purkinje; CG: Camada Granulosa; ponta de
seta: prolongamentos de neurdnios na CM; seta: prolongamentos de neurdnios na CP. (B) Média +
desvio padrao da distribuicdo da imunoexpressao tecidual de MMP-9 de acordo com a intensidade
dos pixels da marcagao. (*) indica diferenga significativa (p<0,05) comparado com o controle.
(colchetes) indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos.
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5.2 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO CEREBELO

5.2.1 Estimativa do Numero de Células de Purkinje

A figura 7 mostra a estimativa do numero de células de Purkinje no cerebelo
dos ratos avaliados nos tempos de 4, 9, 14, 25 e 60 dias apés radiagéo, e no grupo
controle.

O numero de células de Purkinje reduziu significativamente (P<0,05) nos
animais irradiados, em todos os tempos avaliados quando comparados ao grupo
controle. Entre os animais irradiados, nao houve diferenca no numero de células de

Purkinje.
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Figura 7 - Estimativa do numero de células de Purkinje. Média * desvio padrdao do numero de células
de Purkinje por area analisada. (*) indica diferencga significativa (p<0,05) comparado com o controle.

300 -
o
[= 1
g
[i+]
o
%‘ zu_u_ £ g * w i k]
x T T E
a
S 100 -
w
=
(4]
=
ﬂ' T 1 1
W2 ahb fﬁﬂa #b

Grupos

5.2.2. Andlise da Area e do Fenétipo Nuclear das Células de Purkinje

Na figura 8A, sdo apresentadas as fotomicrografias do cortex cerebelar apos
a reagao de Feulgen. No grupo controle, as camadas do cerebelo possuem uma
morfologia organizada. As células de Purkinje apresentam formato piriforme sendo
visivel dendritos que se direcionam para a camada molecular. O nucleo é esférico
com cromatina clara e nucléolo evidente. Além disso, € possivel observar que as
células de Purkinje estdo organizadas de forma linear e com poucos espagos
entre as células. Tambem é observada a organizagcdo normal, em forma de

glomérulos, dos neurdnios que compdem a camada granulosa.

Ja nos tempos de 4, 9, 14, 25 e 60 dias, ocorre uma desorganizagdo das
camadas do cortex cerebelar. No tempo de 4 dias pode ser observado alteracédo na
morfologia das células e dos nucleos. Algumas células de Purkinje perdem o
formatopiriforme e algumas possuem o nucleo reduzido com aspecto de cromatina
mais condensada ou fragmentada. Em outras células de Purkinje os nucleos estao
completamente ausentes. Além disso, ocorrem espacos mais evidentes entre essas
células, bem como se observa que as células da camada granulosa invadem a

camada de Purkinje, o que nao é visivel no grupo controle. Essas alteragdes foram
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visiveis também em todos os demais tempos avaliados nos animais irradiados,
principalmente mudangas na morfologia das CP.

Alteracbes morfolégicas também foram observadas na camada granulosa
dos grupos irradiados. Além da invasdo dessas células em diregdo a camada de
Purkinje,as células da granulosa perdem sua organizagdo espacial de glomérulo,
pela auséncia dos espagos entre os agrupamentos desses neurénios. Nos animais
irradiados alteragbes nucleares também foram observadas na camada granulosa.
Como indicado no tempo de 14 dias, as células da granulosa apresentaram
formato e tamanho variados, com nucleos pequenos e cromatina condensada
com aspecto de grumos. Em outros locais da granulosa os nucleos aparecem
fragmentados,caracteristicas ndo observadas no grupo controle.

A figura 8B mostra com detalhes as alteragdes morfologicas e o contorno dos
nucleos das células de Purkinje para a selegdo da area. No grupo controle, as
células de Purkinje apresentam um formato piriforme e nucleo grande com
cromatina visualmente descondensada. Nos animais irradiados as células de
Purkinje perdem seu formato caracteristico e os nucleos apresentam uma coloragao
mais escura. No grupo de 14 dias observa-se uma possivel fragmentagéo de DNA.

A figura 8C apresenta os resultados da analise densitométrica dos nucleos
das células de Purkinje, obtidos a partir da intensidade média da reagao de Feulgen,
medida e expressa em densidade Optica (DO) a partir de pixels de tons de cinza,
pelo programa Imaged. Essa medida, indica o nivel de organizagcdo da cromatina
em termos de sua compactacdo, sendo assim, valores de DO maiores indicam
maiorintensidade e valores de DO menores indicam menor intensidade da reacao
Feulgen x cromatina.

Os resultados mostraram que a medida de desidade 6ptica da reagcao de
Feulgen é significativamente maior (P<0.05) nos tempos de 4, 9, 14, 25 e 60
dias quando comparados ao grupo controle. Um aumento significativo (P<0.05) da
densidade 6ptica foi observado nos tempos de 4 dias quando comparado com 9, 14,

25 e 60 dias; e no tempo de 60 dias quando comparado com 9, 14 e 25 dias.



Figura 8 - Andlise morfolégica e morfométrica. (A) Fotomicrografia do cortex cerebelar corado com
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a reacgao de Feulgen. CM: Camada Molecular; CP: Células de Purkinje; CG: Camada Granulosa; D:

Dendrito; N: Nucléolo; g: glomérulo cerebelar; *: espacos entre as células de Purkinje; setas:
células de Purkinje com nucleo ou forma alterada; cabega de seta: fragmentos de células. (B)
Fendtipo nuclear das células de Purkinje.; seta: fragmento nuclear (C) Média + desvio padréo da
intensidade da Reacdo de Feulgen nos nudcleos das células de Purkinje de acordo com a
densidade optica. (*) indica diferenga significativa (p<0,05) comparado com o controle. (colchetes)
indicam diferencga significativa (p<0,05) entre os tempos.
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A figura 9 mostra os valores da area nuclear das células de Purkinje
expressas em pixels. A analise estatistica mostrou uma reducgado significativa
(P<0,05) da area dos nucleos de células de Purkinje nos tempos de 4, 9, 14, 25 e 60
dias quando comparados ao grupo controle. Nado houve diferenca significativa

entre os temposdos grupos irradiados.

Figura 9 - Area nuclear das células de Purkinje. (A) Morfologia e selegdo da area dos nucleos de
Purkinje. (B) Média + desvio padrao da area do nucleos das células de Purkinje. (*) indica diferenca
significativa (p<0,05) comparado com o controle.
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6 DISCUSSAO

A metaloproteinase-9 é uma endopeptidase dependente de Zn?* expressa no
Sistema Nervoso Central e Periférico, podendo controlar a sinaptogénese, o
crescimento axonal, a mielinizagao durante o desenvolvimento e a reestruturagao de
redes sinapticas em individuos adultos (ETHELL; ETHELL, 2007). A
desregulagédo da atividade da enzima esta implicada em uma série de disturbios
neurodegenerativos, incluindo lesdo cerebral traumatica, esclerose multipla e
doenga de Alzheimer (REINHARD; RAZAK; ETHELL, 2015; RANA; MUSTO, 2018).

Além disso, existem estudos envolvendo a atividade da MMP-9 em
tratamento radioterapico em alguns tipos de cancer (KUNIGAL et al., 2008; DANO et
al., 1999 ). Em processos oncoldgicos na regiao da cabega e pescogo, a radiagao
craniana profilatica € um tratamento de risco que pode ser prejudicial para tecidos
n&do tumorais do SNC (FUKUDA et al., 2004; ZHOU et al., 2019), acarretando em
fungdes neurocognitivas alteradas. A eficacia da radioterapia no tratamento de
tumores é limitada por efeitos colaterais toxicos, que impedem o aumento da
dose. Além disso, a radiagcdo pode induzir a proliferacdo e repovoamento das
células tumorais, e as células cancerosas podem desenvolver mecanismos de
radiorresisténcia que estao relacionados a resposta de reparo do DNA (KUNIGAL et
al., 2008).

A radioterapia pode estimular varias vias de transducdo de sinal
simultaneamente e, por sua vez, essas vias podem alterar a expressao de
moléculaspro-angiogénicas, como a MMP-9, aumentando a atividade dessa enzima,
favorecendo a sobrevivéncia de células tumorais e a invasao do tumor (JADHAV;
MOHANAM, 2006). Estudos envolvendo a MMP-9 em tratamento com radiacdo em
cancer de mama por exemplo, demonstram que essa enzima leva ao aumento do
crescimento tumoral (COUSSENS et al.,, 2000), metastase (JADHAV; MOHANAM,
2006), regulacdo da apoptose e angiogénese (BERGERS et al, 2000). A
auséncia de MMP-9 retarda a angiogénese e reduz a frequéncia de tumores
(COUSSENS et al.,, 2000). Esses dados indicam que a MMP-9 possui importante
papel durante o tratamento oncolégico com radiacdo ionizante mas com
mecanismos de agao que ainda nao estao bem elucidados, assim necessitando de
mais estudos.

Sendo assim, para investigar a expressdo de MMP-9 apds a radiagdo em um
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tecido ndo tumoral, foi realizada uma Imunohistoquimica para MMP-9 em
cerebelode ratos.

Os resultados da anadlise visual da imunomarcacdo de MMP-9 no cortex
cerebelar (figura 6A) mostraram um aumento na intensidade da expressédo de
MMP-9 nos grupos de 4, 9 e 14 dias, quando comparados com o grupo controle. A
camada molecular, que apresentou intensa marcacao para a MMP-9, € um local de
intensa atividade sinaptica, onde operam as sinapses de fibras paralelas, células
estreladas, células em cesto e dendritos das células de Purkinje (MOREIRA, 2017).
A camada de Purkinje apresentou marcag¢ao para a MMP-9 em prolongamentos ao
redor das células de células de Purkinje, que condizem com as caracteristicas
morfolodgicas das células em cesto, as quais estabelecem contato sinaptico inibitério
com o corpo celular do neurdnio de Purkinje. Em 25 e 60 dias, a marcagéao ficou
evidente apenas ao redor das células de Purkinje e em poucos prolongamentos na
camada molecular, se assemelhando ao grupo controle. No cerebelo, os neurdnios
que possuem essa caracteristica morfofuncional séo as células em cesto.

Os resultados aqui apresentados demonstram que apdés a exposi¢cao a
radiacao ionizante ha um aumento visual da MMP-9 no cerebelo de um tecido nao
tumoral. Segundo Stetler-Stevenson e Yu (2001), as MMPs podem degradar os
componentes da matriz e atuar em localizagado especifica nos tecidos a fim de
favorecer a metastase e inibicdo da apoptose de células cancerosas.

Pesquisas demonstram que apos a irradiagdo do tecido, a degradagédo da
matriz extracelular desempenha um papel importante na metastase tumoral e nos
processos de remodelagao do tecido ndo neoplasico, um componente necessario da
invasdao (KUNIGAL et al., 2008; DANO et al., 1999). Em tecidos tumorais, os
componentes dos sistemas de protease que degradam a matriz (ativadores de
plasminogénio e MMPs) podem ser expressos pelas células ndo neoplasicas, pelas
células cancerosas ou por ambas (DANO et al., 1999).

O aumento visual da expressdao de MMP-9 é confirmado estatisticamente a
partir dos resultados da analise da intensidade da marcag¢ao em pixels na figura 6B ,
demonstrando um aumento significativo nos niveis de MMP-9 nos animais
irradiados até o 14° dia. O aumento da expressdo de MMP-9 também pode estar
relacionado com a producédo de radicais livres apos dose unica de radiagdo. Em
lesbes cerebrais induzidas por radiagao, foi identificado que o estresse oxidativo e

a via inflamatéria sdo os principais responsaveis pelos danos gerados (BALUNA,;
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ENG; THOMAS, 2006; DENHAM; HAUER-JENSEN, 2002). Além disso, as EROs
produzidas apds lesbes do SNC também podem contribuir para a inducdo e
ativacdo de MMPs (YONG et al., 2001; CUI et al., 2010), ampliando os niveis da
lesdo devido a maior vulnerabilidade dos tecidos neuronais (MANDA et al., 2007).
Assim, a regulacdo rigorosa da atividade da MMP-9 é critica para a ativacéo e
remodelacio especificado tecido, com efeitos espaciais e temporais.

Para avaliar possiveis perdas celulares apos radiagdo, foi realizada a
estimativa do numero de células de Purkinje. A analise estatistica (figura 7)
demonstrou que o numero de células de Purkinje no cortex cerebelar reduziu
significativamente em todos os grupos de animais expostos a radiagcéo ionizante,
quando comparados com o tecido cerebelar nao irradiado. Este resultado corrobora
com pesquisas semelhantes que demonstraram que em cerebelos irradiados de
camundongos adultos e recém-nascidos, ha uma perda linear de células de Purkinje
por necrose ou apoptose (CUI et al., 2010; MANDA et al., 2007).

Os radicais livres gerados como consequéncia da irradiagdo podem acelerar
odano celular. O tecido cerebral é altamente vulneravel aos danos dos radicais
livres pela sua alta utilizagdo de oxigénio, alta concentragdo de acidos graxos
poliinsaturados e baixa concentracdo de antioxidantes citosolicos e metais de
transicéao, tais como ferro (REITER et al.; 2001)

Para analisar alteragdes morfoldgicas cerebelares, os cortes de cerebelo
foram submetidos a histoquimica de Feulgen. A analise de imagem de nucleos
corados com Feulgen usando parametros densitométricos e texturais podem ser
considerados uma ferramenta sensivel para a avaliagdo de mudangas no fenétipo
nuclear devido a fragmentacédo ou condensagao da cromatina em diferentes tipos de
células e sob varias condi¢des patoldgicas (VIDAL et al., 1998; MARIA et al., 2000;
MORAES et al., 2005).

A analise morfolégica do coértex cerebelar corado com Feulgen (figura 8A)
demonstrou que apo6s uma unica dose de irradiagao X aplicada a cabecga de ratos
houve uma desorganizagdo da citoarquitetura cerebelar. As analises histologicas
permitiram estabelecer que a partir de 4 dias e nos tempos subsequentes houve
mudangas na distribuicdo espacial das células de Purkinje, que perderam a
organizacao linear. Estudos onde ratos neonatais foram expostos a radiagao
ionizante demonstraram semelhangas com os resultados aqui apresentados,

sugerindo que a radiacdo X induziu anormalidades permanentes na
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citoarquitetura do cortex cerebelar (ZHOU et al., 2019; GUELMAN et al., 2003;
GUELMAN et al., 2011)

Em nossos resultados, as células de Purkinje dos animais irradiados
apresentaram o dendrito primario desarranjado ou n&o aparente, concordantes
com estudos que mostram que apos a radiacdo de cerebelos neonatais, a
arborizacao dendritica das células de Purkinje é modificada (ZUBILETE et al., 2011).
Além disso, observou-se alteragdes morfolégicas como por exemplo a perda do
formato piriforme, retragdo citoplasmatica e nuclear, e nucleo com aspecto de
cromatina condensada, sendo também possivel observar a presenca de
fragmentos nucleares encontrados na camada granular e na camada de Purkinje,
sem a presenca de células inflamatérias. Segundo Lossi e Gambino (2008)
essas caracteristicas morfolégicas encontradas podem representar a primeira
evidéncia de morte celular.

Apesar da maioria das células de Purkinje apresentarem alteragdes
morfolégicas nos animais irradiados, outras se assemelham as células do grupo
controle, com nucleo redondo e cromatina descondensada, sugerindo que essas
células estdo desempenhando suas fungdes metabdlicas para a manutencido do
cerebelo.

A presenca de espagos evidentes entre as células de Purkinje nos
temposdos animais irradiados pode estar correlacionada com a perda significativa
de células de Purkinje, como demonstrado na figura 7. Além disso, a
desorganizagdo na camada granular provocou a mudangas na morfologia
glomerular. Os glomérulos cerebelares sao regides de contato sinaptico entre as
fibras musgosas, dendritos das células granulares, terminais axonais das células de
golgi e partes proximais dascélulas de Golgi. Estudos semelhantes, in vitro e in vivo,
mostram que a exposi¢gao neonatal a radiagdo ionizante induziu a perda de células
granulares e células granulares externas devido a apoptose (ZHOU et al., 2019;
FUKUDA et al., 2004) ea espessura da amada granular foi reduzida em decorréncia
da radiagdo ionizante, onde o dano induzido por radiacdo em células granulares
cerebelares imaturas foi mediado principalmente pelo acumulo de EROs
(GUELMAN et al., 2005).

Para verificar as mudangas no fenoétipo nuclear das células de Purkinje, as
fotomicrografias do coértex cerebelar foram submetidas a andlise de densidade

Opticaapos a histoquimica de Feulgen. Houve um aumento da densidade 6ptica em
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todos os tempos dos animais irradiados quando comparados com o grupo controle
(figura 8C). Esses resultados sugerem que o nucleo do grupo controle apresentou
uma cromatina descondensada, como também pode ser observado na analise
visual, e em todos os grupos de animais irradiados houve uma mudanga morfolégica
nuclear, representando a possivel condensagao de cromatina e fragmentagéo do
DNA.

Esses resultados complementam a analise visual (figura 8A). O grupo de 4
dias foi o qual apresentou niveis de compactagao mais altos, seguido dos animais
de 60 dias, podendo inferir que os danos causados pela radiagdo ocasionam
prejuizos de curto e médio prazo. Segundo pesquisas anteriormente realizadas, a
radiacao ionizante atua através da inducao de quebras de fita dupla no DNA, a fim
de induzira eliminagao de células cancerosas e também saudaveis por apoptose (LlI;
STORY; LAGERSKI, 2001).

Segundo Maria e colaboradores (2000) e Vidal e colaboradores (1998), as
células em estagios avangados de apoptose exibem alteragbes morfoldgicas
através mudancas nucleares e citoplasmaticas caracterizadas pela condensagao e
fragmentacao celular em corpos apoptoéticos (MARIA et al., 2000; VIDAL et al,,
1998). Em condigdes fisioldégicas normais, os neurdnios sao encontrados em um
estado quiescente no sistema nervoso adulto. Nesse caso, eles irdo apresentar
um nucleo com cromatina mais descondensada, como também observamos em
nossos resultados. Os neurbnios sdo geralmente considerados células pés-
mitoticas, porém quando submetidos a insultos agudos, como privacédo do fator
neurotrofico, excitotoxicidade, dano ao DNA e estresse oxidativo, podem entrar em
morte celular.

Os mecanismos precisos por tras da morte neuronal em lesdes
degenerativas ainda ndo estdo estabelecidas. Contudo, estudos demostram que a
morte celular pode ocorrer através de ambas as formas de apoptose e necrose. No
processo de apoptose em células granulares cerebelares, € descrito que esses
neurdnios podem sofrer um processo de reentrada no ciclo celular ativando um
gatilho de apoptose neuronal que desencadeia uma série de vias de sinalizagao
(indugcédo da via Bax/ caspase-3 e da via Cdk1/FOXO1/Bad) seguido da morte
neuronal (FRADE; OVEJERO-BENITO, 2005). Embora os processos de necrose e
apoptose sejam diferentes e divergentes, podem agir de forma sobreposta de

maneira a causar a morte neuronal. Dessa forma, a morte neuronal pode ser
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bifasica, comegando com necrose e mostrando apoptose retardada (WOLOZIN;
BEHL, 2000; MUKHERJEE; SWARNAKAR, 2015).

Além disso, na figura 9 é demonstrado uma redugao na area dos nucleos das
células de Purkinje em todos os grupos de ratos irradiados. Esse resultado é
complementar a alteracdo do fendtipo nuclear (figura 8B). Nesse sentido, as
mudangas morfoldgicas nucleares encontradas s&o possiveis alteragbes na
estrutura do DNA e cromatina, que causam retragao nuclear, podendo ser uma
caracteristica do processo de morte celular. Segundo Lossi e Gambino (2008), em
processos apoptéticos a célula e seu nucleo assumem uma forma mais irregular.

Os dados coletados neste trabalho demonstraram alteracbes na
citoarquitetura do cértex e das células de Purkinje do cerebelo e indicam um
possivel papel da MMP-9 em tecido cerebelar ndo tumoral irradiado. Entretanto
esse papel ainda precisa ser melhor investigado. Assim, pesquisas complementares
sao necessarias para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos com o
intuito da projecao de estratégias terapéuticas futuras, para reducdo de danos

ocasionados durante tratamento radioterapico no cerebelo.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se, pelos resultados obtidos neste trabalho, que a radiacao
ionizante emdose unica de 15,75 Gy na regiao craniana de ratos:
- Aumentou os niveis de MMP-9 no cerebelo até o 14° dia, principalmente na
camada molecular e ao redor das células de Purkinje;
- Provocou alteragbes morfolégicas no cortex cerebelar em curto e médio prazo;
- Ocasionou reducao significativa no numero de células de Purkinje no cerebelo;
- Resultou na redugdo da area nuclear e cromatina mais condensada das

célulasde Purkinje.
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