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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acdo da oxigenagdo hiperbarica em lesdes actinicas provocadas por radiag¢@o ionizante no colo distal de ratas.
Métodos: Foram utilizadas 32 ratas adultas distribuidas em quatro grupos. I - sham; 11 - oxigenoterapia hiperbarica (OHT); I1I —
radioterapia (RT), e IV - radioterapia e oxigenoterapia hiperbarica (da mesma maneira que nos grupos II ¢ I1I). Segmentos de colo
distal foram fixados em formol a 10% e processados para avaliagdo histologica ¢ morfométrica. Resultados: Os resultados do
experimento mostraram lesdo das glandulas intestinais, vasodilatagdo e infiltrado leucocitario na lamina propria e submucosa no
colo dos animais pertencentes ao grupo RT que diminuiu acentudadamente apos a oxigenioterapia hiperbarica. Conclusio: A
oxigenitoterapia hiperbarica atenua as alteracdes morfoldgicas da mucosa e submucosa do colon distal de ratas com enterite
induzida por radia¢do ionizante.

Descritores: Oxigenagdo hiperbarica. Radioterapia. Célon. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of hiperbaric oxygen on the radiation-induced actinic lesions in the rat distal colon. Methods:
Thirty-two Wistar female rats were divided into four groups: I - sham; 11 - hiperbaric oxygen therapy (HOT); III — radiotherapy
(RT), e IV - radiotherapy and hiperbaric oxygen (the same manner of II and III group). Fragments of distal colon were fixed into
10% formadehyde and proceeded for the histological routine and morphology. Results: The experimental results showed the
intestinal gland lesions, vasodilation and infiltrated leucocytes in propria laminae and submucosae in rat colon of GIII that
accentuated colon after hiperbaric oxygen Conclusion: Hiperbaric oxygen attenuated the morphological changes in the mucosae
and submucosae of the rat distal colon with radiation-induced inflammatory process.
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Introducao

A radioterapia tem importancia no tratamento dos Os sintomas decorrentes das lesdes actinicas colorretais
tumores pélvicos como fator curativo, adjuvante ou paliativo.  podem ser classificados em agudos (primeiras manifestagdes
A adequacdo do tratamento ¢ traduzida pelo prolongamento do  entre dois e seis meses) e cronicos (manifestacdes entre seis
tempo de vida com concomitante diminuigdo no indice de meses e dois anos). No primeiro grupo, a ocorréncia mais
recidiva local da doenga'. freqiiente consiste em um aumento no niimero de evacuagdes,

No entanto, os efeitos colaterais precoces e tardios da  estando a intensidade diretamente relacionada a dose, ao tempo
radiagdo sobre os orgdos pélvicos proximos ao o6rgio alvo sdo  (freqiiéncia e duragdo) e ao volume de massa corpérea irradiada.
fatores que comprometem a qualidade de vida do paciente. No segundo grupo, as estenoses, hemorragias, perfuragdes
Portanto, os cuidados para diminuir estes efeitos sdo tdo agudas e fistulas sempre foram a grande preocupacdo e
relevantes quanto sua indicagéo e utiliza¢do precisas >°. dependem da dose total recebida, do volume total de tecido
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irradiado e da radiossensibilidade do paciente *°.

Os pacientes portadores de lesdo retal induzida por
radioterapia podem ser submetidos a tratamento medicamentoso
sintomatico com o emprego de anticolinérgicos,
antiespamodicos ¢ analgésicos. Na dependéncia da intensidade
e duragdo dos sintomas, medicamentos como antibidticos,
prostaglandinas, repositores da flora intestinal e dietas a base
de glutamina, podem auxiliar no controle e remissdo da doenga.
O uso de corticoides via parenteral ou por enema tem indica¢ao
nos casos de sintomas mais intensos. Recentemente, tratamentos
invasivos como a fotocoagulagdo a laser sdo também
empregados 7.

As intervengdes operatdrias para desvio de transito
como a colostomia proximal a lesdo, a mucossectomia, a
resseccao retal seguida de anastomose coloanal, ou amputagdo
abdominoperineal do reto, sdo outras opgdes para 0s casos
refratarios ao tratamento medicamentoso®.

Estudos clinicos demonstraram que pacientes
portadores de cistite hemorragica e enterorragia grave de origem
actinica submetidos a oxigenagdo hiperbarica (OHB), associados
ou ndo ao tratamento tradicional, apresentaram boa evolucdo
com diminui¢do ou desaparecimento do sangramento *!'%!',

A oxigenoterapia hiperbarica seria uma das opgoes de
diminuir os efeitos adversos da radioterapia, sem os efeitos
colaterais de alguns medicamentos utilizados no tratamento
clinico tradicional, os riscos das terapluticas invasivas ¢ as
alteracdes de fungdo decorrentes das intervengdes operatorias’.

Trabalho experimental, onde foi analisado o ileo ter-
minal de ratos submetidos a radiagdo, demonstrou o efeito
protetor da OHB. Os animais foram expostos a oxigenoterapia
depois de completada a dose total de radiagdo. Ocorreu
diminuicao significante das lesdes recentes e tardias, quando se
comparou o0 grupo com ou sem exposicdo a OHB 2,

Deve ser mencionado que a acdo da OHB potencializa
o efeito radiobiologico, quando realizada concomitante as
sessoes de radioterapia 13. O aumento na oferta de oxigénio
amplia a producdo de radicais livres, com exacerbagao da lesdo
oxidativa do acido desoxirribonucléico (DNA) e agravamento
no indice de morte celular .

Por outro lado, a OHB promove também aumento da
producdo de 6xido nitrico, com conseqiiente vasodilatagao lo-
cal, o que diminuiria a isquemia na fase aguda da aplicacdo
ionizante e seria um dos mecanismos de diminui¢do de
fendmenos apoptoticos, sendo, deste modo, um fator de protecao
as lesdes radioinduzidas .

A revisdo de literatura é escassa na relagdo entre o
tratamento de lesdes intestinais actinicas com OHB. Apesar de
existir um grande numero de artigos publicados sobre o assunto,
a maioria dos trabalhos realizados resume-se a descri¢des de
casos ¢ ensaios clinicos ndo controlados ou com controles
inadequados, o que fornece pouca evidéncia para sua indica¢do
em diferentes situagdes clinicas *!!.

Portanto, o objetivo ¢ avaliar as alteragdes
morfologicas e morfométricas do colon de ratos submetidos a
oxigenac¢ao hiperbarica e a radiagdo ionizante.
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Métodos

Foram utilizados ratos fémeas Wistar, adultas (Rattus
norvegicus albinus), com peso médio de 260 gramas,
provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Santos, Universidade Lusiadas (FCMS-UNILUS). Os animais
foram alojados no referido Biotério, com agua e ragao ad libi-
tum, iluminagdo controlada por ciclos com 12 horas claro e 12
horas escuro (periodo de luz das 7:00 as 19:00 horas), com
temperatura ¢ umidade controladas. Apds um periodo de
adaptacdo de 7 dias, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos, a saber: Grupo Sham - trés
animais anestesiados e submetidos a ressec¢do de um segmento
de 2 cm de colo distal; Grupo Radioterapia (RT) - dez animais
submetidos a oito sessdes de radioterapia (60 Gy), os quais,
apos sete dias, foram anestesiados e submetidos a ressecgdo de
um segmento de 2 cm de colo distal; Grupo Oxigenoterapia
Hiperbarica (OHB) - nove animais submetidos a sessdes diarias
de oxigenagao hiperbarica por cinco dias, os quais, apos trés
dias, foram anestesiados e submetidos a ressec¢do de um
segmento de 2 cm de colo distal; Grupo Radioterapia ¢
Oxigenoterapia Hiperbarica (RT + OHB) - dez animais
submetidos a oito sessdes de radioterapia (60 Gy), os quais,
apos sete dias da ultima aplicagdo, foram expostos a sessdes
diarias de OHB por cinco dias; ap6s trés dias, foram anestesiados
e submetidos a ressec¢do de um segmento de 2 cm de colo dis-
tal.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados
no Laboratério de Técnica Cirurgica da FCMS-UNILUS, apds
aprovagdo prévia do Projeto de Pesquisa pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital Sao Paulo — UNIFESP-EPM e
protocolado sob o namero 1022/03 e ratificado pela FCMS-
UNILUS.

A oxigenagdo hiperbarica foi realizada em camara
hiperbarica de acrilico para animais de pequeno porte, a trés
atmosferas absolutas (ATA) por 90min por dia, durante cinco
dias. Apos trés dias de observagao, foram submetidos ao mesmo
procedimento descrito para o Grupo Sham.

A radioterapia foi realizada na Sociedade Portuguesa
de Beneficéncia de Santos, delimitando a exposi¢do superior a
cicatriz umbilical e inferior as espinhas isquiaticas. Para tanto,
os animais foram submetidos a oito sessdes de 5Gy, obtidos
por exposi¢do a aparelho de ortovoltagem*. Deste modo, foi
atingida dose total de 60Gy na superficie do animal e de 54Gy
no fragmento de colo a ser estudado.

Ao final do experimento todos os animais foram anestesiados
com zolazepam em combinagdo com tiletamina na dose de
50mg.kg’, associando-se analgesia com cloreto de petidina a
0,2mg.kg-1 em uma tnica aplicagdo por via intramuscular. Em
seguida, os animais foram submetidos a laparotomia,
identificado o célon distal com limite cranial correspondente a
projecdo da primeira vértebra sacral e caudal a jungdo vesico-
uretral. Este segmento, com aproximadamente 2 cm, foi retirado
¢ imediatamente mergulhado em solugdo contendo formol a
10%.

Os animais do Grupo RT+OHB foram submetidos a0 mesmo

* RT Muller.



processo de exposicao a radioterapia descrito para o grupo RT
e, em seguida, observados por sete dias. No oitavo dia foram
expostos a oxigenag¢ao hiperbarica por cinco dias consecutivos
e, apos trés dias, submetidos a0 mesmo procedimento operatorio
ja descrito para os animais do grupo OHB.

Os fragmentos do colon foram fixados em formol a 10% e
processados segundo as técnicas histologicas para inclusdo em
parafina. Cortes com 3 Wlm de espessura foram corados pela
hematoxilina e eosina (H.E).

A analise morfométrica foi realizada avaliando-se a proporg¢éo
de vasos sanguineos por 40 campos, com aumento final de 360
vezes. Para tanto, foi utilizada uma ocular integradora Kpl 8x
da Carl Zeiss contendo reticulo de Weibel de 25 pontos. Foram
contados apenas os pontos que incidiram sobre os vasos
sanguineos. Em seguida, foi aplicado o teste da analise de

variancia de Kruskal-Wallis (00 < 0,05).

Resultados

Morfologicos

No momento da retida dos segmentos de célon nos
animais irradiados (RT) observou-se presenga de coloragdo
intensamente avermelhada com hiperemia. Nos animais do
grupo RT+OHB, os segmentos apresentaram as mesmas
alteragdes, porém em menor intensidade.

Grupo Sham: A mucosa apresentou-se revestida por um epitélio

cilindrico simples, sendo rica em células caliciformes e em
c¢lulas absortivas. A lamina propria estava constituida por tecido
conjuntivo frouxo onde havia inumeras glandulas tubulares retas
ricas em células caliciformes. Abaixo do fundo das glandulas
percebia-se nitidamente a presenga da muscular da mucosa, a
qual delimitava a mucosa da submucosa. A submucosa estava
constituida por tecido conjuntivo denso, vasos sanguineos,
linfaticos e nervos. A muscular mostrou-se formada basicamente
por fibras musculares lisas dispostas em duas camadas, uma
circular interna e uma longitudinal externa. Por fora do tubo
digestorio, notou-se a presenca de uma camada de células
pavimentosas apoiadas sobre uma lamina de tecido conjuntivo
fazendo parte da serosa (Figura 1).

Grupo RT: neste grupo o intestino grosso apresentou constituigdo
morfolégica semelhante a do grupo Sham, no entanto, notou-se
no local submetido a irradiagdo areas congestas e hemorragicas.
Em alguns animais observou-se desintegra¢do da mucosa com
descamagdo do epitélio superficial (Figuras 1 ¢ 2). Observaram-
se ainda no epitélio superficial e de revestimento intimeras
células com nticleos heterocromaticos, com sinais de apoptose.
Na lamina propria e na submucosa apresentaram-se também
inimeros vasos sanguineos dilatados.

Grupo OHB: o intestino grosso apresentou 0s mesmos aspectos
observados no grupo Sham (Figura 1).

Grupo RT+OHB: notaram-se em alguns animais, na area
submetida & irradiagdo, algumas células epiteliais em
descamacdo. A lamina propria e a submucosa apresentaram
também inimeros vasos sanguineos dilatados (Figura 1).

FIGURA 1 — Fotomicrografia
que mostra porg¢des do intestino
grosso de ratas pertencentes aos
varios grupos de estudo: Sham,
RT - radioterapia, OHB —
oxigenagdo hiperbarica e, RT +
OHB — radioterapia associada a
oxigenacdo hiperbarica. Notar
em RT células descamadas
(Desc) para o interior do lumen
e areas de hemorragia (*). Em
RT + OHB observar preservacao
das glandulas (Gl) e
vasodilatagdo (VD). Mm — mus-
cular da mucosa e Sm — submu-
cosa. H.E. 230X
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FIGURA 2 — Fotomicrografia que mostra detalhe do intestino grosso de rata pertencente ao grupo submetido a
radioterapia. Notar células descamadas (Desc), areas hemorragicas (*) e nticleos heterocromaticos (Nu). H.E.
420X

TABELA 1 — Avaliagao morfoldgica do grau de lesdo de criptas, dilatagdo vascular e infiltrado
leucocitario na ldmina propria e submucosa nos varios grupos estudados

Grupos
Paridmetros Sham OHB RT __ RT+OHB

Dilatacao vascular

Lamina propria - - +++ +
Submucosa - - 4t +
Infiltrado leucocitario

Lamina propria +/- +/- +++ +
Submucosa - - 4t +
Lesdo de criptas - - -+ +

Legenda: OHB = oxigenac¢ao hiperbarica, RT = radioteratipa.
Graus de lesdo: ausente(-), leve(+), moderada(++) e intensa(+++).
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Morfométricos

Os valores obtidos pela analise morfométrica estdo expressos
na tabela 2.

TABELA 2 — Valores médios da propor¢@o de vasos sanguineos observados no colon distal de ratas

nos varios grupos de estudo

Grupos
Sham OHB RT RT+OHB
Média 3,15 4,42 18,52 7,52
EPM 0,24 0,36 0,66 0,70

Legenda: OHB = oxigenagao hiperbarica, RT = radioteratipa; EPM = Erro Padrao da Média

Analise de Kruskal-Wallis
H calculado=101,63* H critico=7,82
(P=0,001)
RT>Simulado e OHB ¢ RT+OHB

Discussio

Este trabalho apresenta um modelo de lesdo actinica
de intestino grosso de ratas e associa uma op¢ao terapéutica, a
oxigenag¢ao hiperbarica (OHB), que pelas suas caracteristicas
teoricas de modo de acdo, poderia proteger as células intestinais
dos efeitos deletérios da radiagdo.
A OHB provoca aumento das taxas de oxigenacao tecidual e ja
foi utilizada concomitante as aplica¢des de radioterapia, pois
amplifica em duas ou trés vezes seu efeito nos tecidos tumorais,
induzindo a um aumento da lesdo celular produzida pelos
radicais livres e maior efetividade do tratamento por radiacdo
ionizante .
Em contraposi¢do, trabalhos clinicos demonstram o efeito
benéfico da OHB em lesdes actinicas de reto'*!'¢!7. Estudo
experimental em ratos avaliou alteragdes morfologicas e
morfométricas de lesdes actinicas tardias em ileo terminal
submetidas precocemente a OHB, confirmando seu efeito
protetor'?,
Para a OHB, foi utilizada camara hiperbarica de acrilico para
animais de pequeno porte'®, que os mantinha sem necessidade
de anestesia ou analgesia, em condigdes adequadas para receber
oxigénio a 100% em 3 ATA, sem intercorréncias na fase de
compressdo ou descompressdo'. Sua utilizagéo foi observada
em ratos submetidos a lesdo isquemia-reperfusdo, demonstrando
a prevencao da ocorréncia de lesdo de mucosa quando aplicada
durante a isquemia®.
O modelo de produgdo de enterite utilizado procurou simular
uma situagcdo que ocorre em seres humanos que necessitam
submeter-se a radioterapia para tratamento de tumores pélvicos.
Procurou-se estabelecer um paralelo entre a dose empregada
de radiagdo e a distancia do érgao-alvo. O modelo foi reforcado
por relatos que estimam em 5% o risco de desenvolvimento de

complicagdes em cinco anos com dose total entre 60 a 65 Gy,
embora outros ja refiram aparecimento de lesdo com o uso de
10 Gy. A escolha da dose usada foi semelhante a trabalho em
ratos, que utilizou a OHB para tratamento de lesdo actinica de
ileo terminal'.

As manifestagdes da enterite comecaram apos a terceira ou
quarta aplicacdo da radioterapia e cessaram cerca de quatro dias
apos a ultima aplicag@o. Diante destes achados, considerou-se
que o modelo utilizado produziu um quadro agudo de enterite
de intensidade leve a moderada.

Os animais do grupo de oxigenacdo hiperbarica tiveram
descri¢ao morfoldgica semelhante ao grupo de animais normais.
A OHB nio provocou nenhuma alteragao estrutural apreciavel,
na avaliagdo por microscopia de luz, sobre as estruturas
anatomicas do célon de ratas.

As alteragdes notadas foram avaliadas do ponto de vista
qualitativo em leves, moderadas e intensas, e, a tabela 3 expressa
esses achados, mostrando que a radiacdo ionizante produziu
alteracdes morfoldgicas compativeis com um quadro de enterite
actinica.

A contagem de vasos presentes nas camadas mucosa e submu-
cosa mostra que a presenca de vasos estd significantemente
aumentada nos animais irradiados, sendo mais uma tradugao
da resposta inflamatodria a agressdo da radiagao e caracterizando
o quadro de enterite actinica.

A avaliacdo dos animais submetidos a irradiagdo e
oxigenoterapia hiperbarica no tocante aos aspectos histologicos
mostrou que o quadro geral ¢ semelhante aos dos animais
submetidos 4 irradiagdo exclusiva. No entanto, o grau das
alteracdes - hemorragia, descamacdo e vasodilatacdo é,
qualitativamente, em menor intensidade. A quantidade de vasos
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nas camadas mucosa e submucosa ¢ significantemente menor
que no grupo irradiado exclusivamente, e, proxima aos dos
grupos normal ou de oxigenoterapia hiperbarica.

A interpretacao cabivel ¢ que a OHB promoveu, de algum modo,
uma melhora na evolugdo das lesdes induzidas pela radiagdo
ionizante. O mecanismo de a¢ao pelo maior aporte de oxigénio
as areas atingidas pela radiacdo pode ter melhorado, num
primeiro instante, a isquemia a que normalmente esta sujeita a
area que recebe a radiagdo. A presenga de vasodilatagdo presente
nos animais irradiados pode ser a expressao compensatoria da
necessidade de aporte de substratos a area lesada na tentativa
de remover o tecido necrotico e reparar a lesdo. A agdo do
oxigénio favoreceria esta a¢ao levando a uma recuperagdo mais
rapida dos estagios inflamatorios, o que se traduziu por
alteragdes menos intensas na avaliagdo morfologica.
Considerando a analise dos resultados obtidos, percebe-se que
o modelo de enterite actinica proposto foi adequado para o
estudo e pode ser utilizado em outros protocolos de pesquisa. A
oxigenagao hiperbarica mostrou uma participagdo benéfica
discreta, a ser mais bem explorada em trabalhos futuros, sobre
a evolucdo da enterite induzida por radiag@o.

Conclusao

A oxigenoterapia hiperbarica diminui as alteragdes
morfologicas da mucosa e submucosa de colo distal de ratos
com enterite induzida por radiagdo ionizante.
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