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RESUMO

RESUMO
s

@‘ presente trabaltho propés-se a avaliar o processo de reparacéo
tecidual de feridas, em ratos diabéticos, apés exposicdo a
radiacdo ionizante. Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo controle,
grupo diabético, grupo irradiado e grupo diabético iradiado. Todos os animais
foram submetidos a um processo cirlirgico, no qual foi realizada a producgiao de
uma ferida na regiao dorsal dos mesmos. Trés dias ap0s a cirurgia, 0os grupos
irradiado e diabético irradiado foram submetidos a exposicao de 1 Gy de radiagdo
de elétrons, em dose Unica e corpo todo. Apds 4, 7, 13 e 21 dias da produgéo da
ferida, todos os animais foram sacrificados e o tecido correspondente a ferida ou
cicatriz, submetidos a analise histologica para avaliagdo morfologica e ulira-
estrutural. Os resultados mostraram que 1 Gy de radiacio de elétrons com um
feixe de 6 MeV, causou retardo no processo de reparagdo tecidual, mas ndo

impediu a evolugao do processo e quando comparados os dois grupos irradiados,
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RESUMO

o efeito da radiagcao de eiétrons foi mais intenso no processo de reparagao dos

animais diabéticos.
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ABSTRACT

ABSTRACT
7S

@7—' he present research proposes to avaliate the repairing

process of wound tissue, in diabetic rat, after exposition at
ionization radiation. The animals were divided in four groups: control group,
diabetic group, irradiated group and diabetic iradiated group. All the animals were
submitted to a surgical process, in which was realized the production of a wound in
the back region of the animals. Three days after the surgery, the irradiated group
and diabetic irradiated group were submitted to the exposition of 1 Gy of electrons
radiation, in only dose and all body. After 4, 7, 13 and 21 days of the wound
produced, all the animals were sacrificed and the correspondent tissue of the
wound or scar, submitted to the histological analysis for morphological and ultra-
estrutural avaliation. The results showed that 1 Gy of electrons radiation with one
bundle of 6 MeV caused delay in the repairing process of tissue but, didn't imped

the evolution of the repairing process of wound, and when compared the two
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ABSTRACT

irradiated groups, the effect of the electrons radiation was more accentuated in the

repairing process of diabetic animals.
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INTRODUCAO

INTRODUCAO

4

/ acao da radiacao ionizante sobre as células vem

sendo vastamente estudada, principaimente através

dos conhecimentos relativos a sua interagio com a matéria, onde esta provoca a
ionizagdo molecular, acamretando profundas mudangas intracelulares fisicas efou
quimicas com a formacdo de diversos efeitos bioldgicos, desencadeando
alteractes celulares morfoldgicas e funcionais, podendo ser agravados por fatores
como dose, tempo de exposicao, idade e suscetibilidade dos tecidos expostos, o
que toma a Radiobioiogia de suma importancia.

O processo de reparagdo tecidual tem sido amplamente estudado ao
longo dos tempos, de maneira a tentar desvendar este mecanismo extremamente
complexo, comum e fundamental para a restituicio da integridade tecidual.

Este processo pode ser divididc em trés fases fundamentais:

inflamatoria, proliferativa e de maturacdo’™ | cujos processos biolégicos mais

11
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INTRODUCAO

intensos saoc o metabolismo do colageno, a contracéo da ferida, a epitelializagéo e
a inflamacao’ .

Entretanto, sabe-se que o processo de reparacao tecidual pode ser
alterado tanto por fatores extemnos, por exemplo a radiagao ionizante, quanto por
algumas condi¢es sistémicas, como o diabetes mellitus.

Uma vez que a radiagao ionizante interfere no processo de reparagao
tecidual, o efeito desse tipo de radiagdo na cura de feridas € um probiema de
grande interesse tanto para o cirurgido quanto para o radiologista. Entretanto, a
lteratura contém evidéncias escusas e conflitantes a respeito da agdo da radiacao
sobre a cura de feridas cirargicas, principalmente quanto ao uso de baixas doses.

Como citado, outro fator que pode interferir no processo de reparacao
tecidual € o diabetes melittus. Este consiste de uma desordem metabdlica
complexa cujos componentes causam varios efeitos diretos e indiretos na cura de
feridas®®. O seu aparecimento deve-se 3 deficiéncia de insulina atribuida a
alteragao pancreatica, em que ha uma menor secre¢do de insulina ou menor acéo
hormonal a nivel penférico. Esta doen¢a, no homem, é freqlientemente uma das
patologias de maior incidéncia espontinea, mas pode ser experimentaimente
induzida por pancreatectomia parcial ou pelo uso de drogas diabetogénicas como
Aloxano, Estreptozotocina, Ditizona, entre outras'” 2. As manifestagbes agudas
no diabetes, tais como hipoglicemia, cetoacidose e coma hiperosmolar nio
cetético, levam ac comprometimenio da fase inflamatéria da cicatrizacao, além de

haver uma maior susceptibilidade & infecgbes graves e comprometimento da forga

12
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IWNTRODUCAO

ténsil da cicatriz. De acordo com KAMAL ef a/?° (1996), a doenca é universal,
sendo que ela atinge cerca de 6% da populagdo em geral e € a oitava causa de
morte nos Estados Unidos da América. FELIX ef al™ (1990) fizeram uma
colocacao importante em seu artigo, onde afirmaram que o diabético possui 50%
de chance de ser operado ao menos uma vez em sua vida, sendo deste modo, de
especial importancia o estudo das implica¢des dessa patologia na cicatrizacio dos
individuos acometidos.

Embora existam na literatura estudos relativos as conseqiiéncias das
radiacGes ionizantes e do diabetes mellitus no processo de reparagéo tecidual, o
efeito da radiacao de elétrons € pouco conhecido, havendo certa escassez de
trabalhos publicados a respeito da utilizagao de baixas doses e suas implicagdes
em relacéo a reparagao tecidual, e mais ainda, sobre os efeitos combinados da
deficiéncia insulinica e baixas doses de radiacdo de elétrons.

Assim sendo, & de grande importancia pesquisar o efeito de baixas
doses de radiac&o de elétrons associadas ao diabetes, sobre o processo de
reparacao tecidual, uma vez que todos os individuos acometidos por essa, estao

sujeitos a exposicao a radiacao, seja com finalidade de diagnostico ou terapéutica.
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REVISTA DA LITERATURA

REVISTA DA LITERATURA

=3

7 revisdo da literatura foi subdividida em aiguns itens:

Reparacéo tecidual,

-k
]

)%
'

Reparagao tecidual e radiacao ionizante;

W
i

Diabetes;
4- Diabetes e reparacao tecidual;

5- Diabetes e radiacao ionizante.

t

Esta revisdo ndo tem por finalidade esgotar o assunto em todos os

itens, mas sim, introduzir o leitor nos seus aspectos mais relevantes.
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REVISTA DA LITERATURA

1 - REPARACAO TECIDUAL

Independente da causa que provocou dano a um tecido, o organismo vivo
o restaura por meic de InUmeros processos que tem como objetivo final a
reparagao tecidual. As tentativas do corpo de restaurar a leséo induzida por uma
agressao local, inicia-se muito cedo com ¢ processo de inflamacao, resuitando
finalmente em reparo e substituicdo de células mortas ou danificadas, por células
saudaveis. O novo tecido formado, nic necessariamente, fera as mesmas
caracteristicas do tecido substituido, onde em geral, o reparo, segundo ROBBINS
et al.*® (1986), envolve dois processos distintos:

1) REGENERAGAO, em que ha a substituicdo do tecido lesado por
células parenquimatosas do mesmo tipo, algumas vezes sem deixar
traco residual da lesao anterior;

2) CICATRIZAGCAO, onde o tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo, que em seu estado permanente constitui uma cicatriz.

A reparagdo de uma ferida € um fendémeno extremamente compiexo que
envolve varios processos bem sincronizados, onde estas fases ocomem de tal
forma que uma se sobrepde ao inicio da outra.

A resposta inflamatdria € uma parte vital no processo de reparagio, onde
imediatamente apés um ferimento ocormre a coagulacdo ou hemostase,

caracterizada pela presenca de plaquetas e formagéo de fibrina, culminando com

a maturacéo dos componentes.
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REVISTA DA LITERATURA

De maneira didatica, segundo FELIX et al.*® (1990), a cicatrizagéo pode

ser dividida em trés fases fundamentais:

1)

2)

FASE INFLAMATORIA: Acontece durante 3 a 4 dias, em que ha
fenbmenos vasculares, sobressaindo o aumento de permeabilidade
vascular provocada pela liberagao local de histamina e serotonina, com
cerca de 30 minutos de atuagéo em vénulas, seguido de formacéo de
bradicinina e prostaglandinas, a partir de globulinas plasmaticas, o que
permite a chegada de granuldcitos e mondcitos. Sendo os granuléeitos
os responsaveis pela retirada do material necrético, aumentando seu
namero progressivamente com o tempo.

FASE PROLIFERATIVA: Sua duragéo é de 3 a 4 semanas, sendo que
nesta fase a lesdo é recoberta por tecido epitelial. Por volta do terceiro
dia aparecem os fibroblastos, provaveimente originados de células
mesenguimais da adventicia e do intersticio. Nesta fase os fibroblastos
tém paricipagdo muito importante, pois apresentam intensa
capacidade de sintese protéica e muliiplicac@c celular, produzindo
substéncia fundamental (glicosaminoglicanas, glicoproteinas e
mucoproteinas) e colageno. Ainda neste periodo ocorre proliferacao de
capilares a partir de residuos venulares e a4 medida que as células
endoteliais se multiplicam, atraem-se visando a formagao de vasos.
Durante toda esta fase ocorre a liberagdo de mediadores quimicos que

controlam todo o processo.
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REVISTA DA LITERATURA

3) FASE DE MATURACAO: Continua-se a partir da 42 semana, havendo
um aumento progressivo do colageno, onde a medida que este é
produzido ocorre oclus@o da ferida. Os capilares se organizam, 0s
fibroblastos diminuem em numero, sendo substituidos por fibrocitos e
observa-se ainda queda da predugdo de substancia fundamental.
Lentamente, ao longo de um ano, a forga de rotura vai aumentando,
havendo a organizac&o arquitetural do colageno.

Apesar da reparacao tecidual ser um processo fisiolégico habitual e
fundamental, ela € extremamente complicada, e desde muito tempo motivou
inimeros pesquisadores a tentarem desvendar todo 0 seu mecanismo.

Inicialmente os estudos foram realizados em animais de laboratério, onde
com o tempo, o significado clinico dos experimentos realizados, passaram a ser
guestionados por alguns cientistas, sende entdo o assunto estudado e defendido
por HOLES & HARVEY?® (1935), que continuaram reafizando experimentos com
finalidade de medirem a forgca de tensao em reparagdes de feridas, levando em
consideragdo ¢ tempo de reparacio, para observar com exatiddo as diferentes
fases de cura, e introduziram variaveis controlaveis para determinar seu efeito.
Através desse experimento puderam concluir que a reparacao da ferida ocomre em
duas fases, a primeira € a fibroplasia, originaria em/e de restos de células
indiferenciadas ligadas intimamente ao mesoblasto. A segunda fase, &€ a de
diferenciacao, que ocome como resultado da mesma forma e maneira que a

diferenciacdo original destas estruturas ou seja, do mesoblasto. Puderam concluir
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ainda que alteragdes locais ndo inibem o crescimento de fibroblastos, mas podem
causar retardo no surgimento da fase de fibroplasia, devido a uma reacéo
exsudativa. Os distlrbios na reparacéo podem ser devidos a altera¢des sistémicas
profundas, e os fibroblastos originam-se de células surgidas no processo
exsudativo inicial e nao do tecido adjacente frouxo.

MACDONALD®, em 1959, com o objetivo de descobrir a origem dos
fibroblastos por meic de estudos autoradiograficos e histologicos, pela técnica de
hematoxilina-eosina, utiizou-se de 20 ratos, que apds a realizagdo de feridas
excisionais, estas foram suturadas com fio de seda, € a seguir usado timidina
tritiada para detectar a formagéo de novas células. O material foi coletado em
tempos variados, entre 2 horas e 14 dias apos a cirurgia e a injeg&o da substancia
radioativa. Com isso ¢ autor observou que os fibroblastos surgem de células do
tecido conjuntivo fixo nas adjacéncias da adventicia das artérias e veias, em torno
dos foliculos pilosos e das fibras musculares ou no tecido conjuntivo abaixo da
derme adjacente e abaixo das feridas. Ndo observou fibroblastos oriundos de
linfocitos, macréfagos, histiocitos, leucdcitos, células endoteliais ou células fixas
da porgdo colagenosa da derme. Portanto, pode concluir que, em pele de ratos os
fibroblastos surgem somente de células do tecido conjuntivo fixo e
subseqiientemente sofreram divisao para formar novos fibroblastos.

Observac@o na populacéo celular e a formacao de fibrilas no tecido
conjuntivo por meio da microscopia optica comum e eletrénica foram realizadas

por ROSS & BENDITT® (1961). Para tanto foram utilizados cobaias onde foram
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realizadas feridas excisionais, examinadas em periodos compreendendo as 16
horas iniciais até 14 dias apés o ferimento. O estudo mostrou gue, nas primeiras
24 horas, houve um aumento rapido no nimero de elementos representativos da
fase aguda, sendo que, apés o terceiro dia, houve diminuicac bastante rapida
destes elementos. Por volta do sexto ou sétimo dia houve um grande aumento no
nimero de fibroblastos, sendo a formacéo ativa do colageno observada no quinto
dia, pelo aparecimento de fibras argirofilas. A presenga de fibroblastos foi
observado nas primeiras 24 horas através da microscopia eletrdnica, os guais
apresentavam-se como ceélulas grandes, exiensas e com reticulos
endoplasmaticos bem desenvolvidos, sugerindo sintese protéica, e no terceiro dia,
a fibrina e muitos leucéeitos estavam presentes, além de grande populacio de
macréfagos e pegueno numero de fibrilas colagenas extraceiulares. Com o
aumento da idade, os fibroblastos mantiveram sua morfologia e houve aumento da
quantidade de fibras colagenas e diminuic&o do conteldo celular.

Tendo em vista que o entendimento da bioquimica da fibrogénese em
reparacéo de feridas havia aumentado, entretanto existindo ainda duvidas quanto
a compreensac do mecanismo de estimulagdo celular antes do inicio da
fibrogénese e da regulac&o da proliferacao e producdo de células a partir deste
periodo, GRILLO?% (1964) resumiu em seu artigo trabalhos anteriores sobre o local
de origem dos fibroblastos, e relatou n3o ser possivel estabelecer se sao os
fibroblastos diferenciados ou as células mesenquimais em repouso que modulam

os fibroblastos em resposta as injlrias.
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Até 1968 inuimeros estudos ultraestruturais de reparagdo de feridas
haviam proporcionado informacdes (teis e inferessantes quanto a resposta
inflamatoria e formacg&o do tecido conjuntivo, entretante, poucas informacdes
estavam sendo avaliadas e obtidas em humanos, o que levou, ROSS &
ODLAND*' (1968), a investigar os varios aspectos de reparacio de ferida em
humanos, e observar a relacéo entre células epiteliais e mesenquimais. Para isso
examinaram o tecido conjuntivoem 3, 12 e 24 horaseem 2, 3, 5, 7, 14 e 21 dias
apos ter sido produzida uma ferida em pele de humanos. Os autores concluiram
que os dois principais papéis funcionais dos leucocitos neutrofilicos em reparagao
de feridas sdo a lise de céiulas e a fagocitose. Puderam concluir ainda, que os
mondcitos #m significante papel na ingestdo e digestdo de proteinas
extracelulares, fibroblastos de feridas sao derivados de células do tecido
conjuntivo perivascular, ndo estando claro a atividade colagenolitica, nem a
relagdo de interacao entre tecido conjuntivo e epidermal.

VIZIOLI*, 1971, estudando o tecido de granulaggo induzido com esponja
PVC implantadas subcutdneamente em ratos, onde estes foram sacrificados apés
3, 5,7, 10, 13, 16, 21 e 28 dias da implantacio das esponjas, e empregando o
dicroismo, pode concluir que o tecido de granulagido tem dois aspectos
morfolégicos diferentes, capsula fibrosa e tecido de granulaggo intemo a esponja,
entretanto eles possuem o mesmo comportamento em relacao a seu

desenvolvimento e como revelado pelo dicroismo, a associagdo macromolecular
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entre glicosaminoglicanas e colageno, inicia-se no sétimo dia de desenvolvimento
e o tecido de granulagdo alcanga a organizacac final depois de duas semanas.

CATE & FREEMAN®, 1974, estudaram o remodelamento do tecido
conjuntivo na periferia de feridas de pele em reparagdo por primeira e segunda
intencdo. Foram realizadas feridas incisionais e excisionais na pele de ratos
adultos e biopsia 14 dias apés. Os resultados mostraram que numerosos
fibroblastos na zona juncional entre o tecido conjuntivo velho e novo exibiram
colageno intracelular dentro de vesiculas, o que indicou que os fibroblastos sao
capazes de fagocitar e degradar colageno e tem como papel funcional, provocar
remodelamento de tecido conjuntivo.

Considerando a importancia dos fibroblastos na sintese do colageno
UZUNIAN*® (1979), com o objetivo de obter novas evidencias para defender o
fenomeno de fibroplasia, realizou feridas excisionais em pele de ratos albinos,
realizando bidpsias depois de um periodo de 7, 14 e 21 dias, para a analise
microscopica do tecido. Os achados encontrados sugeriram ac autor, serem os
fibroblastos responsaveis pela sintese e degradacéo do colageno durante o
remodelamento, sendo a acado de degradacdo mais intensa no sétimo dia,
diminuindo graduaimente no periodo subsequente até a estabilizacdo ser
alcancada.

Ja em 1884, guando praticamente todo o mecanismo de cicatrizagao ja
havia sido desvendado, CARRICO ef al.® publicaram um artigo, descrevendo

processo bioldgico de reparagdo tecidual, os autores definiram os tipos de cura de
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feridas, discutiram os fatores mais importantes que influenciam o processo, bem
como os problemas especificos de reparacéo. Puderam concluir gue, a reparagdo
de feridas € um mecanismo de interacdo complexo, com varics eventos
fisiologicos e bioguimicos. Terminaram afirmando que uma alteragdo em quaiquer
processo intrinseco inevitavelmente conduzird a um processo prolongado de cura

ou processo anormal, freqlientemente com efeifos devastadores.

2 - REPARAGAO TECIDUAL E RADIAGAO IONIZANTE

Apos os raios X terem sido descobertos por Wilhelm Conrad Roentgen em
1895, estes passaram a ser amplamente utilizados para fins diagnéstico,
terapéutico e pesquisa. Entretanto, apés um periodo relativamente curto de
experimentagdo, observou-se que esta radiacdo ionizante provocava inimeros
efeitos deletéricos sobre os tecidos, principalmente a alopécia, catarata, dermatite
e inflamagdo do tecido conjuntivo®.

Atuaimente, sabe-se que inumeros fatores prejudicam o processo de
reparacao tecidual. Dentre eles, a radiacdo ionizante, onde pesquisas decorrentes
de experiéncias obtidas com animais de laboratorio, com pacientes submetidos a
radiacac com finalidade terapéutica e ainda de individuos que sofreram
exposicdes acidentais a radiagio ionizante evidenciaram a ocorréncia de inimeras

alteracoes.
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Sendo assim, a questdo do efeito da radiagdo X na reparacéo de
feridas € um problema que desperta grande interesse tanto para o cirurgiao
quanto para o radiologista. Como na literatura existia e existem grandes variacbes
de opinides sobre o assunto, POHLE et al¥, em 1949, estudaram o efeito de
baixas doses de radiagdo X na reparacéo de feridas de pele de ratos, verificando
se pequenas doses estimulavam ou retardavam a processo de reparacao. Para o
experimento foi realizada uma incisio de 4,0 cm no dorso dos animais que foram
divididos em 3 grupos, tendo uma das metades da ferida protegida para servir
como controle: o primeiro grupe continha 18 animais subdivididos em 3 grupos
que receberam 150 R, 350 R e 700 R imediatamente apds o ferimento, sendo
verificado durante 14 dias se havia qualquer diferenca macroscdpica no tempo de
reparacao. O grupo 2, constituiu-se de 80 ratos também divididos em 3 subgrupos
que receberam 150 R, 300 R e 700 R, sendo que metade dos animais de cada
subgrupo foram irradiados imediatamente e a outra metade 24 horas ap0s inciso,
e sacrificados nos tempos de 3, 5 e 7 dias apos a incisdo. No 3° grupo, foram
utiizados um total de 32 animais divididos em 2 subgrupos que receberam 25 R e
10 R também administrada imediatamente ou 24 horas apds a incisdo e
sacrificados em 3 e 5 dias apods o ferimento. Os autores puderam concluir que,
embora todas as feridas fossem examinadas diariamente, nenhuma diferenca
macroscopica no tempo de repara¢cdo entre a porgio imadiada e controle foi
notada, histologicamente nao se encontrou efeito de estimula¢do de reparagéo,

mesmo para baixas doses e finalmente que, quando observou-se ligeira diferenca
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no processo de reparagdo a favor da porgdo irradiada, no caso de pequenas
doses, isso provaveimente ocorreu devido a reducio na quantidade de exsudato,
que diminuiu a quantidade de fibrina para ser substituida pelo tecido cicatricial.

A regeneracao de pequenos vasos sanglineos é um aspecto fundamental
de reparagdo em tecidos apds uma injuria. O tecido de granulagdo, mais
precisamente o blastema, é essenciaimente uma formagdo complexa na
regeneracao capilar. A falta de restauragdo da continuidade em tecidos pode ser
causada por agentes que interferem com a formagao de brotos capilares. VAN
DEN BRENK* (1959), estudou “in vivo® brotos capilares irradiados com raios X e
v, em doses Unicas, que variaram de 200 R a 5000 R, administradas entre o
sétimo e décimo dia apés o aparecimento do blastema de reparagao. O autor ndo
observou alteractes no crescimento dos brotos capilares com doses inferiores a
400 R. Com doses entre 400 e 2000 R foi observado consideravel dano,
particularmente na faixa de 1000 a 2000 R. JA com altas doses (4000 R},
observou completa destruicdo e necrose na porcdo central do blastema de
reparagao. Segundo o autor, a exposicdo de vasos a radiacao ionizante nao é
responsavel pelo reparo inadequado subseqiiente a injuria, mas fatores indiretos,
como alteracgdo na forma do tecido, indice celular alterado, fibrinogénese,
hialinizagao no estroma, comuns a todos os fecidos conjuntivos atroficos, podem
ser 0s responsaveis pelas alteracdes.

Tendo em vista a grande controvérsia em relacdo a origem dos

fibroblastos, quando da formacdo do tecido de granulagdo, GRILLO?' (1963)
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realizou um estudo onde explorou esta questdo. Em um grupo de cobaias foram
realizadas exposi¢cdo de 750 R de radiacdo X na regido dorsal sendo que, em 1/3
dos animais, esta foi administrada 20 minutos antes da cirurgia, em outro 1/3, 20
minutos apds e no dltimo tergo 28 horas apés a cirurgia. Cinco dias depois do
ferimento, cada animal recebeu intraperitonealmente, uma injecao de timidina
tritiada e apés 45 minutos os animais foram sacrificados. Por meio da
Autorradiografia, ndo foi encontrada marcac@c nas paredes capilares do tecido
conjuntivo preexistente longe do limite da ferida, nem no ndcleo dos leucocitos,
células mononucleares ou linfécitos. A ftimidina tritiada foi incorporada
especificamente no acido desoxirribonucleico, que é formado exatamente antes da
divisdo celular, havendo ainda grande apreensé@o de timidina ftrtiada pelos
fibroblastos, no novo tecido de granulagao, na area marginal e no leito aberio da
ferida. Desta forma o autor pode concluir que os fibrobiastos presentes na
reparacgao tecidual, tiveram sua origem principaimente de células do tecido
conjuntivo circundante a ferida.

ROSS et al.** (1970), também com o objetivo de determinar a origem dos
fibroblastos, estudaram a cura de feridas em uma série de ratos parabiéticos. O
fémur de um parabionte de cada par de animais foi protegido e receberam 800 R
de uma bomba cobalto 60. Trés dias apés irradiagdo foram feitas incisdes lineares
nc dorso de cada animal sendo injetada a seguir timidina tritiada, enquanto nos
outros animais foram injetadas timidina ndo marcada. Depois da timidina ter sido

iberada do sangue, os animais foram sacrificados em 1, 2 e 6 dias apds ©
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ferimento, sendo a ferida preparada para autoradiografia. Com isso os autores
puderam concluir que ha evidéncias de que fibroblastos de feridas ndo surgem de
precursores hematogénios e, portanto, devem surgir de células do tecido
conjuntivo adjacente.

Como um conhecimento elementar da radiagdo e seus efeifos em tecidos
normais sdo importantes para o entendimento das alteractes de reparagdo que
ocorrem em uma ferida irradiada, LUCE®, em 1984, discutiu em seu artigo estes
conhecimentos disponiveis, bem como os conhecimentos da radiacao no tecido
normal. Segundo o autor, as alteracdes mais significativas nos tecidos irradiados
sdo devidas a diminuigdo no suprimento sangiineo pela obliteragao dos vasos,
sendo que este fator sobrepde a outras adversidades como, a ma nutricéo e
contaminacdo dos tecidos. Considerou ainda que as complicagbes provocadas
pela radioterapia (ruptura da carétida nas irradiacbes de cabega e pescogo)
comprometem mais a sobrevida de pacientes iradiados quando comparados aos
que nao receberam radiac&o. Por fim, sugeriu conduta terapéutica para as Glceras
provocadas pela radiac@o, tais como correcbes de deficiéncias sistémicas,
adequada excis&o da ferida radionecrética, e fornecimento permanente de
cobertura celular vascularizada.

GUIDUGLI NETO® (1987), com o objetivo de observar o efeito de altas
doses de radiag&o no tecido de granulacio e avaliar a habilidade de produgac de
novos capilares pelo endotélio irradiado em ratos, utilizou 40 animais, onde foi

realizado uma les&o circular de 1,0 cm de diametro, no dorso do animal, sendo
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estes submetidos a dose (nica que totalizou 2000 rads de radiagcdo X. Seis dias
ap6s a leséo ter sido realizada, para a protecido do corpo dos animais utilizou
protecdo de chumbo que tinha uma abertura de 2 cm de didametro, permitindo,
desta forma, que uma area de tamanho superior a ferida fosse irradiada. Em
tempos que variaram de meia hora a 720 horas (30 dias), com o apoio de técnicas
morfométricas, foi estudado o volume vascular relativo. Com isso os dados obtidos
permitiram admitir que o fendbmeno de hipervascularizagcao, se existir, ndo é
originado nos brotos vasculares e algas superficiais do tecido de granulagio, no
qual na analise dos dados estes mostraram uma diminuicdo da quantidade de
vasos em todos os tempos estudados.

RUDOLPH et al*® (1988), para estudar o efeito da radiacdo na
proliferacdo de fibroblastos, verificando o porque dos danos causados pela
radioterapia, no qual tal ocorréncia era atribuida a4 suspens&o das unidades
proliferativas epidermais e diminuicao na vascularizagio, devido a oclusdo de
pequenos vasos, realizaram culturas celulares com amostras obtidas da pele de 4
pacientes que sofreram tratamento radioterapico. Os tecidos foram obfidos de trés
areas distintas: Glcera, tecido irradiado sem llcera e drea ndo imadiada, de outra
regido do corpo, para servir como controle. Os dados obtidos pelos autores
sugeriram que um permanente efeito intrinseco da irradiagao em fibroblastos, ou
uma amputacdo seletiva do crescimento de subpopulacao de fibroblastos, ndo e

dependente do diminuido abastecimento de sangue, mostrando ainda que,
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fibroblastos provenientes de pele irradiada, mas néo ulcerada, apresentaram um
crescimento significantemente lento em relacio ao grupo controle.

Para determinar se a radiagdo de elétrons afeta diretamente o
metabolismo de cartilagens, HUGENBERG et al.?®, 1989, estudaram a taxa de
sintese de glicosaminoglicanas (GAGs) e a degradacdo em cartilagem articular
canina normal. Para tanto "fatias” da cartilagem articular do joelho de caes
(synovium) cultivadas foram tratadas similarmente, para determinar o efeito da
iradiag@o na sintese de acido hialurdnico. 24 horas apés a exposicao de 1.000
rads, 10.000 rads e 50.000 rads, a sintese de 5-GAGs [GAGs marcadas com Na;
35504 - 20u(/ml)] pela cartilagem foi 93%, 69% e 37% respectivamente, em
comparacado aquelas do grupo controle, ou seja cartilagens ndo iradiadas. O
efeifo ndo foi revertido rapidamente, onde 120 horas apés exposicdo a 50.000
rads, a sintese de GAGs permaneceu baixa (28%). Ainda puderam concluir que,
em contraposi¢édo aos efeitos do metabolismo de GAGs da cartilagem, a radiagéao
nestes niveis, ndo tem efeito na sintese de acido hialurénico sinovial.

Como durante a fase inicial de radioterapia podem ocomer reacdes
inflamatérias agudas, onde a pele geralmente torna-se ertematosa, seca e
escamosa, muitas vezes progredindo para quadros ainda mais graves, com
surgimento inclusive de ulceras, MILLER & RUDOLPH* (1990), descreveram as
injirias em peles, provocadas pela irradiacdo e fizeram uma breve revisdo da
literatura sobre os danos provocados pela irradiagéo apés o tecido epitelial sofrer

radioterapia. Eles afirnaram que o fluxo sangiiinec diminuido nao € a Unica causa
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para pobre cicatrizacdo de retalhos de pele que cobrem dulceras de radiacao,
havendo a necessidade que tais retalhos sejam retirados de regides distantes da
area iradiada, que tenham boa vascularizagéo e fornegam para a lesao uma fonte
saudavel de fibroblastos perivasculares.

Uma vez que dentroc do campo odontologico ainda era e € necessario
estudar os efeitos das baixas doses de radiagdo X na cura de feridas, ABDALA et
al.'(1991), com a finalidade de verificar os efeitos dos baixos niveis de radiagzio X
no desenvolvimento do tecido de granulagdo, induzidos pela implantacdo de uma
esponja de PVC em animais, utilizaram 23 ratos Wistar, divididos em trés grupos,
onde no grupo | {controie), os animais foram submetidos a implanta¢do de esponja
de PVC, e sacrificados aos 4, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s implantadas, no grupo i, os
animais foram submetidos a mesma condi¢cdo de implantag&o e sacrificio, sendo
no entanto submetidos a uma dose Unica de 5,28 R no momento da implantagao e
no grupo lil, fambém os animais foram submetidos as mesmas condi¢cdes de
implantacdo e sacrificio, entretanto submetidos a dose de 5,28 R a cada 2 dias
apos o implante, durante 14 dias, e a cada 4 dias, até completar 28 dias (58,08 R
no total). Os autores puderam comprovar nessa pesquisa, que houve inibicdo
parcial na evolugdo do tecido de granulaczo, tantc em se tratando da dose Unica
(grupo i), quanto fracionadas (grupo lIl}, demonstrando que a radia¢ao X interfere
no processo de reparo, sendo que doses fracionadas produzem efeito cumulativo

maior que dose Unica.
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YANASE ef al®® (1993), para analisar os efeitos da iradiacdo na
contragao de feridas e taxa de crescimento, realizaram culturas de fibroblastos
humanos irradiados, onde a preferéncia pela cultura de tecidos foi justificada pela
necessidade de eliminar a possivel influéncia da radiagido sobre os vasos. Os
fibroblastos foram coletados da mucosa bucal de pacientes submetidos a cirurgia
bucal e cultivados em gel de colageno hidratados, onde foram entao submetidos a
radiagdo X no regime dose unica de 2, 4, 6, 8 e 10 Gy, sendo os tempos de
analise imediatamente, 2 e 8 semanas apés a irradiagdo. Foi observado que a
irradiacao inibiu o crescimento de fibroblastos e contragdo de gel de colageno de
um modo dose dependente. Apds consideravel inibicdo na segunda semana, foi
verificada retomada na taxa de contracdo na oitava semana. Nos filamentos de
actina também ocorreram alteragbes dose dependente. Portanto os autores
concluiram que, a irradiagdo X parece inibir a contragdo da ferida por afetar a
organizagdo do citoesqueleto dos fibroblastos constituidos pela actina.

A introdugdo de novas técnicas cirdrgicas e outras modalidades
terapéuticas, tem marcadamente influenciado o uso de radiagdo ionizante em
terapias em dermatologia. Radiagdo X e de elétrons sdo atualmente usadas
somente para um limitado nimero de indicagcbes em pacientes cuidadosamente
selecionados, visto que o0 acesso cirdrgico como forma de terapia tem ganho
popularidade no fratamento de tumores de pele, entretanto, nem tfodos os
dematologistas estéo familiarizados com os beneficios da radiacéo ionizante para

pacientes com neoplasias cutdneas e outras doencas de pele. Assim

31



Reparacdo tecidual em ratos diabéticos submetidos a baixas doses de rediagdo de elétrons em corpo todo

REVISTA DA LITERATURA

GOLDSCHMIDT et a/®® (1994), escreveram um artigo revisando as modernas
indicacdes para a terapia com radiagdo em dermatologia, discutindo importantes
fatores fisicos e bioldgicos, efeitos da radiagdo, medidas de protegdo e resultados
terapéuticos.

WATANABE et al.°' (1994) , pesquisaram a génese e a evolugao do tecido
de granulacdo induzido experimentaimente em ratos, sob a agio local de baixas
doses de radiagao X, comparando 0s possiveis efeitos produzidos, quando da
aplicacao em dose (inica e em dose dividida, com o tecido de granulacéo normal.
Para isso, utilizaram-se de animais que foram divididos em trés grupos
experimentais, sendo eles: controle, dose Unica (7,0 R) e dose dividida (7,0 R,
divididas igualmente em trés fractes), onde o tecido de granulagdo foi estudado
aos 2, 4, 7, 11, 14, 21 e 28 dias de evolugdo. Os resultados mostraram que néo
houve influencia da radiagdo X na orientagdo macromolecular dos tecidos
iradiados, ndo havendo alteracdo na sintese de GAGs, sendo sua formacao
iniciada por volta do terceiro dia apos a ferida, atingindo seu pico ao redor do
sétimo e oitavo dias pds-ferimento nos trés grupos e finalmente que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos dose dividida e dose Unica.

WANG et a/® (1994), empreenderam uma investigacao da resposta
morfolégica da reparacdo de fendas de pele de ratos apds radiacao de elétrons
em corpo parcial € com profundidade de 3 mm. Para tanto, foram feitas incisdes
na pele dorsal de ratos que tinham sido localmente irradiados com radiacso de

elétrons, com 9,6 Gy, 7 dias antes do procedimento cirdrgico. Os ratos foram
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sacrificados em intervalos de tempo de 1, 3, 7 e 14 dias apés ferimento, e as
amostras obtidas foram analisadas por Microscopia Optica e Microscopia
Eletronica de Vamredura. Os resultados sugeriram que uma Unica dose de corpo
parcial causou atraso na repara¢ao tecidual até por volta de sétimo dia, havendo
uma depressao no numero de células inflamatdrias e resposta exudativa do tecido,
diminuindo a migracdo epitelial € uma reducdo no numero de fibroblastos,
juntamente com um atraso na formagdo dos feixes de coldgenoc e reparagéo
fecidual. Contudo, a cura de tecido normal nao foi impedida.

ALMEIDA? (1997), com a finalidade de estudar o efeito de baixas doses de
radiacao de elétrons no processo de reparacio tecidual em ratos, trabathou com
feixes de elétrons com energia de 6 MeV, onde administrou uma dose de 1 Gy as
feridas produzidas em pele de ratos, imediatamente apds terem sido realizadas ou
3 dias ap6s, sendo irradiadas somente 1,0 cm circunjacente a area da ferida. As
avaliagbes foram realizadas pelos métodos histolégicos e histoquimicos em
diferentes tempos de estudos da reparacgéo fecidual. Deste modo pode concluir
que, a incidéncia de irradiagdo por elétrons, na dose de 1 Gy, em bordas de
feridas causou retardo no processo de reparagao, sendo mais acentuada no grupo
que sofreu irradiac&o 3 dias apods a abertura da ferida.

MONTEIRO® (1999), com o objetivo de verificar morfologica e
ultraestruturaimente , os possiveis efeitos da radiacdo de elétrons em baixas
doses, sobre o processo de reparc em feridas irradiadas imediatamente apos a

cirurgia e apos 72 horas, utilizou 75 ratos divididos em quatro grupos, onde
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realizou feridas excisionais no dorso de cada animal. O grupo controle e o grupo
com ferida irradiada imediatamente apds a cirurgia foram analisados nos tempos
2,4,7, 11,17 e 21 dias. O grupo controle e irradiado 3 dias apds a remog¢ao do
tecido, foram analisados nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. Por meio da
observacdes das fAminas histolégicas, pode concluir que houve um atraso na
reparacao do grupo irradiado imediatamente apés a cirurgia e principalmente no
grupo irradiado 3 dias apos a realizagcdo da ferida. Ao final do periodo
experimental, todos os tecidos apresentaram caracteristicas bastante

semelhantes, indicandoc um atraso transitorio.

3 - DIABETES

Diabetes mellitus, ou simplesmente diabetes, segundo GUYTON? (1986)
e DOUGLAS" (1994), é causada pela diminuigao dos indices de secrecao de
insulina pelas células beta das ilhotas de Langerhans, presentes no pancreas, ou
devido a uma menor acdo hormonal a nivel periférico, sendo que, esta deficiéncia
de insulina, acarreta um grande nimero de distarbios, que afetam a utilizagéo e a
disponibilidade de glicose pelos tecidos insulino-dependentes.

De acordo com o National Institute of Health, oito tipos de diabetes podem
ser reconhecidos, entretanto, as formas mais comuns s&o, o diabetes mellitus tipo

| ou insulino-dependente (IDDM) ou infanto juvenil, que em geral inicia-se nos
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primeiros anos de vida, e o diabetes mellitus tipo il ou ndo insulino-dependente
(NIDDM), propria de individuos de idade avangada.

O diabete meliitus tipo |, segundo FLEURY'® (1995), é a forma mais grave,
entretanto menos fregiiente, ocorrendo em 5 a 15 % do total dos casos, enquanto
o diabetes meliitus tipo Il € a forma mais freqlente de diabetes meliitus primaria,
abrangendo cerca de 85 a 95% do total dos casos.

A hereditariedade desempenha importante papel no aparecimento de
ambos os tipos de diabetes. O tipo | costuma ter inicio rapido e parece resultar da
predisposicdo hereditaria ocasionada ou pelo desenvolvimento de anticorpos
contra as células beta, causando desta forma, destruicido auto-imune ou pela
destruicdo das células beta por enfermidade viral, ou ainda, simplesmente por
uma simples degeneragao dessas células. Ja o diabetes tipo I, parece resultar da
degenerag&o das ceélulas beta em conseqliéncia do envelhecimento mais rapido
nas pessoas suscetiveis, que em outras. No caso do diabetes tipo Il, como os
obesos necessitam de maior quantidade de insulina para o controle metabélico, o
fator obesidade acaba por predispor estas pessoas com maior freqii€ncia, em
comparagao as pessoas normais®*.

De acordo com GUYTON?* (1989) e DOUGLAS'"' (1994) os sintomas mais
precoces do diabetes sao: hiperglicemia (mesmo em jejum), a polidria (eliminacéo
excessiva de urina), polidipsia (ingestdo excessiva de agua), polifagia (fome

excessiva), perda de peso e astenia (falta de energia).
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Uma das principais manifestacdes clinicas do diabetes que mais chama a
atengdo, € a polifagia, devido & falta de estimulo do centro de saciedade
hipotalamico, decorrente do deprimido consumo de glicose. Ja a glicosuria ou
eliminacdo de glicose pela urina, devido ao aumento da taxa de glicose no
sangue, provoca o aparecimento da polidipsia e politria, enquanto a astenia
parece ser causada principalmente pela perda de proteina organica'" # .

O diabetes meliitus, se nédo detectado e tratado, apresenta complicagbes,
que podem ser de carater agudo ou cronico. Dentre estas complicagdes estao,

infelizmente, o comprometimento do processo de reparacao tecidual.

4 - DIABETES E REPARAGAO TECIDUAL

O processo de reparag¢io pode ser alvo de interferéncias decorrentes de
fatores sistémicos, sofrendo blogueio ou retardo, onde um destes fatores como
frisado no item anterior € o diabetes meliitus.

Segundo FELIX ef al."® (1990) o individuo diabético possui 50% de chance
de ser operado ao menos uma vez em sua vida. Sendo assim, o estudo das
implicagbes dessa patologia na reparacdo, assume peculiar importancia,
principalmente porque estes individuos, apresentam ainda maior susceptibilidade
a infecgdes graves, devido a varios fatores, incluindo a menor quimiotaxia
neutrofiica e menor capacidade fagocitaria, tornando-se mais suscetiveis a

invas&o bacteriana e consequientes retardos na cicatrizacao das feridas'" ' 13 %,
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Conforme diversos autores citaram, tais como VIBERTI*® (1983), FELIX ef
al.™® (1990), e CECHOWSKA-PASKO et al® (1999), o diabetes mellitus provoca
macro e microangiopatias, interferindo no aporte sanglineo local da lesdo, bem
como, distlrbios metabdlicos, mudancas hemodinamicas, diminuicao de colageno
e GAGs.

Todas estas altleracbes encontradas em individuos diabéticos, despertou e
desperta incontaveis pesquisas schre o assunto.

JUNOD et al. ?®(1967) estudaram a agao da Estreptozotocina nas células-
B pancredticas, onde utilizaram Estreptozotocina administrada em ratos que a
seguir foram sacrificados nos tempos de 1, 2, 4, 7, 10 e 16 horas apos. Em
seguida o péncreas foi examinado ac microscopio Optico e eletrbnico. Atraves
desse experimento puderam conciuir que a Estreptozotocina é um agente
citotéxico altamente efetivo para as células-B pancreaticas, sendo sua
especificidade muito maior do que a da aloxana, onde foi demonstrado haver uma
larga margem entre a dose diabetogénica e a toxicidade geral.

Assim sendo, GLICKMAN et al.’® (1967), resolveram estudar os efeitos do
diabetes induzido por aloxana sobre a repara¢do gengival apos cirurgia. Para isso
eles utilizaram ratos que foram divididos em quatro grupos: animais ndo diabéticos
nao operados, néo diabéticos mais cirurgia, diabéticos ndo operados e diabéticos
mais cirurgia, apos 8 semanas foi realizada nos incisivos superiores e inferiores
esquerdos uma recessdo da margem gengival. Os animais foram sacrificados em

intervalos de 14, 78 e 115 dias ap6s o periodo inicial. Os maxilares foram fixados,
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descaicificados e examinados ao microscopio. Os autores através de suas
observacdes puderam concluir que o diabetes retardou a reparacéo pela inibiggo
da fibroplasia e da formagao de osso, a inflamagao produzida por irritagéo local foi
mais dissuasiva para reparacdo periodontal do que diabetes induzido pela
aloxana.

Uma vez que varias fungdes sdo atribuidas as GAGs no processo de
reparacéo tecidual das feridas e sabendo-se que a deficiéncia insulinica interfere
acentuadamente na biossintese deles, CATANZARO-GUIMARAES**%7 (1968),
usando alguns métodos especificos para GAGs, bem como observagdes do tecido
de granulacéo, realizou inmeros experimentos e observou uma baixa reatividade
de base e substancia fibrilar em tecido de granuiagio de feridas de ratos
diabéticos aloxanicos. Ele afirmou que a deficiéncia de GAGs, como decorréncia
do quadro metabdlico encontrado no diabético, constitui um dos principais fatores
do retardamento da fase fibroblastica. Mostrou que as fibras colagenas em tecido
de granulagdo de feridas em raios diabéticos aloxanicos apresentam-se
intensamente coradas. Quando feita extragbes enzimaticas, as fibras colagenas
pareceram estarem rompidas e tinham perdido muitas das suas reatividades
histoquimicas, podendo concluir que em tecido de granulagéo de feridas de ratos
diabéticos aloxanicos, a substancia fundamental e fibrilar tem um baixo estado de
agregacao, tendo uma grande quantidade de material reativo de Schiff nestes
sistemas colagenos, mostrando uma aita densidade de grupos reativos que

normalmente s&o relatados em uma formagdo estrutural anomal; devido
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deficiéncia insulinica. O autor pdde concluir que no diabetes o sistema fibrilar
conjuntivo mostrou intensa labilidade aocs efeitos da hidrolise acida e enzimatica,
denunciando, portanto, um insuficiente estado de organizacdo molecular, afirmou
gue provavelmente a maior susceptibilidade do coldgeno do grupo diabético acs
efeitos hidrofiticos, foi devida néo s a possiveis defeitos na estrutura da proteina
do colageno, como também a deficiéncia de aminoacidos e polissacarides
responsaveis pela estabilidade fisico-quimica do sistema fibrilar. Pode verificar
que, nos anirmais diabéticos as feridas cirtirgicas sofreram um atraso no processo
de oclusdo. Onde devido as caracteristicas estruturais imaturas do tecido de
granulagdo, é possivel que o mesmo se comporie como um componente
insulinico-sensivel no processo de reparacéo cicatricial.

WERINGER & ARQUILLA® (1981), com o intuito de verificarem se o efeito
da insulina, na modulacao de eventos celulares e vasculares em cura de feridas,
pode ser suprimido em diabéticos, e ainda, se a diminuicdo nos niveis de insulina
pode ser uma causa da diminuta resposta de cura, examinaram feridas em orelhas
de hamsters chineses nommais e diabéticos ndo cetbnicos por métodos
morfologicos e morfométricos, e puderam concluir que seus resultados
comprovam a hipdtese de que a insulina € um componente necessario para a cura
das feridas.

Como é extremamente importante esclarecer as alteragdes que ocorrem
em peguenos vasos, bem como o desenvolvimento de deficiéncias em diferentes

érgdos de individuos diabéticos. VIBERTI*® (1983), examinou um grupo de 63
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pacientes insulino-dependentes com teste Albustix negativo, medindo a taxa de
excrecdo de albumina na urina, e novamente medindo esta taxa com a mesma
técnica 14 anos depois, com o objetivo de discutir os fatores hemodinamicos na
génese de microangiopatia diabética, bem como estabelecer as seqiiéncias de
principais eventos (em diabéticos) que vao, desde um aumento da permeabilidade
capilar a deficiéncia de um o6rgéo ou tecido. O autor pode concluir que certos
niveis de microalbumina identificam um grupo de pacientes diabéticos com um alto
risco de danos nos o6rgaos e fomece a primeira evidéncia de uma ligacao entre a
precoce passagem transgiomerular aumentada de albumina e a tardia
glomerulopatia severa até a faléncia do rim. Segundo o autor & impossive! sugerir
uma seqtiéncia de eventos que poderia conduzir de uma permeabilidade capilar
aumentada, até uma severa microangiopatia diabética. A reversao do aumento da
permeabilidade capilar pode eliminar um dos mecanismos responsaveis pela
microangiopatia diabética.

Devido muitas das complicacGes cronicas do diabetes mellitus envolverem
defeitos no tecido conjuntivo, tais como pobre reparagdo tecidual, diminuida
formac&o 6ssea e diminuido crescimentc linear, sendo o colageno o maior
componente proteico do tecido conjuntivo, SPANHEIMER ef al** (1988),
examinaram a produgéo de colageno em ratos diabéticos explorando este efeito
generalizado no metabolismo do tecido conjuntivo. Para a inducio do diabetes em
ratos foi utiizado Estreptozotocina, nos quais apds instalado o quadro, ossos

parietais e cartilagem arficular foram removidos e incubados a 37°C com 5uCi | [5
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*H] prolina por 2 horas, sendo entdo quantificada a producdo de proteinas
coldgenas e nao colagenas apdés a separagdo com colagenase purificada de
bactéria. Com isso, puderam concluir que o diabetes estd associado a um
acentuado decréscimo na produgdo de colageno, o qual foi visto precocemente
depois da inducéo de diabetes e foi especifico quando comparadc com a
producdo de proteina ndc colagenosa. Efeitos cumulativos destas marcadas
mudancas na produgéo de colageno contribuiu para complicages cronicas do
tecido conjuntivo em diabéticos.

TENGRUP ef al. *° (1988), utilizaram ratos diabéticos (aloxanicos), nos
quais o tecido de granulacdo foi obtido pela implantagdo de esponja Ivalon
subcutaneamente e analisado 4 e 7 dias posterior a operacao, através de métodos
bioquimicos quantitativos. O objetivo do experimento foi estudar a formagao
precoce de tecido de granulagdo, e metabolismo de Zn e cobre em ratos
fraumatizados e com indugdo de diabetes pela Aloxana, sendo esta nao
controlada. O estudo mostrou que, em ratos diabéticos aloxanicos a formacgéo de
tecido de granulacéo é prejudicada, com uma fase inflamatéria prolongada, menor
quantidade de colageno e diminuida vascularizagao.

Como a cura de perfuragbes mesentéricas é atrasada em rafos com
deficiéncia insulinica depois de 4 semanas de diabetes induzido por
Estreptozotocina, FRANZEN & NORRBY'™ (1988), investigaram a capacidade
mitética de 2 tipos de células predominantes na cura de janelas mesentéricas em

ratos, nos quais estimaram o indice de marcacdo de fibroblastos e células
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mesentéricas na fase inicial e tardia da reparagéo dentro de uma area com 1 cm
de largura ao redor da perfuragao e centralmente na ferida depois da drea ser
suturada. O indice mitético destas células também foram estimados em varias
distancias da perfuracdo, e observaram que, durante o periodo precedente a cura
pelo fechamento, o indice de marcacido de ambos fibroblastos e células
mesoteliais foram, contudo, significantemente reduzido em animais diabeticos. A
diminuida mitose nestas células de cura de feridas em ratos diabéticos pode assim
ser de importancia patogénica no atraso da reparacio nestes animais.

Como os varios mecanismos envolvidos no diabetes e como estes
mecanismos agem provocando alteragdo, permanecem obscuros, MORAIN &
COLEN?®® (1990), examinaram como o diabetes afeta a cura de feridas do ponto de
vista de alteracbes na microcirculagao, fungdo nervosa e sistema imune, bem
como seus componentes conhecidos e envolvidos com o diabetes mellitus,
discutindo cada item separadamente, no qual em pacientes diabéticos, pode ser
demonstrado que ha lestes arteriolares anatdmicas, especificamente na artéria
tibial e peritoneal, o que pode tornar tais individuos susceptiveis a oclusdo
arterioesclerética.

Em 1980, FELIX ef ai."™ publicaram um trabalho a respeito da cura de
feridas e os eventos fundamentais de algumas fases, revendo os principais fatores
sistémicos que potenciaimente diminuem ou atrasam a reparacao de feridas. Com
este propdsito, eles discutiram 0 mecanismo de agdo mais comum de alguns

fatores, dentre eles o diabetes mellitus.
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EHRLICHMAN et al.'? (1991), descrevem a biologia molecular e nutrigéo
de cura de feridas, e ofimizacdo e prevencédo de problemas relacionados a
reparagdo destas. Alguns dos problemas enumerados foram a: diminuigdo da
distribuicdo do oxigénio, coberturas das feridas, o efeito da sindrome da imuno
deficiéncia adquirida, quimioterapia e infecgdo. Os autores descreveram ainda
problemas especificos como as feridas irradiadas e o diabetes , no qual em feridas
iradiadas acreditam que a deficiéncia do fechamento destas deva-se
principaimente a inadequada vascularizacio e pobre liberagdo de oxigénio do
tecido danificado, além da radiag@o provocar diminuicdo da forga de tencéo e
diminuicio da deposicdo total de colageno. Quanto ao diabetes mellitus este
provoca uma diminuicdo da fung@o de leucécitos, diminuicdo da quimiotaxia e
fagocitose, sendo muitos dos problemas do diabetes especialmente em
extremidades mais inferiores, atribuido a doengas de pequenos vasos.

Com o objetivo de estudar quantitativamente, através de técnicas
morfométricas, a influéncia do diabetes em alguns aspectos das uitra estruturas
celulares, ligadas a contracdo do tecido conjuntivo em feridas obtidas por
perfuracdo mesentérica em ratos, FRAZEN & ROBERG' (1995), induziram
diabetes mellitus com Estreptozotocina em ratos, onde com o auxilio de um bisturi
fizeram uma perfuragdo na janela mesentérica. Os resultados obtidos sugeriram
que ha uma reduzida densidade da superficie da membrana plasmatica em
células diabéticas, com alteragdo da mobilidade e migragcdo dos fibroblastos,

achado este compativel com a reduzida contracdo de feridas em diabetes.
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DEVLIN et al.’® (1996), realizaram um estudo a fim de examinar a
reparacao dos alvéolos dos dentes molares em ratos diabéticos induzidos pela
Estreptozotocina. Os ratos foram divididos em trés grupos: grupo controle, grupo
diabético e grupo diabético controlado (com insulina). Depois de duas semanas,
todos os ratos sofreram exiragdo dos dentes molares sob anestesia, sendo
sacrificados em diferentes intervalos de tempo. Por meio das observacgoes
histolégicas puderam concluir que, em animais diabéticos insulino dependentes
nao controlados, a formacgao da estrutura colagena no alvéolo de dentes extraidos
é inibida, resultando em atraso na reparagao e aumento da destruigao alveolar.

Segundo KAMAL ef al.?° (1996), é importante e necessario uma integragéo
multidisciplinar para tentar entender as diferentes alteragdes provocadas pelo
diabetes, assim, eles escreveram um artigo no qual fizeram uma revisdo da
lteratura sobre a patobiologia do diabetes mellitus com suas implicagtes
cirargicas. Os autores descreveram as manifestacdes clinicas, 0 mecanismo
envolvido no diabetes e as implicagbes do diabetes em diferentes tecidos. Onde
puderam concluir que, o futuro oferece considerave! avango para um melhor
entendimento, prevencao e tratamento de complicacbes cronicas provocadas pelo
diabetes mellitus.

CECHOWSKA-PASKO ef al® (1999), utiizando Estreptozotocina,
induziram diabetes em ratos Wistar, com o propésito de verificar se a diminuigéo
de GAG na pele de ratos com diabetes cronica é resultado da diminuicdo na

biosinfese ou aumento na degradacdo destas moléculas. Para fanto, eles
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realizaram um experimento de marcagao com glicosamina radioativa e sulfato. Os
autores demonstraram através do experimento, que o diabetes provocou uma
diminuicio da incorporagéo de [ *C J-glucosamina dentro de acido hialurénico e
GAGs sulfatadas. Os resultados obtidos sugeriram que a supressao das GAGs na
pele de ratos diabéticos resultam da diminui¢do da biossintese destas e n&o do
significante aumento da degradag&o, onde a biossintese de GAGs sulfatadas esta
profundamente diminuida. Sendo assim, este fenémeno pode ser um dos fatores
que prejudicam a reparacao da ferida em individuos diabéficos.

Pelo fato de gue o exatc mecanismo no qual o diabetes atrasa a
reparacao da ferida ainda nfo ser conhecido, em 1899, LOOTS et al.*' estudaram
por meio da proliferagdo de fibroblastos "in vitro”, este fendmeno, a fim de
determinar o potencial de proliferacdo dos fibrobiastos, isolados de um sitio
ulcerado de 4 pacientes que apresentavam diabetes mellitus ndo insulino
dependentes. O controle foi realizado por meio de fibroblastos isolados de pele
normal da perna de individuos voluntarios. A capacidade proliferativa foi analisada
pela avaliagéo da incorporagso de [°H ] timidina e trypisinizagdo dos fibroblastos
através da microscopia éptica e microscopia eletrénica de fransmisséo. Com isso
puderam concluir que, um menor numero de fibroblastos na Ulcera é causado pela
sua proliferacéo prejudicada, o que provavelmente contribui para uma produgao
diminuida de proteinas da matriz extracelular, prejudicando a repara¢ao da ferida.

Os resultados sugeriram ainda que, alta concentracdo de glicose pode ser
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REVISTA DA LITERATURA

inibidora da proliferacdo de fibroblastos, havendo também diminuida capacidade

proliferativa e morfologia anormal de fibroblastos.

5 - DIABETES E RADIAGAO IONIZANTE

A associagdo da radiagdo ionizante e diabetes quanto aos seus
comprometimentos na reparacdo tecidual, nao tem sido estudado, onde na
literatura encontramos um Gnico artigo de GARDINER et al'® (1993), que
investigaram o efeito combinado de diabetes experimental e radiagdo em retina,
para confirmar se o diabetes mellitus preexistente exacerbava a injlria produzida
pela radiagdo ionizante em retina. Os autores utilizaram ratos diabéticos nos
quais, metade de dois grupos de ratos diabéticos induzidos por Estreptozotocina e
um grupo de animais normais, tiveram seu olho direito irradiado com radiacdo X e
com 1000cGy e 90 kVp, sendo a prevaiéncia de capilares avasculares da retina
guantificado para cada um dos 6 grupos de animais sacrificados 6,5 meses pds
iradiacao. Os resultados desse estudo sugeriram uma relagdo cinérgica entre
diabetes preexistente e radiagdo ionizante no desenvolvimento de vasculopatias

retinianas, e que a potencializagao do dano vascular & dependente da duragéo do

diabetes antes da exposicao a irradiagio.
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PROPOSICAC

Proprosicdo
7%

% onsiderando os poucos trabalhos efetuados e descritos na

literatura, sobre os efeitos de baixas doses de radiacdo de

elétrons no tecido de granulacéo e a infima guantidade de trabalhos associando o

efeito de baixas doses de radiacdo de elétrons no tecido de granulacdo em
animais com deficiéncia insulinica, este experimento teve como objetivo:

1) avaliar morfolégica e ultra-estruturaimente, o efeito de baixas

doses de radia¢do de eiétrons no processo de reparacado tecidual,

quando aplicada em corpo todo, de animais diabéticos.
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/ Presente pesquisa teve inicio apdés a aprovacdo de
projeto por parte do Comité de Etica e Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba -FOP- UNICAMP (Protocolo n° 035-1).
Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utifizados 48 ratos
machos (Raftus Norvegicus, Albinus, Wistar), com idade aproximada de 60 dias,
pesando entre 200 a 250 gramas, procedentes do Biotério Central da UNICAMP.

Todos os animais foram mantidos desde 3 fase pré-operatoria até o sacrificio, em

gaiolas apropriadas, a temperatura e umidade controladas, bem como ragdo

balanceada padrao e agua "ad libiturm", diariamente.
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos experimentais consistiram de 8 fases:

1- Fase de indugéo de diabetes mellitus;
2- Fase de monitoramento do animal;
3- Fase anestésica;
4. Fase de depilacao;
5- Fase cinirgica,
6- Fase de iradiagao;
7- Fase de obtencao das pecas (com sacrificio dos animais);
8- Fase de preparacdo de Ilaminas histolégicas nas coloracbes
hematoxilina-eosina, picrosirius e azul de toluidina.
MATERIAIS

Para a realizagdo das diferentes fases os seguintes materiais foram

utilizados:

>FASE DE INDUGAO DE DIABETES MELLITUS

Streptozotocin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO);

Seringas hipodérmmicas descartaveis para insulina com agulhas

intradérmicas;
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e FEteretilico P.A;

e Campanula.

»>FASE DE MONITORAMENTO DO ANIMAL

o Kit Glico-fita (Lilly do Brasil),

>FASE ANESTESICA
o Eteretilico P.A;
e Solugdo anestésica injetavel Hypinol a 3% do Laboratério Fantoveter
Divisao Cristalia;

e Seringas Hipodérmicas para insulina com agulhas intradérmicas.

>FASE CIRURGICA

Mesa cirtrgica contendo:
o Campo cirurgico estéril;

e Solucao antisséptica e polvidine;

Algodao hidréfilo e gaze esterilizados;

L

Tesoura reta de ponta fina;

Pinga reta (anatdbmica),

Pingca dente de rato;

Cabo de bisturi;
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e [ aminas de bistur;

e Gabarito de plastico - retdngulo de 2,5 cmx 1,5 cm.

>FASE DE IRRADIACAQ
e Acelerador linear, modelo Mevatron 74, da Siemens;

s Caixas de acrilico para contencao do animal.

>FASE DE OBTENCAO DAS PECAS

e EteretilicoP. A;

e Campanula;

e Cloreto de sddio;

e Solucdo anestésica injetavel Hypinol a 3% do Laborat6rio Fantoveter
Divisao Cristalia;

o Papel filtro;

¢ Recipientes de vidro para o armazenamento das pegas;

e Formol a 10%.

>FASE DE PREPARACAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS
o Alcool 70%:
¢ Alcool absoluto;

¢ Soiucédo de xilol;
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e Paraplasty plus;
* Micrétomo;
o Estufa;

o Corantes e Reagentes.

METODOS

Grupos experimentais

De forma aleatdria a amostra foi dividida em quatro grupos experimentais:
controle, irradiados, diabéticos e diabéticos irradiados, contendo um total de 12
animais em cada grupo, devidamente identificados por uma marca cédigo por
meio de numeros e cores, pintados em suas caldas utilizando pincéis atémicos.
Todos os animais sofreram cirurgia e para os dois grupos que sofreram irradiagéo,
esta foi realizada trés dias apés a abertura da ferida. A obtengao das pecas paraa
confecgdo das laminas histolégicas, foi realizada em 04, 07, 13 e 21 dias a partir
da abertura da ferida, sendo sacrificados 3 animais por grupo em cada um dos

dias preestabelecidos. Sendo assim, os grupos foram classificados da seguinte

maneira:

. Para o grupo controle, sem irradiacéo apos a abertura da ferida (GC):

Grupo Controle - 4 dias

Grupo Controle - 7 dias
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Grupo Controle - 13 dias

Grupo Controle - 21 dias

. Para o grupo normal, irradiado 3 dias ap6s a abertura da ferida (Gl):
Grupo Irradiado - 4 dias
Grupo irradiado - 7 dias
Grupo Iradiado - 13 dias
Grupo Irradiado - 21 dias
° Para o grupo diabético, sem irradiacio apds a abertura da ferida (GD):
Grupo Diabético - 4 dias
Grupo Diabético - 7 dias
Grupo Diabético - 13 dias
Grupo Diabético - 21 dias
. Para o grupo diabético, irradiado 3 dias apos a abertura da ferida (GDI):
Grupo Diabético Imadiado - 4 dias
Grupo Diabético lrradiado - 7 dias
Grupo Diabeético Iradiado - 13 dias

Grupo Diabético Irradiado - 21 dias

Indugao

Os animais foram pesados em balanca de precisao, e as doses da droga a
ser injetada foram calculadas para cada animal. A seguir os animais foram

anestesiados com Eter etilico P.A. em campanula, sendo o diabetes induzido por
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meio de injecao intrapeniana de Estreptozotocina (Sigma Chemical), dissolvido em
citrato de sédio 0,05 Mol. L, pH 4,5, para evitar a inativacgo da Estreptozotocina
em pH neutro. A posclogia empregada foi de 35 mg/Kg de pesoc corporal do
animal, administrada em dose (nica, apos um periodo de jejum de 16 horas** %%,

Nos animais do grupo normal os mesmos procedimentos foram realizados, sendo

injetado cloreto de sddio a 9%.

Monitoramento do animal

O Monitoramento do estado hiperglicémico foi executado apés decorrido
72 horas da administracéo da Estreptozotocina®®, sendo realizado pelo método da
Glico-fita (Lilly do Brasil), monitorando tanto os animais diabéticos quanto os
nomais. O mesmo procedimento foi realizado apdés uma semana para

reconfirmacao do estado diabético e de normalidade dos demais animais. Sendo o

diabetes nao controlado até o fim do experimento.

Anestesia e depilagao

Quinze dias apés a induca@o do diabetes, os animais foram novamente
pesados em balanga de precisdo e anestesiados por injec@o intraperitoneal de
Pentabarbital de Sédio a 3%, com dose de 40 mg/Kg por peso corpéreo, seguindo
a orientacdo da Disciplina de Farmacologia da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba - UNICAMP. A tricotomia foi executada manualmente, a fim de se evitar
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irritagdo quimica na pele dos animais, sendo esta reaiizada em uma grande area

da regiao dorsal.

Producao da ferida

Para a producéo da ferida foram realizadas 4 incisdes, que unidas entre si,
produziram uma perda de tecido dérmico de 2,5 X 1,5 cm na regido dorsal
anterior, a uma distancia de aproximadamente 1,0 cm a direita da espinha dorsal,
sendo as duas maiores incisbes paralelas a esta no sentido cranio-caudal. A
profundidade de cada incisdo atingiu aproximadamente 0,2 ¢cm, tomando-se o
cuidado de apés retirado o tecido, observar-se como base da ferida o tecido
muscular € nas bordas a presenca da derme e epiderme. Para conservar a
uniformidade das amostras, todas as feridas foram feitas sempre na mesma
regido, onde para manter constante o tamanho delas, foi confeccionado um
gabarito de plastico, sendo o local da incisao marcado com o auxilio de caneta
hidrografica’.

As feridas permaneceram abertas e descobertas nédo sendo necessario o
uso de antbidticos pela observacéc da inexisténcia de qualquer indicio de

infecgao.

irradiagao

Na fase de irradiacdo, ao terceiro dia apos o ato cirlirgico, os animais

pertencentes aos grupos iradiado e diabético iradiado receberam uma dose
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simples de radia¢&o de elétrons em todo o corpo, equivalente a 1,0 Gy, emitida de
um acelerador linear, modelo Mevatron 74 da Siemens. Cujas constantes fisicas

foram: 6 MeV, distancia alvo-fonte de 100 cm e profundidade de 1,0 cm.

Obtencao das pegas

Os animais dos quatro grupos foram sacrificados em nimero de 3 aos 4,
7, 13 e 21 dias pos-operatorio, para obtencao das pecas. Para tanto, os animais
foram submetidos a anestesia por Pentabarbital de Sédic a 3%, sendo removido
uma porcao de tecido contendo a ferida ou cicatriz no centro, circundado por
tecido normal (Pranchas 1 e 2). As incisbes para a retirada dessas pegas, foram
realizadas sempre na mesma profundidade das incisbes feitas para a produgdo da
ferida. Apos removidas, as pec¢as foram devidamente lavadas com solugéo de
cloreto de sodio, secas em papel fitro e mantidas em recipientes contendo

solucdo fixadora de Formol a 10% até a inclusdo, permanecendo nesta solugéo

por um periodo minimo de 72 horas.

Métodos histolégicos

As pegas fixadas foram incluidas em paraplasty plus, seguindo a técnica
de rotina e processadas em micrétomo, sendo obtidos cortes de 7 um de

espessura.

Apds a montagem das laminas, os cortes foram divididos em trés lotes

para a realizagio dos seguintes procedimentos de coloracio:
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s Coloracao por hematoxilina-eosina: A coloragio foi realizada de acordo com
a técnica de rotina do laboratério de Histologia da FOP- UNICAMP, o que

permitiu a observacdo morfologica do processo de reparo dos diferentes

grupos estudados.

o Exame da birrefringéncia através do método de Picrosirius: A técnica de
coloracao foi realizada de acordo com a rotina do laboratério de Histologia da
FOP ~ UNICAMP, onde esta pemmitiu avaliar a birrefringéncia intrinseca
(prépria) dos feixes de colageno, no gqual podem ser melhor evidenciadas,

principaimente nos primeiros dias de evolugdo tecidual, o que a transforma em

birrefringéncia de forma.

¢ Reacao histoquimica: As laminas foram submetidas a reacao histoquimica de
metacromasia com azul de toluidina pH 4, em concentracdo de 0,025%, de
acordo com a técnica de LISON® (1960). Esta técnica bermite a observacao
das glicosaminoglicanas que reagem com o azul de toluidina, pelo dicroismo
linear para verificacdo da orientacdo macromolecuiar dos feixes de fibras

colagenas.
Todas as observagbes morfologicas e em polarizac&o foram feitas com o

auxilio de um fotomicroscopio "Zeiss - Pol 01" , no qual também foram obtidas as

microfotografias.
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4

@' s resultados da andlise microscopica do material foram
obtidos por meio da realizacdo de uma analise morfologica e

qualitativa, gue seréo descritos neste capitulo.

DESCRICAO MORFOLOGICA

COLORACAO POR HEMATOXILINA-EOSINA

4° dia de reparacéo tecidual

Grupo controle (GC):=> Area da ferida bastante ampla, com a
presenca de crosta, tecido necrdtico, grande quaniidade de material celular,
havendo predominio de linfocitos e neutréfilos e presenga de fibroblastos no tecido

conjuntivo, ndo ha evidéncias de vasos sangliineos néo formados, epitélio ou

anexos da pele (Fig. 3.7e4.1).
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Grupo diabético (GD):— Area da ferida bastante ampla, encoberta por
uma crosta e grande quantidade de material necrético, que serve como protecédo
para o incipiente tecido de granulag&o. Observa-se grande quantidade de material
celular, sendo este maior que no GC, ha maior desorganizacéo tecidual, com
predominio de linfécitos e neutrdfilos. Auséncia de vasos sangiiineos néo
formados, epitélio ou anexos da pele (Fig. 3.2 e 4.2).

Grupo irradiado (Gl):= Presenca de crosta, area da ferida tao ampla
quanto no GC, tecido necrdtico em maior quantidade. As células inflamatorias
predominantes sdo os linfécitos, ndao havendo diferenca entre o tecido de
granulacao existente neste grupo com o GC correspondente (Fig. 3.3 e 4.3).

Grupo diabético irradiado (GDI):= Area da ferida extremamente
ampla coberta por uma crosta maior gue no GD. Grande gquantidade de material
necrotico, sendo também maior que no GD. Auséncia de epitélio e anexos da pele,

havendo um atraso na reparacao tecidual deste grupo e do GD em relagéo aos

demais (Fig. 3.4 e 4.4),

7° dia de reparacao tecidual

GC => Area da ferida mais reduzida quando comparada ao mesmo
grupo aos 4 dias, ndo sendo observada a presenca de crosta; entretanto ainda ha
tecido necrético na superficie. O tecido de granulacdo encontra-se mais
organizado, com a presen¢a de muitas c¢élulas, principaimente fibroblastos. O

namero de feixes de fibras coldgenas é pequeno. Ha a presenca de grande
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quantidade de vasos sangliineos néo formados e auséncia de epitélio e anexos da
pele (Fig. 5.1 e 6.1).

GD = N3o observa-se crosta, mas ainda ha presenga de tecido
necrético em grande quantidade. O tecido de granulacao esta mais organizado,
entretanto, ha predominio de neutréfilos. Existe a presenca de vasos sangliineos
néo formados em grande quantidade e auséncia de epitélio e anexos da pele (Fig.
5.2e6.2).

Gl = Area da ferida menor, presenca de tecido necrdtico e auséncia de
crosta. Tecido de granulacao bastante celular, portanto menos fibroso. Presenca
de vasos sanguineos néo formados em grande quantidade embora em relagao
aos grupos GC e GD, os vasos néo formados aparegam em menor nimero.
Auséncia de epitélio e anexos da peie (Fig. 5.3 e 6.3).

GDI = A crosta ainda se encontra presente, observando-se, grande
quantidade de tecido necrdtico, tecido de granulacdo com grande quantidade de
material celular e predominio de neutréfilos. Observa-se a presenca de
fibroblastos e vasos néo formados, sendo os vasos presentes em menor
quantidade que nos GC, GD e Gl. Auséncia de epitélic e anexos da pele, sendo

ainda bastante evidente o atraso de reparagio tecidual em comparagao com o0s

demais grupos {Fig. 5.4 e 6.4).

13° dia de reparagao tecidual
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GC = Presenca do tecido epiielial que enconfra-se com espessura
aumentada em compara¢do com o epitélio nommal periférico, observando-se o
inicio de queratinizacio, onde pelas caracteristicas observadas pode-se concluir
que ha o inicio de plena fungdo. Existe grande quantidade de fibroblastos e feixes
colagenos finos evidentes, dispostos iregularmente e presengca de vasos
sanglineos (Fig. 7.1 e 8.1).

GD = A area da ferida esta extremamente reduzida, entretanto ainda
observa-se a presenca de tecido necrético. O tecido epitelial encontra-se migrando
a partir das margens, para produzir o fechamento completo da ferida que neste
estagio ainda ndo ocomeu. Ha reduzido nimero de células, com grande
quantidade de fibroblastos e feixes de fibras colédgenas finos e dispostos
imegulammente, sendo menos espessos que no GC. Existe a presenga de vasos
em menor quantidade (Fig. 7.2 e 8.2).

Gl = Area da ferida muito reduzida quando comparada ac mesmo
grupo aos 7 dias, havendo uma migracao do epitélio a partir das bordas, sendo
este bastante fino, ndo recobrindo fotalmente a area da ferida. A formagao do
tecido de granulagéo encontra-se atrasado em relagdo ao controle (Fig. 7.3 e 8.3).

GDI = Ferida de tamanho maior que no grupo diabético, presenca de
fina crosta, com certa quantidade de material necrético. Auséncia de tecido
epitelial recobrindo o tecido de granulagdo, mas este encontra-se migrando a partir

das margens. Grande quantidade de vasos, feixes de fibras colagenas finos e
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iregulares, menor organiza¢do tecidual que nos demais grupos, auséncia de

anexos da pele (Fig. 7.4e 8.4)

21° dia de reparacdo tecidual

GC — O tecido epitelial enconira-se gueratinizado e bem formado, com
espessura igual a do epitélio normatl periférico. O tecido j& encontra-se maduro,
com todas as figuras que estao presentes em tecido nomal. Os feixes de fibras
colagenas estdo bem evidentes e mais grossos, embora encontrem-se ainda mais
finos que os feixes presentes no tecido normal circunjacente. Ha a presenca dos
anexos da pele denotando o evidente grau de evolugéo do tecido de granulagdo
(Fig. 8.1e 10.1).

GD = Auséncia de tecido necrdtico, tecido epitelial queratinizado
cobrindo todo o tecido correspondente a area da ferida. O tecido encontra-se
maduro, com os feixes de fibras colagenas bem evidentes e mais grossos,
entretanto, mais finos que o GC. Ainda nao s&o observados anexos da pele (Fig.
9.2e10.2)

Gl = Observa-se 0 epitélio mais espessc em comparagao com o GC,
gue apresenia-se queratinizado e recobrindo o tecido de granulagdo, que possui
feixes de fibras coldgenas bem evidentes, mas mais finos que o GC (Fig. 9.3 e
10.3).

GDI = Auséncia de tecido necrdtico, apresentando tecido epitelial

queratinizado sobre o tecido que encontra-se maduro, com todas as figuras que
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estdo presentes em tecido normal. Os feixes de fibras colagenas estdo bem
evidentes e mais grossos, entretanto, mais finos que nos demais grupos, além
disso observa-se a auséncia de anexos da pele e grande gquantidade de vasos
com hemacias no seu interior, continuando evidente ainda o atraso na maturacéo

do tecido em comparagio com os demais grupos (Fig. 9.4 e 10.4).

ASPECTOS QUANTITATIVOS
EXAME DA BIRREFRINGENCIA PELA TECNICA DO PICROSIRIUS

A propriedade de substancias que possuem dupla refracéao é
denominada birefringéncia, sendo que a chamada birefringéncia intrinseca
refere-se ao grau de corientagcdo macromolecular de um objeto (tecido), sem adigao
de nenhum método artificial. Como esta birrefringéncia na maioria das vezes é
ténue, em alguns casos existe a necessidade da adicdo de corantes, que se
combinam com as macromoléculas crientadas do objeto, produzindo assim a
birrefringéncia de forma, que é mais intensa, permitindo a realizagao de avaliagbes
mais precisas quanto a organizagdo macromolecular do tecido sob exame.

No presente trabalho, o exame de birrefringéncia foi realizado pelo
método do picrosirius. O objetivo desta técnica, segundo JUNQUEIRA et al.
(1985), & verificar a orientacao das moléculas de colageno, especificamente pelo
aumento consideravel de sua birrefringéncia, sendo que este método tintorial,

quando associado a microscopia de polarizacdo, ndo somente caracteriza material
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colagénico como também mostra muito claramente a orientacdo de feixes de
fibras colagenas.

Esta birrefringéncia de forma dos feixes de fibras colagenas é melhor
evidenciada nos primeiros dias de evolugédo do tecido onde, peic exame sob Iuz
poiarizada, o brilho dos feixes de fibras colagenas, que expressam seu grau de
orientagao macromolecular, vai se tornando mais intenso a medida gue estes
tornam-se mais numerosos e maduros.

Desta forma, esta técnica permite avaliar-se qualitativamente o quanto
de feixes de fibras colagenas estdo presentes nos diferentes grupos,

caracterizando o grau de maturagao do tecido.

4° dia de reparacéo tecidual

O exame da birrefringéncia dos tecidos no 4° dia de reparagéo tecidual
permitiu observar que o GC exibiu um fecido com pequena quantidade de feixes
de fibras colagenas esparsos com um certo grau de orientagdo macromolecular
(Fig. 11.7), apresentando um maior brilho em comparagao com os demais grupos.

O Gl (Fig. 11.3), exibiu feixes organizados, em menor quantidade que o
GC.

Ja o GD (Fig. 11.2) e GDI (Fig. 11.4), apesar de apresentarem um inicio
de formacao e orientagao dos feixes de fibras colagenas, encontram-se atrasados

quando comparados aos grupos anteriores, possuindo o GDI menor quantidade de
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feixes de fibras colagenas, denotando um maior atraso em relagdo aos demais

grupos.

7° dia de reparacgao tecidual

Aos 7 dias de desenvolvimento, pode-se evidenciar marcante atraso na
evolucdo dos tecidos dos grupos Gl (Fig. 12.3), GD (Fig. 12.2) e GDI (Fig. 12.4)
em comparagac com o GC (Fig. 72.1), que apresenta-se com um brilho mais
intenso, denotando um tecido de granulacdo mais organizado, apresentando
feixes de fibras colagenas mais espessos e em maior quantidade

O Gl apresentou uma maior quantidade de feixes de fibras colagenas
em relacao ao 4° dia, embora estes ainda encontrem-se esparsos € finos

O GD apresentou um tecido de granulacéo bastante atrasado, exibindo
birrefringéncia muito ténue, mas maior gue a do GDI, que exibiu brilho de pouca

intensidade.

13° dia de reparacao tecidual

A mesma ordem marcante nos aspectos de birrefringéncia dos tecidos
de granulacdo se repetiu, mostrando no GDI sempre uma frama menos densa,
com menor intensidade de britho, apesar do natural aumento na quantidade e

espessura dos feixes de fibras coldgenas e consequentemente aumento do brilho

dos tecidos (Fig. 13.1, 13.2, 13.3, 13.4).
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21° dia de reparacao tecidual

No Gitimo dia de avaliagdo da birrefringéneia dos processos de
reparagao tecidual, as evidéncias de atraso no desenvolvimenio dos tecidos de
granulacdo dos grupos GD, Gl e GDI foram bastante marcantes, apesar dos
grupos Gl (Fig. 14.3) e GD (Fig. 14.2) apresentarem quase a mesma
birrefringéncia, havendo entretanto uma grande diferenga desses grupos com o
GC (Fig. 14.1).

A principal evidéncia de menor evolugao tecidual foi observada no GDI
(Fig. 14.4), que mostrou um tecido de granulac&o pouco desenvolvido, com trama
menos densa e fibrosa, estando portanto, menos brilhante em relacao a sua

birrefringéncia.

EXAME DO DICROISMO LINEAR PELO AZUL DE TOLUIDINA

O dicroismo esta baseado nas teorias de absorcdo e dispersédo
luminosa, mas de maneira simplista, € a propriedade que uma detemminada
substdncia tem em exibir duas cores, quando coradas com um tnico corante
metacromatico, normalmente corantes organicos como Vermelho Congo, Tionina
e Azul de toluidina, sendo entdo observados ao microscopio de polarizacéo.

Neste trabalho, o fenémeno de dicroismo linear nos diferentes grupos
foi produzido com a utilizacdo de Azul de toluidina a 0,025% e pH 4, onde
normalmente as moléculas do corante se ligam as moléculas de GAGs produzidas

pelos fibroblastos, ligadas orientadamente as macromoléculas de coladgeno.
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Com a utilizagcdo deste corante, o tecido corado, analisado ao
microscopio de polarizacdo mostra-se azul orfocromatico quando os feixes de
fibras colagenas encontram-se paralelas ao plano de polarizagéo da luz. Quando
se coloca a platina do microscépio perpendicular ao plano de polarizagao da luz,
os feixes de fibras colagenas exibem coloragdo résea metacromatica, desde que o
tecido em exame possua organizacdo macromolecular.

Utilizou-se o dicroismo linear porque esse método permite verificar-se
o estado estrutural do tecido, ou seja, sua organizagac macromolecular.

Quanto aos resultados observados, o dicroismo linear somente pode
ser evidenciado no 7° dia de reparacao tecidual, sendo que o unico grupo a
apresenta-lo, embora ainda exibisse uma pequena organizacao tecidual, foi o GC.
Ja no 13° dia de génese tecidual a Gi juntamente com o GC exibiram um
acentuado dicroismo linear, o que n&o ocorreu com os GD e GDI, denotando um
atraso na orientagéo macromolecular do tecido nesses grupos {Pranchas 15, 16 e
17).

No 21° dia pode-se observar que ndo houve diferenca em nenhum dos
grupos, os quais todos apresentaram dicroismo linear, evidenciando o fendmeno
de organizacéo tecidual, com orientagido macromolecular do tecido de reparacio
em todos 0s grupos, apesar de ter sido observado um atraso na organizagdo

tecidual dos GD e GDI em comparagao com os demais ( Prancha 18).
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PRANCHA 1

FERIDAS AOS 4 E 7 DIAS
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PRANCHA 2

FERIDAS AOS 13 E 21 DIAS
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PRANCHA 3

4° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 2.5 x 1.25 x 10

S =

Figura 3.4 - Grupo diabético irradiado (GD1)

R
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PRANCHA 4
4° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 4.3 - Grupo irradiado (GI) Figura 4.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHA 5
7° DIA DE REPARACAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 2.5 x 1.25 x 10

Figura 5.2 - Grupo diabético (GD)

Figura 5.3 - Grupo irradiado (Gl)

73



Reparagdo tecidual em ratos diabéticos submetidos a baixas doses de radiagdo de elétrons em corpo todo

PRANCHAS

PRANCHA 6
7° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 6.3 - Grupo irradiado (Gl)
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PRANCHA 7
13° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 2.5 x 1.25 x 10

Figura 7.2 - Grupo

abético (GD)

A G e ks

Figura 7.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHA 8
13° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 8.3 - Grupo irradiado (GI) Figura 8.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHA 9

21° DIA DE REPARAGCAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 2.5 x 1.25 x 10

Figura 9.1 - Grupo controle (GC) Figura 9.2 - Grupo diabético (GD)

Figura 9.3 - Grupo irradiado (Gl)
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PRANCHA 10

21° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

COLORAGAO POR HEMATOXILINA-EOSINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 10.3 - Grupo irradiado (Gl) Figura 10.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHA 11

4° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

EXAME DA BIRREFRINGENCIA PELA TECNICA DO PICROSIRIUS
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 11.3 - Grupo irradiado (Gl) Figura 11.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHAS

PRANCHA 12

7° DIA DE REPARACAO TECIDUAL

EXAME DA BIRREFRINGENCIA PELA TECNICA DO PICROSIRIUS

~

16.3x1.25x10

igina

Aumento or;

ico (GD)

iabét

- Grupo di

12.2

Figura

Grupo controle (GC)

12.1-

Figura

diado (GDI)

ico irra

éti

Figura 12.4 - Grupo diab

Figura 12.3 - Grupo irradiado (Gl)

80



Reparagdo tecidual em ratos diabéticos submetidos a baixas doses de radiagdo de elétrons em corpo todo

PRANCHAS

PRANCHA 13

13° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

EXAME DA BIRREFRINGENCIA PELA TECNICA DO PICROSIRIUS
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Figura 13.3 - Grupo irradiado (GI) Figura 13.4 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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PRANCHAS

PRANCHA 14

21° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL

EXAME DA BIRREFRINGENCIA PELA TECNICA DO PICROSIRIUS
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

S s 2

Figura 14.3 - Grupo irradiado (Gl)
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PRANCHAS

PRANCHA 15
_4° DIA DE REPARAGAO TECIDUAL
EXAME DE DICROISMO LINEAR PELA TECNICA DO AZUL DE TOLUIDINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Y GRUTE
,r%«}“a

Lty

irradiado (Gl)

3

ot B
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PRANCHAS

PRANCHA 16
_7° DIADE REPARA(;I",\O TECIDUAL
EXAME DE DICROISMO LINEAR PELA TECNICA DO AZUL DE TOLUIDINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10
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PRANCHAS

PRANCHA 17

AO TECIDUAL

”

13° DIA DE REPARAC
EXAME DE DICROISMO LINEAR PELA TECNICA DO AZUL DE TOLUIDINA

3

iginal 6.3 x 1.25 x 10

Aumento or

- Grupo controle (GC)

17.2

Figura

Grupo controle (GC)

171

Figura

- Grupo diabético (GD)

174

Figura

ico (G)

- Grupo di

17.3

Figura

o(Gl)

iad

irrad

17.6 - Grupo

Figura

diado (GI)

rra

17.5 - Grupo

Figura

Figura 17.7 - Grupo diabético irradiado (GDI)

ico irradiado (GDI)

Figura 17.8 - Grupo dial
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PRANCHAS

PRANCHA 18
21° DIA DE REPARAQ[\O TECIDUAL
EXAME DE DICROISMO LINEAR PELA TECNICA DO AZUL DE TOLUIDINA
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

.

Figura 18.8 - Grupo diabético irradiado (GDI)
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Lo

/ reparacdo tecidual € um processo pelo qual células

danificadas sao substituidas por células funcionais, as

vezes através da regeneracao, mas mais freqlientemente, através da cicatrizagao,
restabelecendo assim se nao total, pelo menos parcialmente a fungao do érgdo
lesado. Entretanto, ela € uma conseqiiéncia de uma série de eventos, no qual
fatores exirinsecos e intrinsecos contribuem para acelerar ou retardar o processo.
Quando ocorre uma agress@o, o tecido lesado responde com o

aumento da permeabilidade das paredes dos vasos sangliineos, vasodilatagao,
processos exsudativos e diapedese de elementos celulares, que agem devido a
acdo fagocitaria e mediante a liberacdo de substancias que promovem ou
contribuem para que o processo de reparacéo ocorra. Apesar destes fendmenos
serem complexos e aparentemente desorganizados, eles estdo bem

sincronizados, onde um evento se sobrepe ao inicio do outro™® 3.
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Dentre os fatores intrinsecos que interferem na reparacao tecidual esta
o diabetes meliitus, que acarreta uma série de alteracbes em diferentes fases da
reparacao enquanto a radiagao ionhizante, que & considerada um fator extrinseco,
ao agir sobre a pele promove alieracdes que podem variar desde um simples
eritema, até uma necrose do tecido irradiado.

Para a observag¢ao da acao de um fator intrinseco (diabetes) e um fator
extrinseco (radiacdo) em conjunto, sendo que o diabetes € uma doenca que
acomete uma grande parcela da populacac e a radiacdo é muito utilizada no
diagnéstico e tratamento de lesdes, no presente trabalho utilizou-se animais
diabéticos com feridas que sofreram iradiagao de elétrons.

Para a irradiagao das feridas nesta pesquisa, a radiagéo de elei¢éo foi o
feixe de elétrons, por ser ionizante e sendo assim produzir efeitos biolégicos,
iguaimente como a radiagdo X. Além disso, diferentemente desta, permite um
melhor controle da profundidade de penetragéo, com pequena ou nenhuma
exposicao dos tecidos além da profundidade alvo, produzindo ainda uma dose
relativamente homogénea e constante na area irradiada 2% %

A dose de 1 Gy foi usada neste experimento por ser considerada baixa.
Isto pode ser justificado pelo fato de que a grande maioria de trabalhos com
radiagbes ionizantes utilizam aitas doses. Pouquissimos frabalhos utilizaram
baixas doses, sendo observado por ALMEIDA? (1997) e MONTEIRO® (1999), que

baixas doses de radiagdo de elétrons retarda o processo de reparacéo tecidual.
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A escolha de feridas excisionais em ratos, como modelo experimental,
foi realizada devido a facilidade de obtencio destes animais e seu pequeno porte,
que acaba por faciftar o manuseio e a acomodagdo. Além disso, segundo
observagdes feitas por HOWES & HARVEY? (1935)e ROSS & ODLAND*' (1968),
estes animais mostram similaridade nas respostas inflamatorias e na fibrogénese
apresentadas no homem.

A grande preocupacao dos radiologistas, quanto ao melhor momento
para a administracdo da radiacao ionizante, quando precedida por cirurgia, esta
relacionada a intensa atividade metabdlica do tecido em formagao que requer
suprimento sangliineo nutricional fomecido pela vascularizagao.

Optou-se por aguardar 3 dias ap6és a realizacao da ferida para entéo
iradiar os animais, uma vez que ALMEIDA? (1997) e MONTEIRO® (1999) em
seus experimentos, concluiram que ha uma maior influéncia no processo de
repara¢do se a radiacdo for ministrada 3 dias apds a abertura da ferida, onde
segundo as autoras, isso ocorre devido a ferida encontrar-se nao mais na fase
aguda do processo, mas na fase em que estd ocorrendo sintese protéica,
caracteristica de processos proliferativos, sendo esta fase de proliferagao celular e
fibrosa, © periodo mais critico em relacdo aos procedimentos de irradiacéo.

Quanto a droga de escolha para a indugéo do diabetes, foi preferido a
Estreptozotocina, pois segundo JUNOD et al?® (1967), esta tem uma agéo
citotoxica especifica, rapida e imreversivel sobre as células-B pancreaticas,

provocando um aumento dos niveis de glicose no sangue em cerca de 1 hora e
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apos 10 horas a hiperglicemia torna-se permanente, estando a taxa de insulina
abaixo de 5% depois de 24 horas. Um fator muito importante levado em
consideracao foi o fato de que o fimite entre a efetividade da droga e a dose letal é
grande, diferente da Aloxana, ouira droga diabetogénica, em que o limite é
pequeno, ocorrendo reagbes toxicas e morte do animal com maior freqliéncia.
Como vimos o diabetes mellitus situa-se entre uma das maiores causas
de morte nos paises ocidentais, e apesar dos progressos importantes em seu
contrcle clinico, ainda nao foi possivel controlar de fato suas conseqiéncias letais.
A maior disponibilidade de glicose nos tecidos determina uma série de
alteracdes e perturbacbes funcionais que afetam uma grande diversidade de
tecidos como a retina, vasos sangliineos, fibroblastos, tecido renal, entre outros.
As principais alteracbes provocadas no individuo diabético e que

comprometem em muito a reparacao tecidual sdo desconhecidas, mas algumas

delas sao:

e Tendéncia a lesdes vasculares, devido a alteragbes bioguimicas
inimeras que ocorrem nas membranas basais, incluindo um maior especamento
difuso, pela maior quantidade e sintese de colageno tipo IV e redugdo nas
proteogiicanas, ocasionando deste modo insuficiéncia do suprimento sangiineo e

deficiéncia de granuldcitos circulantes no local da lesao;

e Alteragzo do metabolismo e consegiiente desequilibrios metabdlicos

da célula, com depressao dos fibroblastos;
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e Aumento do gliconeogénese no local da lesdo proporcionando

material nutritivo para o crescimento bacteriano;

e Formagdo defeituosa de anticorpos, por motivos ainda néo

determinados;

e Quimiotaxia deficiente, que além de interferir no processo de
inflamacao, predispde a infecgéo;

e Defeitos funcionais nos neutréfilos, que apresentam quimiotaxia
diminuida e capacidade fagocitaria reduzida, sendo ineficazes na morte bacteriana
intracelular, bem como na fagocitose de células mortas e exsudato, interferindo
deste modo na reparago.

Por meio de estudos de tecidos normais irradiados, sabe-se que a
radiagao ionizante atua como um fator injuriante, portanto, em tecidos que tenham
sofrido uma injlria prévia, é de se esperar que a radiacdo ionizante exer¢ca um
efeito prejudicial, no sentido de interferir no processo de reparacao tecidual, onde
estas observacoes foram feitas por varios autores™ '% 34 37 47.50.37 Entretanto nao
se sabe qual o efeito da radiacdo quando existem feridas prévias em individuos
diabéticos.

Sendo assim, nesta pesquisa, animais diabéticos, que apresentavam
tecidos previamente injuriados, foram submetidos 3 agao da radiagao de elétrons
no corpo todo, 3 dias apos a realizacao da injdria.

O exame histologico na coloragdo por hematoxilina-eosina, mostrou que

para o grupo controle, a evolucao do tecido de granulacdo procedeu-se, em
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termos de seqliéncia das etapas, de forma padrio a de um processo de reparagdo
tecidual. Nos primeiros dias de evolugao tecidual foi evidente a predominancia dos
fendmenos exudativos-vasculares, com a presenga de uma crosta de tecido
necrotico superficial, recobrindo tecido edemaciado e com grande quantidade de
células polimorfonucleares. A néo formagéo de feixes de fibras coldgenas neste
inicic de evolugao do processo de reparo foi quase inexistente, sendo confirmado
pelo exame de birrefringéncia do tecido onde pode-se observar pequeno brilho, e
pelo dicroismo linear onde no 4° dia ainda ndo havia uma organizagao
macromoiecular dos feixes de fibras colagenas. Esta descrigcdo coincide com a
divisao de FELIX et al." (1990), onde os autores citaram que nos primeiros quatro
dias do processo de reparacdo, predominam os fendmenos vascuiares e também
com os achados de ROSS & BENDITT* (1961) que observaram haver nas
primeiras 24 horas um rapido aumento no nimero de elementos representativos
da fase aguda, sendo que apos o 3° dia, ha uma diminuigdo destes elementos,
mas ainda presentes em grande quantidade.

Portanto, no grupo controle, que comresponde ao grupo em que nenhum
fator, quer seja no sentido de favorecer, quer seja no sentido de prejudicar o
processo de reparacdo tecidual foi imposto, este processo seguiu um padrio
normal e bem definido, com todos os eventos que ocorrem na fase inicial da
reparacao fecidual.

Para os grupos irradiado e diabético, bem como diabético irradiado, os

mesmos aspectos observados no grupo controle foram encontrados, notando-se
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que os fendmenos de necrose tecidual e exsudativo-vasculares foram bastante
evidentes, enquanto a néo formacdo de tecido € de vasos sangliinecs nao
estiveram presentes. Entretanto, embora ocorrendo os mesmos eventos, pode-se
observar um atraso no processo de reparo do grupo diabético irradiado em
comparacdo com os demais grupos, sendo este confimado tanto no dicroismo
linear quanto na birrefringéncia. Segundo VIBERT*® (1983), FELIX et a.™ (1990) e
CECHOWSKA-PASKO et al.® (1999), o diabetes interfere no aporte sangiineo
local da lesdo, o que pode explicar o retardo em relagdo ao grupo controie.
TENGRUP et al.*° (1988) citaram que o diabetes prolonga a fase inflamatéria do
processo de reparo. Esta citagdo corresponde exatamente ao que foi observado
nesta pesquisa. Somada as agbes do diabete no processo de reparo, tém-se a
radiacao, o que levou ao maior retardo no grupo diabético irradiado.

A partir do 7° dia, o grupo controle ja4 mostrou vasos sanglineos néo
formados, com uma certa organizac&o do tecido de granulagao, dando inicio a
formacao de epitélio, que se completou no 13° dia. Estes achados coincidem com
os achados de VIZIOLI*® (1971). As observagbes da birrefringéncia confirmam a
presenca de um tecido de granulacio mais organizado, apresentando feixes de
fibras colagenas mais espessas € em maior quantidade, sendo observado um
dicroismo linear do tecido do grupo controle ja a partir do 7° dia, onde segundo
VIZIOLI*® (1971), denota a associagéo macromolecular entre GAGs e colagenos.

Nos tecidos do grupo irradiado, os achados coincidem com os de

WANG et al® (1994), ALMEIDA? (1997) e MONTEIRO™ (1999) onde no 7° dia
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houve um atraso na organizacdo tecidual havendo a presenca de menor
guantidade de fibroblastos e consequentemente atraso na formagéo dos feixes de
fibras colagenas. Apesar de haver a presenca de vasos sangiineos, estes eram
em menor quantidade que o grupo normal.

Esta menor quantidade no niumero de vasos sangliineos é semelhante
aos achados observados por VAN DEN BRENKY (1959), LUCE® (1984),
GUIDUGLI NETO® (1987), RUDOLPH et a/*® (1988), MILLER & RUDOLPH*
(1990), ALMEIDA? (1997) e MONTEIRO®® (1999), embora alguns destes autores
como VAN DEN BRENK?* (1959), LUCE® (1984), RUDOLPH et al*® (1988),
MILLER & RUDOLPH* (1990), por meio de suas observagtes concluiram que
esta menor quantidade de vasos sangliineos ou a diminuicdo do aporte sangiiineo
para a lesdo, ndo sdo o0s Unicos responsaveis pelo retardo do processo de
reparacdo, embora contribuam para dificultar a cicatrizagdo, no qual agem
conjuntamente com fatores indiretos, como alteracdo na forma do tecido, indice
celular alterado, fibrinogénese e hialinizacdo do estroma.

De qualquer forma, como o retardo no processo de reparacgao tecidual
na presente pesquisa, ocorreu no grupo irradiado, os quais sempre mostraram
menor proliferacdo de vasos sangiiineos néo formados, em relagdo ao grupo
controle, pode-se presumir que os danos causados na proliferagao de vasos
sangliineos interferem na reparac2o, mesmo n&o sendo o Gnico fator responsavel.

No grupo diabético e diabético iradiado, a presenca de poucos vasos

sangiiineos e a observagdo do atraso de reparagéo continuaram evidentes no 7°
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dia, sendo que era de se esperar que os animais do grupo diabético
apresentassem uma altera¢do de reparacdo, onde nossas observactes estao de
acordo com TENGRUP ef al*® (1988) e EHRLICHMAN ef al.*? (1991) onde seus
estudos demonstraram que a formacéo do tecido de granulagéo fica prejudicada,
nao s$6 pela menor quantidade de colageno, mas também pela diminuicdo da
vascularizagdo. MORAIN & COLEN® (1990) demonstraram que em pacientes
diabéticos ha lesdes arteriolares anatdmicas que acabam por comprometer a
microcirculagao.

O processo de reparac@o tecidual neste experimento progrediu, tanto
para o grupo confrole, quanto para os demais, embora tenha ocorrido uma
organizacgdo tecidual mais lenta principalmente no grupo diabético irradiado, onde
no 13° dia e 21° dia ainda era evidente o atraso da reparacao neste grupo sendo
que, aos 21 dias ndo havia a presen¢a de anexos da pele e o tecido epitelial
enconfrava-se espesso. Na birrefringéncia pode-se observar um atraso na
organizacdo dos feixes de fibras coladgenas que apresentavam-se com menor
intensidade de brilho em comparacio aos demais, apesar de ja apresentarem um
dicroismo linear. Assim sendo, é possivel afirmar que para a dose estudada, a
radiacdo de elétrons interferiu retardando, mas nao impedindo o processo de
reparacao tecidual.

Ha portanto uma concordancia destes achados com os realizados por
ALMEIDA? (1997) ¢ MONTEIRO® (1999), que apesar de nédo terem utilizado

animais diabéticos e terem iradiado somente as feridas, estas encontraram um
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atraso da reparagao no grupo irradiado até o 24° dia. Onde pode-se concordar
com as autoras quando estas atribuem o retardo na reparacao tecidual a uma
possivel depressdo da resposta do exsudato tecidual e células inflamatorias,
retardo na migracdo epitelial, e também possivel diminuicao de fibroblastos,
juntamente com um afraso na formacao dos feixes de fibras colagenas, onde no
caso do grupo diabético, devido a doenca, estes fatores tornam-se mais evidentes,
sendo ampliados pela radiagéo.

Néo pode-se deixar de lembrar e discutir o fato de que dentre todas as
células que participam do processo de reparo, os fibroblastos, sem divida, sdo os
mais importantes, pois sdo capazes de produzir fibras e matriz extracelular, sendo
o processo de reparacio tecidual concluido quando o colageno produzido, atinge
sua maturagdo e restabelece a hemostasia do organismo lesado. Portanto, em
feridas irradiadas € extremamente importante verificar a populagao de fibrobiastos
de forma a avaliar indiretamente a producdo de colageno, e assim o processo de
reparacgao tecidual.

Na presente pesquisa, a proliferacdo de fibroblastos mostrou-se
bastante diminuida no grupo diabético, entretanto sabe-se que nestes individuos a
quantidade de fibroblastos esta reduzida. O mesmo pode ser observado no grupo
imadiado e diabético irradiado, onde desta forma, pode-se supor que o atraso na
reparacao tecidual pode ter sido também decomrente de danos causados pela

radiagdo a estas células. Sendo assim, algumas consideragdes devem ser feitas
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em relagdo ao comportamento e local de origem dos fibroblastos, bem como a
interferéncia exercida pelo diabetes nesta céiulas.

Segundo MACDONALD® (1959), GRILLO*' (1963), GRILLO? (1964),
ROSS & ODLAND* (1968), ROSS et al.** (1970), os fibroblastos ndo surgem de
precursores hematogénicos e sim de células do tecido conjuntivo circundante e
subsequentemente sofrem divisdo para formar novos fibroblastos. CATE &
FREEMAN?® (1974) e UZUNIAN* (1979) acrescentaram que os fibroblastos sao
importantes na sintese do colageno, sendo capazes de fagocitar e degradar
colageno, promovendo o remodelamento do tecido conjuntivo.

Estudos realizados por GLICKMAN et al'® (1967), FRAZEN &
NORRBY'® (1988), DEVLIN ef al.'® (1996) e LOOTS et al/®' (1999) em animais
diabéticos permitiram aos autores concluirem que o diabetes retarda a reparacao
pela inibicdo da fibroplasia, havendo uma diminuida mitose dos fibroblastos, sendo
observado por WERINGER & ARQUILLA® (1981) e FRAZEN & ROBERG"
(1995) que ha uma reduzida densidade da superficie das membranas plasmaticas
em células diabéticas que acabam por alterar a mobilidade e migracdo dos
fibroblastos interferindo na reparacio. Em contrapartida, SPANHEIMER et al*
(1988) concluiram que apés 2 semanas de induco de diabetes, a producéo de
colageno ja encontra-se reduzido em cerca de 52% ou seja metade da sua
producio, € CATANZARO-GUIMARAES® > ® 7 (1968) demonstrou que estas fibras
colagenas no tecido de granulagéo apresentam a substancia fundamental e fibrilar

com um baixo estado de agregacao.
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No presente experimento pode-se observar a queda de producgdo de
colageno e sua desorganizacdo ao analisar o tecido através de sua birrefringéncia,
onde os tecidos diabéticos e diabéticos iradiados apresentaram menor brilho e
menor quantidade de feixes de fibras colagenas, apresentando-se bastante
atrasados em comparagdo ao grupo controle, sendo que © grupo diabético
iradiado em todos os periodos mostrou-se ¢ mais prejudicado com um brilho
sempre menor, apresentando feixes de fibras colagenas em menor quantidade e
espessura.

Como a radiagao foi administrada no como todo do animal, pode-se
supor que as células precursoras de fibroblastos ativos, sofreram uma acgao direta
da radiacdo de elétrons, bem como em algum fator ativador sistémico dos
fibroblastos. Sendeo assim, o atraso observado na reparagdo tecidual pode ser
também decorrente de danos provocados indiretamente nos demais mecanismos
presentes na reparacéo, que resulta em uma menor quantidade de colagenc
produzido ou num atraso na maturacdo desse colageno. YANASE et al.>® (1993),
concluiram que a radiacdo inibe o crescimento de fibroblastos afetando a
organizacio do citoesqueleto constituidos por actina, que também tem seus
filamentos alterados.

Vale salientar que os fibroblastos, além de sintetizarem ¢ colageno,
também produzem GAGs. Como a organizagéo de colageno sob a forma de fibras
s6 ocomre quando as GAGs mais a proteina se combinam, uma alteracdo na

producdo de GAGs afetara a organizacdo macromolecular do tecido. Segundo
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CATANZARO-GUIMARAES* *® 7 (1968) ¢ CECHOWSKA-PASKO et al.® (1999) a
deficiéncia de insulina interfere acentuadamenie na biossintese das GAGs,
provocando uma diminuicio desta, constituindo tal deficiéncia um dos principais
fatores de retardo da fase fibrobiastica, prejudicando a reparagao da ferida.

Todavia, € sabido que a formagdo normal de GAGs no tecido de
granulacéo inicia-se por volta de 2 a 4 dias e segundo VIZIOLI*® (1971) ha uma
associacdo macromolecular entre as GAGs e colageno, onde o tecido de
granulagdo aicanca a organizagédo final por volta do 18° e 21° dia de evolugao.
Este resultado pode ser comprovado na presente pesquisa por meio da
observacgdo do tecido no dicroismo linear € na birrefringéncia, onde o grupo
controle ja apresentava um intenso brilho (birrefringéncia) no 4° dia e dicroismo
linear no 7° dia.

Entretanto HUGENBERG et al.?® (1989) e ALMEIDA? (1997) ap6s a
irradiacéo das feridas, puderam concluir, que a radiagao pode provocar atraso na
sintese de GAGs. O que pode ser confirmado em nossa pesquisa, uma vez que ja
no 7° dia houve um dicroismo linear do grupo controle, com um atraso no grupo
iradiado onde o dicroismo linear foi observado no 13° dia, sendo evidenciado um
maior atraso no grupo diabético e diabético iradiado que somente apresentaram
dicroismo linear no 21° dia.

Com isso pode-se sugerir que o atraso na organizacdo macromolecuiar
observado no grupo irradiado, diabético e diabético irradiado ocomeu devido as

alteracOes provocadas tanto pela radiacdo quantc pelo diabetes na sintese das
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GAGs, onde esta deficiéncia foi agravada, quando se administrou irradiagdo no
grupo diabético tendo uma diminuigdo ainda maior em sua sintese, provocando
assim o maior atraso na organizacao macromolecular.

Em contrapartida, os resultados obtidos neste estudo sao contrarios aos
achados de WATANABE ef al.>' (1994) onde estes demostraram que no houve
influéncia da radiacao X na orientagdo macromolecular dos tecidos irradiados, nac
havendo alteracdo na sintese de GAGs, isso talvez pelo fato de terem utilizado
radiagdo X onde nao € possivel controlar a profundidade de exposicao, a dose de
iradiago ministrada foi extremamente baixa, em média 0,07 Gy e terem
administrado a radiagao logo apos a producéo da ferida.

Segundo ROSS & ODLAND*' (1968) os leucdcitos neutrofilicos na
reparacac das feridas sdo os responsaveis pela lise de céluias e fagocitose, onde
os monocitos tem papel significante na ingestdo e digestdo de proteinas
extracelulares, além € claro da importancia dos fibrobiastos responsaveis pela
sintese e degradacgéo do colageno durante o remodelamento. Como no diabetes
todas estas funcbes estdo inibidas, isso acaba por atrasar o processc de
reparacao. No caso da irradia¢do do corpo todo, pode-se supor que a radiagéo
tenha atuado também sobre todas estas céluias, interferindo ainda mais no
processo de reparacdo. GARDINER et al.'® (1993) sugeriram que ha uma relagéo
cinérgica entre diabetes pré existente e radiagdo ionizante no desenvolvimento de

vasculopatia retiniana, o que vem ac encontro dos resultados aqui obtidos.
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Os resultados encontrados nesta pesquisa mostfaram que baixas doses
de radiagao de elétrons quando administrada em corpo todo interfere no processo
de reparacao tecidual, tanto no grupo nomal quanto em diabéticos, sendo os
danos potencializados quando da associagio diabetes e radiacio.

Apesar da maior preocupacao de quem utiliza esse tipo de radiacao, seja
com fins terapéuticos ou diagndstico, dizer respeito a elevadas doses, deve-se
ressaltar contudo que pequenas exposicdes podem também causar danos que
culminar@o em complicagdes futuras, principalmente em pacientes diabéticos, que
como pode-se constatar, sofrem ainda mais os efeitos deletérios causados pela
iradiacao.

Contudo, apesar do futuro oferecer consideravel avango para um melhor
entendimento, prevencao e fratamento das complica¢cSes provocadas pelo
diabetes, praticamente inexistem experimentos sobre o efeito da radiagdo nestes
individuos, sendo importante que se realize estudos sobre o assunto de maneira a

esclarecer e desvendar os mecanismos da acdo da radiacéo no tecido diabético.
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73

@’ os resultados obtidos nesta pesquisa, dentro das condi¢des
experimentais utilizadas, pode-se concluir que:

1 - A radiacao de elétrons causou um retardo no processo de reparacao
tecidual, em animais ndc diabéticos e diabéticos, mas nao impediu a evolugao do
processo.

2 - Quando comparados os dois grupos irradiados, o efeito da radia¢do
de elétrons foi mais marcante no processo de reparagido dos animais diabéticos,
mostrandoc que a interagdo diabetes mais radiacao interfere em maior grau no

processo de reparacdo tecidual do que quando os dois fatores ocorrem

isoladamente.
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