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A deferroxamina na profilaxia da enterite actinica - estudo ex-
perimental em ratos™

Deferoxamine in the prophylaxis of experimentally induced actinic enteritis
in rats

Mauro Monteiro Correia,' Ottilia Rodrigues Affonso Mitidieri® e Alberto Schanaider®

Resumo

Foi realizado estudo experimental para avaliar a eficacia da deferroxamina (DFX) na profilaxia da enterite actinica
em ratos Wistar. Oito grupos foram criados: | - Controle; Il - Simulacdo; 111, V e VIl - Irradiacdo sem DFX
profilatica e sacrificio apds 15 horas, 5 e 30 dias respectivamente; IV, VI e VIII - Irradiagdo com DFX profiltica
e sacrificio apds 15 horas, 5 e 30 dias respectivamente. Os animais dos grupos de tratamento tiveram um segmento
de 10cm de ileo terminal proximais a valvula ileo-cecal irradiado com 1.000 cGy em dose Unica (cobaltoterapia).
A DFX foi aplicada por via intraperitoneal (100mg/kg de peso corpérec) uma hora antes do inicio da irradiacéo.
As variaveis avaliadas foram clinicas (mortalidade), bioguimicas e histol6gicas qualitativas e quantitativas. No
estudo bioquimico utilizamos o calculo do nivel de significancia da diferenca das médias e seus respectivos desvios-
padrdo, com p significativo para valores menores que 0,05 e nos estudos histopatoldgicos os testes F de Brieger
para analise de variancia e de Tukey para a comparagdo entre as médias. Os resultados encontrados demonstraram
maior mortalidade no grupo sem profilaxia do que no com profilaxia aos 5 dias (p < 0,01); niveis de malondialdeido
significativamente maiores no grupo de 15 horas sem DFX do que no com profilaxia; lesdes exudativas mais
proeminentes nos grupos que nao receberam profilaxia. A morfometria do grupo de 30 dias com profilaxia foi
normal. Os autores concluiram que a DFX foi eficaz na profilaxia da enterite actinica a nivel histoldgico e atribuem
seu efeito a sua capacidade significativa de reducdo precoce da peroxidacdo lipidica.
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Abstract

The authors performed a study to evaluate the efficacy of Deferoxamine (DFX) in the prophylaxis of experimen-
tally induced actinic enteritis in Wistar rats. Eight groups were used: I- Control, 1I- Sham, 111- Radiation without
DFX and sacrifice 15 hours after, V- Radiation with DFX and sacrifice 15 hours after, V- Radiation without DFX
and sacrifice 5 days after, VI- Radiation with DFX and sacrifice 5 days after, VII- Radiation without DFX and
sacrifice 30 days after and VIII- Radiation with DFX and sacrifice 30 days after. The model, which groups 111 to
VI were submitted to, consisted in exposure of a segment of 10cm of ileus proximal to the ileal-cecal valve to
1.000cGy delivered by a cobalt source device. DFX (100mg per 1 kg of body weight) was given intraperitoneally
one hour before radiation. Evaluation parameters were clinical (mortality), biochemical and histological (qualita-
tive and quantitative). For statistical analysis the tests of Brieger and Tukey were used. Morphometry was normal
in the30 day-after DFX group. The authors concluded that DFX was histologically efficient in the prophylaxis of
actinic enteritis and attributed this to the capacity of DFX to decrease significantly early lipid peroxidation.
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INTRODUCAO

A enterite actinica pode ser uma seqiela
incapacitante da radioterapia. Esta entidade patoldgica
se caracteriza por célicas, diarréias repetidas e profusas,
podendo evoluir para obstrugéo intestinal e peritonite
devida a perfuracéo intestinal. Uma estratégia para a
sua prevencdo seria a profilaxia quimica. Dentre as
diversas substancias quimicas com propriedade
radioprotetora, a deferroxamina (DFX) tem o potencial
de diminuir a producédo de radicais livres derivados do
oxigénio, pois quela o ferro e bloqueia sua participacéo
na reagdo de Fenton, que produz radicais hidroxila. Ela
ja foi utilizada em diversos modelos e demonstrou sua
capacidade radioprotetora, mas até entdo néo teve seus
efeitos testados na profilaxia da enterite actinica.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar 0 uso
profilatico da DFX na protecdo de ratos submetidos a
irradiacdo intestinal.

MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foram empregados ratos Wistar machos adultos,
com idade inferior a um ano, pesando entre 150 e 350g.
A anestesia consistiu de indugéo anestésica inalatoria
com éter sob cAmara de dessecagdo, seguida de anestesia
por inje¢do intraperitoneal de diazepam (20mg/kg) e
cloridrato de prometazina (100mg/kg). Em seguida foi
feita laparotomia, com exteriorizagdo de 10cm de
intestino delgado proximais a valvula ileo-cecal e sendo
este segmento mantido hidratado superficialmente com
soro fisiologico (FIGURAS 1 e 2).

Todos os animais submetidos & irradiacdo de
segmento de intestino delgado exteriorizado o foram
em condicOes ambientais e técnicas, semelhantes. Foi
utilizado aparelho de cobaltoterapia de 1,25 mev,

Figura 1 - Exteriorizacdo do ceco e fleo para identificacdo da
vélvula ileo-cecal.
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Figura 2 - Exteriorizacdo de 10cm de ileo terminal proximais &
vélvula ileo-cecal

Theratron 780 C, com campo de 5x5cm, com SSD
(distancia entre fonte e superficie) de 80cm com inter-
faces sobrepostas de acrilico para obtencdo de efeito de
build-up, e homogeneizagdo, com dose maxima a 1cm
de profundidade, onde o intestino se situava (FIGURA 3),
liberando dose Unica de 1.000 cGy. O ¢6bito foi
empreendido mediante de inalacdo de éter em camara
de dessecacdo e foram obtidas amostras de intestino
delgado e mesentério para andlise bioquimica e
histoldgica.

Figura 3 - Panorémica do animal com ileo exteriorizado e build-
up para obtencdo de dose mdéxima a 1 cm de profundidade a partir
da superficie do acrilico.

O primeiro grupo de animais a ser constituido foi o
grupo controle (I), do qual se obteve o padrdo de
normalidade bioquimica e histol6gica, com a retirada
de amostras de intestino delgado e mesentério. O
segundo, foi o grupo de simulagéo(l1), que foi anestesiado
e teve somente o intestino exteriorizado e hidratado por
8 minutos .

Trés grupos receberam injecdo intraperitoneal de
mesilato de DFX (Desferald, Ciba Geigy) (100mg/kg)
uma hora antes do inicio da radioterapia.® Os outros
trés grupos, em lugar da DFX, receberam injecGes



intraperitoneais de soro fisioldgico em igual volume ao
da DFX, para servirem de controle pareado. Grupos
com o6bitos foram completados para permitir analise
estatistica adequada dos resultados bioquimicos e
histoldgicos.

Estes seis grupos corresponderam, respectivamente,
a trés pares de grupos comparativos entre si. Os sacrificios
foram realizados apds 15 horas (grupos Il e 1V), 5 dias
(grupos V e VI) e 30 dias (grupos VII e VIII).

COLETA DE AMOSTRAS

Um segmento de intestino delgado irradiado,
medindo 4cm, a partir de 1 cm da valvula ileo-cecal, foi
retirado junto com o seu mesentério e aberto
longitudinalmente ao longo da borda mesentérica. Um
corte transversal dividiu o segmento de alca em duas
partes de 2cm, sendo uma imersa em nitrogénio liquido
para analise bioquimica e a outra imersa em formol
tamponado a 10%.

ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Apos 24 horas de fixagdo o material foi corado com
hematoxilina e eosina, e foram feitas laminas para o estudo
qualitativo e quantitativo ou morfométrico. Foi medida a
espessura da parede (serosa, muscular e submucosa), a altura
das vilosidades e a profundidade das criptas, em cinco
pontos aleatorios de cada Idmina, com régua micrométrica
ocular (Microscdpio AO Spencer 10x).

EsTuDO BIOQUIMICO

O estudo bioquimico compreendeu a dosagem das
substancias reativas com o 4cido tiobarbitarico, entre
elas o malondialdeido (MDA), conforme descrito por
Ohkawa, Ohishi e Yagi.2 O segmento de intestino foi
homogeneizado em KCI a 1,15% na proporc¢do de 1g
para 100 ml. Uma aliquota (100ml) do homogeneizado
foi adicionada a uma mistura de reagdo contendo 200ml
de dodecilsulfato de sodio a 8,1%, 1.500ml de &cido
acético a 20% (pH 3,5),1.500ml de é4cido tiobarbitdrico
a 0,8% e 700ml de agua destilada. Apds fervura a 95°C
por uma hora, as amostras foram centrifugadas a 3.000g
por 10 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi
medida por espectrofotometria em 532nm. O
tetrametoxipropano foi usado como padrdo e os
resultados foram expressos em nmoles de malondialdeido
por 100mg de proteina, que foi dosada pelo método
colorimétrico de Lowry et al.,®* usando-se albumina
bovina como padréo.

DFX na profilaxia da enterite actinica

ESTUDO ESTATISTICO

A andlise estatistica dos dados bioquimicos foi feita
comparando-se as médias e seus respectivos desvios-
padrdo, usando o teste t de Student. As médias das
medidas e seus respectivos erros-padrdo foram
comparadas utilizando-se o teste F de Brieger (Anélise
de Variancia) e o teste de Tukey (comparacdo entre as
médias), considerando-se como significativos valores de
p <0,05.4

RESULTADOS

Cinco 6bitos relacionados ao procedimento ocorreram
entre 0s quinze ratos iniciais do grupo de cinco dias sem
DFX e somente um Gbito entre 0s onze ratos iniciais do
grupo homélogo com DFX. Cinco 6bitos ocorreram por
peritonite com e sem perfuracdo, em intervalos variados,
entre os 18 ratos iniciais do grupo de 30 dias sem DFX
e nenhum 6bito no grupo com DFX (n=11). Estas
diferencas de mortalidade foram significantes (p < 0,01).

EsTuDO BIOQUIMICO

Os resultados das médias das dosagens e suas
comparagdes encontram-se a seguir (Tabela 1).

Os niveis de MDA aumentaram significativamente
para mais que o dobro do normal 15 horas apos a
irradiacdo. Estes valores decairam aos cinco dias e
mostraram-se sem diferenca significativa aos 30 dias.

Os niveis de MDA diferiram significativamente en-
tre 0s grupos tratados e ndo tratados com DFX somente
para o intervalo de 15 horas.

ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Andlise qualitativa

Os achados morfoldgicos qualitativos foram os
seguintes (FIG 4 - Fotos Aa G) :

Fase Aguda (15 horas) - Sem DFX - lesGes alterativas
e exudativas (desorganizacdo do cdrio, linfocitolise), lise
celular com grande intensidade de extruséo celular no
1/3 superior das vilosidades, as vezes com ulceracdo
(Foto C). Com DFX - menor intensidade nas alteracdes
(menos lise celular e apoptose moderada); placas de Peyer
parcialmente preservadas .

Fase Intermediéria (5 dias) - Sem DFX - lesdes
proliferativas e exudativas, com Ulceras em 3 casos;
peritonite, com reacdo fibrosa e infiltrado de
polimorfonucleares no corion, grande hiperplasia celular
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Tabela 1. Significéncia estatistica das diferencas entre as médias das dosagens de MDA dos grupos.

Il - Simulagdo 67+ 5,7 (n= 7) Il versus | >0,05
- 0,

It~ NaCl 0,9% + RXT 120+ 11,8 (n=11) Il versus | <0,01

(15 horas)

IV- DFX + RXT

(15 horas) 90+ 7,8 (n=17) Il versus IV <0,05

V- NaCl 0,9% + RXT 87+ 6,0 (n= 8) V versus | <0,05

(5 dias)

vI- . DFEX + RXT 78+ 7,3 (n=10) vV versus VI >0,05

(5 dias)

VIl - NaCl 0,9% + RXT ~

(30 dias| 67+ 6,9 (n=13) VIl versus | >0,05

VIl - DFX + RXT

(30 dias) 69+ 6,3 (n=10) VIl versus VI >0,05

*nmoles de MDA/100mg de proteina; média + erro padrdo da média

nas criptas e vilosidades reduzidas. Mesentério com  Figura 4 - Prancha comparativa do controle com os demais
grupos: A = controle, B= IV, C=Ill, D= VI, E=V,F=Vllle G = VII.
X50 HE.

dilatacdo linfatica, proliferacdo conjuntiva incipiente e
infiltrado inflamatério misto em 100% dos casos (Foto E).
Com DFX - lesBes proliferativas menos intensas (Foto D).
Ulcera em somente um caso. Mesentério com discreta
proliferacdo conjuntivo-vascular e infiltrado inflamatorio
misto em 2/3 dos casos somente.

Fase Tardia (30 dias) - Sem DFX - predominio dos
fendmenos proliferativos (grandes criptas e espessamento
da parede). Auséncia de lise celular (Foto G). Mesentério
com reacgdo peritoneal menos intensa que aos 5 dias.
Com DFX - a proporcdo vilosidade/cripta e a espessura
da parede voltaram ao normal. Em alguns casos
permaneceu discreta hipercelularidade da lamina prépria
vilositaria. O mesentério apresentou reagéo peritoneal
minima na superficie do peritnio em 1/4 dos casos,
tendo os demais aspecto semelhante ao do grupo controle
(Foto F).

Andlise quantitativa

Néo encontramos diferengas nas medidas de parede,
vilosidade e cripta entre os grupos controle e simulacdo
(p >0,05). Assim sendo, escolhemos o grupo controle
(I) para comparagdo com os demais.

Seguem-se 0s resultados dos grupos na tabela 2.

As diferengas nas medidas de parede, vilosidade e
cripta entre 0s grupos sem tratamento e os tratados com
DFX s6 foram significantes no intervalo de tempo de
30 dias (p < 0,001).
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Tabela 2. Medidas* de parede, vilosidade e cripta dos grupos.

DFX na profilaxia da enterite actinica

Grupo Parede Vilosidade Cripta
I - Normal (n=8) 13,50+ 1,00 33,53+2,60 19,94+0,52
- NaCl 0,9% + RXT
(15 horas) (n=13) 10,93+1,22 24,39+ 1,75 13,2240,76
0,
V- MNaCl 0,9% + RXT 16,1142,12 31,09+4,01 19,89+1,95
(5 dias) (n=7)
VII - NaCl 0,9% + RXT
(30 dias) (n=11) 29,7343,19 43,46+2,05 26,11+1,58
V- Def. + RXT
(15 horas) (n=17) 10,36+ 0,84 23,27+ 0,94 13,12+ 0,61
VI- Def. + RXT
(5dias) (n=10) 17,82+ 1,60 29,72+ 2,05 22,69+ 1,22
VIII - Def. + RXT
(30 dias) (n=10) 11,46+ 1,60 31,28+ 2,19 18,88+ 0,99

*NUmero de tracos da régua micrométrica; média + erro padrdo

DISCUSSAO

As radiagGes ionizantes tém teor energético milhares
de vezes superior as energias de ligagdo dos elétrons de
valéncia nos 4tomos ou moléculas. Os efeitos diretos da
radiacdo se devem a sua acdo fisica direta (ionizacdo) e
indireta, devido a formacdo de radicais livres a partir
da 4gua (70% da célula), especialmente na presenca de
oxigénio.>® Assim formam-se o anion superdxido, o
peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila. Estas
espécies reativas do oxigénio lesam diretamente 0 DNA,
aclcares e promovem a peroxidagdo lipidica e a
carbonilagdo de proteinas das membranas do nucleo e
das organelas da célula.

A mucosa gastrintestinal é o tecido que apresenta a
mais rapida renovagdo celular do organismo. Reage de
forma aguda e precoce a radiagdo, engquanto 0s vasos
submucosos, as camadas musculares e a serosa
apresentam reacdes tardias.>® Estes efeitos toxicos a
médio e longo prazos constituem fatores limitantes da
dose para a irradiagdo pélvica e abdominal, a exemplo
do que se observa na Sindrome de Enterite Actinica.”*

Uma forma de profilaxia € a radioprote¢do quimica,
em especial quando associada a capacidade de inativar
radicais livres derivados do oxigénio e seus
subprodutos.'>!® Diversos radioprotetores tém sido
utilizados, in vivo (os fosforotioatos, aminotidis como a
cisteina, a mercaptoetilamina, 2-mercaptoetilguanidina
entre outros®), com eficacia e efeitos colaterais
varidveis, impondo-se, ainda, a busca por uma
substancia ideal .2

A DFX (C,H,NOg), cujo derivado mais utilizado

é 0 metanossulfato ou mesilato (C,sH,sN;O;CH,.SO,H),
é um siderocromo produzido pelo Streptomyces pilosus e
potente quelante do ferro, formando um complexo
estavel que previne a entrada do mesmo em reacOes
formadoras de radicais livres. O uso potencial como
radioprotetor baseia-se nas suas propriedades quelantes
e que impedem a formacéo do radical hidroxila, inibem
a oxidacdo iniciada pelo peroxinitrito e contrapde-se
as reagOes citotoxicas do acido hipocloroso produzido
pelos neutrdéfilos.®* Deve ser administrada por via
parenteral, sendo a via peritoneal a de maior efeito na
reducdo do ferro sérico em ratos.! Um grama de DFX
se liga a 85mg de Fe®* formando complexos de
feroxamina. A DFX tem sido testada em inGmeros
trabalhos de investigagdo onde o estresse oxidativo esta
relacionado, com resultados variados.t%% As evidéncias
demonstram que a DFX é capaz de bloquear efeitos
deletérios do radical °OH,* inibir a peroxidacao lipidica
36.48-50 o proteger tecidos e 6rgdos dos efeitos da
reperfusdo pds-isquemia, mediados pelos radicais livres
derivados do oxigénio,323536:38

O ferro estd envolvido em processos vitais como o
transporte de oxigénio, transferéncia de elétrons, sintese
do DNA.5! E reconhecida a sua importancia na
exacerbacdo do estresse oxidativo, através da reagdo de
Fenton, ao catalisar a cisdo do perdxido de hidrogénio
gerando o radical hidroxila (°OH), altamente instavel e
principal agente causador do dano oxidativo para 0s
tecidos:

H,O, + Fe?* . °OH + OH- +Fe*

O anion superoxido, produzido pelos
polimorfonucleares em face do processo inflamatério
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apos a irradiacdo, pode também reagir com o ferro e
produzir o radical hidroxila (reacdo de Haber-\Weiss):
0,> +H,0, - 0,+ HO + HO®

A irradiacdo do intestino provoca fragmentagdo da
dupla hélice do DNA, e quando o seu reparo ndo se da
de forma adequada cessam os mecanismos de replicacdo,
transcricdo e sintese.>® Trinta minutos apds a radiacdo a
morte celular ja pode ser verificada . Células transicionais
do meio da cripta continuam a se diferenciar por alguns
ciclos e ascendem para a vilosidade mantendo seu
aspecto normal. Quando a atividade mitotica da cripta
se esgota, a superficie epitelial apresenta somente uma
fina camada de células e as vilosidades se encurtam ao
fim do primeiro dia. As criptas tornam-se irreconheciveis
dois dias ap6s a radiacdo, observando-se, quase
exclusivamente, células de Paneth. No momento em que
a capacidade de substituicdo das células das vilosidades
se esgota, passa a ocorrer uma atrofia das vilosidades,
marcadamente entre trés a cinco dias ap0s a radiagdo,
com eventual ulceragdo.® Encontramos ulceracdes,
infiltrado infamatorio, alteragces das vilosidades e que
comprovam o dano pela irradiagdo. Quando a
regeneracdo e o reparo ndo se fazem suficientes o ani-
mal morre entre 0 3° e 0 5° dia ap6s a irradiagéo. Porém,
quando hé a regeneracdo, trés semanas apos uma dose
subletal, o nimero de criptas chega a 70%-80% do normal,
perdurando assim por seis meses aproximadamente.

Estudos indicam que tanto a diminuicdo do ndmero
das células das criptas quanto a sua recuperagdo sdo
proporcionais até dose de aproximadamente 1000 cGy,
a semelhanga daquela que foi utilizada neste trabalho,
podendo haver uma diminuigdo sem recuperacdo com
doses maiores.>° Além da acdo citotoxica sobre o
enterdcito, a radiacdo, nestas doses, provoca danos a
microvasculatura, com proliferacdo subendotelial e ao
espessamento da camada média dos vasos e ao tecido
conjuntivo intestinal. A deposicdo intersticial de
coldgeno parece contribuir para os processos de
isquemia, cicatrizacdo e necrose que podem resultar
num processo inflamatério crénico com tecido de
granulacéo e fibrose.’®® Com doses de até 15 Gy,
observa-se um adelgacamento da camada mucosa nos
primeiros trés a cinco dias, seguido de uma reacgéo
inflamatdria e uma recuperagdo gradual do epitélio,
chegando a indices morfométricos préximos aos valores
normais por volta do 30° dia. Devido ao efeito rebote
(hiperproliferagdo), estes indices superardo o0s valores
normais em torno do 4° més.

Na morfometria observamos uma resposta fisiologica
padrdo a irradiacdo nos grupos que nao receberam DFX:
adelgagcamento precoce da mucosa, recuperacdo aos
cinco dias e compensagdo tardia, com aumento da
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espessura da parede e do tamanho das vilosidades e das
criptas (efeito rebote). Somente o grupo tratado com
DFX apresentou uma resposta marcante aos 30 dias,
com medidas de parede, vilosidade e cripta comparaveis
aos do grupo controle (normalidade morfométrica).

A andlise morfolégica qualitativa permitiu verificar
que os grupos com DFX apresentaram menor reagao
na fase aguda (15h a cinco dias) e que os que ndo foram
tratados com DFX tiveram mais Ulceras (3:1) e
fenbmenos proliferativos.

Optamos pela dose, via e intervalo de tempo entre a
administracdo da DFX e a irradiagdo descritos no estudo
de Tabak e Hoffer, que demonstraram serem estas as
condi¢des adequadas para a reducdo do ferro sérico
livre em torno de 50% do normal.

O método que utilizamos para estudar a peroxidacdo
lipidica foi a medida das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBA). O TBA, empregado como
indicador de peroxidacdo lipidica e atividade de radicais
livres em amostras bioldgicas, ndo é um medidor
especifico do MDA, mas de substancias TBA-reativas.
O teste de Yagi, que utiliza 0 TBA, é provavelmente um
ensaio de hidrolipoperoxidos (LOOH), porgque a maior
parte do MDA medido é formada, possivelmente, pela
decomposicdo de LOOH e pela peroxidagdo ocorrida
durante a fase de aquecimento do ensaio. Os niveis do
MDA néo foram alterados pela conservacdo do tecido
em nitrogénio liquido nem pelo procedimento de
simulacdo. Os niveis de MDA aumentaram
significativamente para mais de o dobro do normal 15
horas ap6s a irradiacdo(p <0,01). Estes valores decairam
aos cinco dias (p < 0,05), e mostraram-se sem diferenca
significativa aos 30 dias (p >0,05). A diferenga nos niveis
de MDA (p < 0,05) para os grupos de 15 horas mostrou
que a DFX foi capaz de diminuir a peroxidacéo lipidica
precocemente.

CONCLUSOES

O uso profilatico da DFX, na dose e via utilizadas,
foi capaz de diminuir a peroxidacdo lipidica e a
mortalidade, e atenuar as alteragbes histologicas
decorrentes da irradiacdo intestinal. A DFX demonstrou
ter exercido um papel radioprotetor do intestino neste
estudo.
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