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RESUMO

s radiacoes ionizantes e certos estados patolégicos, como a

diabetes mellitus, determinam alteracbes nos fenémenos
biolégicos do reparo tecidual. O presente trabalho experimental teve por finalidade
pesquisar o efeito da irradiagao por elétrons sobre os componentes do tecido de
granulagao, na pele de ratos diabéticos. Para tanto, 48 ratos da linhagem Wistar
foram separados em 4 grupos: animais-controle, animais normais irradiados,
animais diabéticos e animais diabéticos irradiados. Inicialmente, o estado diabético
foi induzido por meio da administragdo intravenosa de estreptozotocina. Apos 15
dias da indugéo, todos os animais foram submetidos a um ato cirirgico para a
realizacdo de uma ferida excisional, na regiao dorsal anterior. No 3° dia pos-
operatério, apenas uma area que compreendia cerca de 1cm, lateralmente a cada
margem do ferimento, foi irradiada com uma dose unica de 1,0Gy, por feixes de
elétrons com 6MeV de energia. A reparacgao tecidual foi estudada aos 4, 7, 13 e 21

dias que sucederam a cirurgia, por microscopias opticas comum e de polarizacao.
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Empregou-se as técnicas de coloragdo por hematoxilina-eosina, visando a
observagdo das caracteristicas morfologicas do tecido de granulagdo, e,
picrosirius, com a finalidade de identificar e avaliar a maturagao do colageno neo-
formado. Para a detecgdo do dicroismo linear, que se relaciona a organizagao
macromolecular dos feixes de fibras colagenas, uma parte das amostras teciduais
fol submetida a reagao histoquimica com o azul de toluidina a 0,025%, em pH 4,0.
A avaliagao, essencialmente qualitativa, das amostras teciduais permitiu concluir-
se que: 1. A irradiacao local causou um retardo na cicatrizagado, por atrasar os
eventos proliferativos. Contudo, nao impediu que o processo de reparo culminasse
na restauracdo tecidual, 2. Os desequilibrios metabdlicos inerentes a diabetes
atuaram em sinergismo com a irradiagcao no retardo da reparagao tecidual, nao
somente por adiarem a fase proliferativa, mas também por condicionarem a
persisténcia da fase inflamatoéria; 3. A irradiagdo e o estado diabético ocasionaram
uma reducao no conteudo de colageno, do tecido de granulagdo, que foi mais

acentuada para os animais diabéticos irradiados.

Palavras-chave: radiagdo ionizante; reparacdo tecidual, diabetes mellitus;

radiobiologia.
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ABSTRACT

onizing radiations and certain pathologic states, such as diabetes

mellitus, have major impact on the biologic phenomena of tissue
repair. The aim of the present experimental research was to investigate the effect
of electron irradiation on skin granulation tissue components, in diabetic rats. In
this study, 48 Wistar rats were divided into 4 groups: control animals; normal
irradiated animals; diabetic animals and diabetic irradiated animals. First, diabetes
mellitus was induced, in the last two groups, by a single intravenous injection of
streptozotocin. Fifteen days later, all the animals underwent a surgery in order to
make an excisional wound in the anterior dorsal skin. On the third day post-
operation, only an area approximately 1cm wide around the wounds was exposed
to 1Gy of 6MeV electron beam radiation, delivered in a single dose. Wound healing
was examined at 4, 7, 13, and 21 day time intervals after wounding by ordinary and
polarized light microscopies. Hematoxylin and eosin staining was used for the

study of morphological aspects of the newly formed granulation tissue. For specific
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identification and evaluation of collagen maturation, some tissue sections were
stained with picrosirius red. In order to detect the linear dichroism, that is related to
the macromolecular organization of collagen fibers, other tissue sections were
stained with 0.025% toluidine-blue aqueous solution, at pH 4.0. Based upon the
essentially qualitative evaluation of granulation tissue, it was possible to conclude
that: 1. Local irradiation caused a delay in wound healing, as a consequence of the
retardation in the proliferative events. However, all the wounds ultimately have
closed; 2. Diabetes associated dysfunctions and electron irradiation acted
synergistically in delaying tissue repair, not only by postponing proliferative phase,
but also by prolonging inflammatory phase; 3. lrradiation and diabetic state
determined a decrease in collagen content, in the granulation tissue, which was

more pronounced in diabetic irradiated animals.

Key words: ionizing radiation; wound healing; diabetes mellitus; radiobiology.
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utilizagao das radiagdes ionizantes com finalidade de
diagnostico ou terapéutica, por mais beneficios que venha
trazer, pode implicar em significantes danos biolégicos passiveis de serem
agravados a depender do estado geral de saude do paciente. Esta constatagao
tem motivado o desenvolvimento de pesquisas que visam a avaliar o efeito dessas

radiagoes em situagdes de disturbios cronico-degenerativos ou metabolicos > 283,

Entendendo as radiagbes como um fenémeno de transmissdo de
energia através do espaco e da matéria, é aceito que estdo separadas em dois
grandes grupos: as radiagoes eletromagnéticas, como os raios X e ultravioleta, e
as particulas ou corpusculares, por exemplo os raios alfa. A emissao de elétrons
também é uma forma de radiagdo corpuscular que apresenta menor poder de
penetragdo, se comparada a fétons de raios X de mesma energia. Em
radioterapia, os feixes de elétrons sdo muito uteis para o tratamento de lesées

superficiais ou de profundidade média % 72730, 46.50.66
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Os efeitos das radiagbes ionizantes sobre os tecidos vivos podem ser
considerados diretos ou indiretos. Serdao diretos, se a agao deletéria recair
diretamente nas biomoléculas, levando as células a alteracbes morfolégicas e
funcionais, e, as vezes, até a morte. Os efeitos indiretos ocorrem sempre que as
biomoléculas sdo alteradas por reagcdes com radicais livres decorrentes da acao
inicial da radiacdo, sendo que as células também sofrem as conseqiiéncias da
formacao de substancias incompativeis com a sua fisiologia. Ambos os tipos de
radiagao ionizante produzem grandes quantidades de radicais livres, contudo, &
importante distinguir-se a maneira como se processam as ionizagoes. A radiagao
X, ao interagir com a matéria, tem sua energia transmitida por meio das ionizagoes
promovidas pelas particulas carregadas, que sao geradas a partir da radiagao
primaria. Por outro lado, o feixe de elétrons é considerado uma forma de radiagao
diretamente ionizante, uma vez que suas particulas determinam ionizagées ao

perder energia .

A lei de Bergonié e Tribondeau, estabelecida em 1906, determina uma
relacdo diretamente proporcional entre a radiossensibilidade celular e a
capacidade mitética, ocorrendo o inverso quanto ao grau de diferenciacao das
células envolvidas. Desse modo, se uma avaliagdo minuciosa do
comprometimento de tecidos integros tem sido dificil apos as irradiagoes, devido
ao menor indice mitético dos mesmos, o estudo da interagdo matéria-energia no

processo de reparo tecidual pode mostrar-se satisfatorio, tendo em vista que a
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reparacdo compreende uma série multifacetada de alteragdes celulares

metabdlicas e proliferativas.

A reparagao tecidual ocorre as expensas de uma interagdo complexa
de eventos fisiolégicos, bioquimicos e mecanicos. A luz do conhecimento atual,
pode-se descrever o processo de reparo dividindo-o nas seguintes fases:
hemostasia; inflamacao; proliferagao; epitelizacao e remodelamento '* '8 19 22 44,
°®  Aos fenébmenos que visam a hemostasia, seguem-se as modificagdes
vasculares caracterizadas por dilatagao e aumento da permeabilidade, elevacao
do fluxo sangiiineo, exsudacdo plasmatica e diapedese. Durante as fases
proliferativa e de epitelizagdo, ocorre intensa angiogénese, aparecem o0s
fibroblastos, tem inicio a biossintese de colageno no tecido de granulagao e a
ferida & recoberta por epitélio. Na fase de remodelamento, ha uma queda na
producao de substancia fundamental, os feixes de fibras colagenas aumentam em
tamanho, conferindo maior resisténcia ténsil ao sitio da ferida, os capilares se

organizam e os fibroblastos diminuem em nimero '% %19,

Os fibroblastos sao células essenciais a reparagao tecidual, pois
relacionam-se a sintese de colageno e substancia fundamental, representada
pelas glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas. A contragao de feridas
tem sido atribuida a atividade fibroblastica '® * % Fibroblastos ricos em actina, os
miofibroblastos, se alinham ao longo das margens do ferimento, gerando uma
tensao sincronizada que resulta na oclusdo do mesmo '°. Em se tratando dos

agentes que interferem na cicatrizagdo, diversas investigagbes cientificas
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comprovaram o efeito inibitério direto das radiagbes ionizantes sobre a

7. 21, 30, 31, 33, 57, 66

proliferagcdo dos fibroblastos , 0 que contribui para um atraso no

processo de reparo.

A diabetes mellitus, uma desordem de homeostasia da glicose, também
tem sido associada clinica e experimentalmente a reparagéo anormal de feridas '
4, 18 24 25 4. 81 Constataram-se alteragées nas fungbes dos leucécitos
polimorfonucleares e macrofagos, no metabolismo do colageno e das
glicosaminoglicanas, na taxa de endotelizagdo, na espessura do revestimento
capilar e na quantidade de tecido de granulagdo neo-sintetizado ' '® 0. A
producao das fibrilas colagenas é inibida em estados hiperglicémicos que fazem

18, 59, 61

parte do quadro clinico da diabetes mellitus . Em adigdo, o decréscimo na

guantidade de ligagdes cruzadas das fibrilas as torna mais susceptiveis a lise pela

colagenase '©.

Embora as conseqiiéncias prejudiciais do emprego das radiagbes
ionizantes durante o processo de reparo tecidual e a influéncia desfavoravel da
diabetes mellitus sobre os eventos da cicatrizagdo tenham sido tema de varios
estudos, sabe-se muito pouco acerca dos efeitos combinados da irradiacao por
elétrons e desta sindrome metabdlica. Portanto, seria de grande importancia no
campo da radiobiologia, ciéncia da radiologia que € comum as especialidades
meédica e odontolégica, a execucao de um trabalho experimental correlacionando
a acao de uma baixa dose da radiacao de elétrons ao estado fisio-patoloégico da

diabetes mellitus, no transcurso da reparagao tecidual, na pele.
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2.1 EFEITO DAS RADIA(}pES IONIZANTES SOBRE A
REPARACAO TECIDUAL

OHLE et al. **, em 1931, iniciaram um estudo sistematico com o

objetivo de verificar a ag¢ao de raios X, com diferentes
comprimentos de onda, sobre a reparagao de feridas produzidas pré e pos-
irradiacao na pele de ratos. O grupo de animais que receberam a irradiagao pré-
operatoria foi separado de forma que uma parte dos integrantes teve duas porgdes
da pele expostas a 1.000R produzidos com 100kVp; e a outra parte fora
similarmente irradiada com a mesma dose de raios X produzidos com 140kVp,
sendo os respectivos comprimentos de onda equivalentes a 0,34 e 0,18A. Nesse
grupo, as incisdes foram realizadas 1, 3, 7, 10, 14, 21 e 30 dias apos a irradiagao.
No grupo que recebeu a irradiacdo pos-operatoria, a area da pele englobando as

incises foi exposta aos raios X imediatamente, 24 e 48 horas ap6s a cirurgia. A

19
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partir de observagbes macro e microscopicas, os autores concluiram que a
irradiagao pré-operatéria nao influenciou a reparagao tecidual. Por outro lado, a
exposicao pos-operatéria retardou o processo de reparo, particularmente no
subgrupo de 24 horas. Além disso, néo foi constatada uma influéncia definida do

comprimento de onda dos raios X sobre a cicatrizagao das incisdes.

Em 1949, POHLE et al. ** desenvolveram uma pesquisa a fim de
estudar o efeito de baixas doses de radiacdo X no reparo tecidual. Nesse
experimento, ratos foram submetidos a uma incisdo na linha média dorsal e,
entao, divididos em 3 grupos. Os animais do grupo 1 tiveram metade da extensao
de suas incisdes irradiada com doses de 150, 350 e 700R, imediatamente apos o
ato cirurgico. O grupo 2 era composto por ratos subdivididos equitativamente de
modo a receberem doses de 150, 300 e 700R, em uma extensao de 2cm nas suas
incisées, imediatamente e 24 horas apoés a cirurgia. O sacrificio desses animais
ocorreu aos 3, 5 e 7 dias do ferimento. No grupo 3, os animais foram expostos a
10 e 25R na metade caudal de suas feridas. O ato da irradiacao foi planejado de
acordo com o ocorrido no grupo 2, entretanto, o sacrificio se deu aos 3 e 5 dias
pos-operatorios. Além do estudo macroscoépico diario, as amostras teciduais dos
grupos 2 e 3 foram avaliadas microscopicamente. Esses autores concluiram que,
macroscopicamente, ndo houve diferenga significativa no processo de reparagao
ao longo dos ferimentos. Histologicamente, ndo se detectou qualquer indicio de

um suposto efeito estimulante da radiagdo X, mesmo nas incisdes que receberam
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as doses mais baixas, contrariando o que havia sido sugerido por alguns

pesquisadores anteriormente.

Segundo VAN DEN BRENK %, em 1959, a regeneragdo de
pequenos vasos sangiineos € um aspecto fundamental da reparacao tecidual
que se segue a injurias. Assim, visando a avaliar a influéncia das radiagdes X e
gama sobre os fendmenos de remodelamento e regeneracao vasculares, esse
pesquisador desenvolveu um trabalho experimental in vivo. Pequenas camaras
foram implantadas nas orelhas de coelhos, objetivando induzir a formagéao de
tecido de granulagao, e, apos 7 a 10 dias do aparecimento inicial do referido
tecido, os animais foram separados de modo que doses Unicas, variando de
200 a 5.000R, foram aplicadas as camaras. Por meio da avaliacao
microscopica, constatou-se que uma dose Unica de raios X ou gama menor que
400R nao determinou alteragbes observaveis no crescimento de brotos
capilares. Contudo, doses variando de 400 a 2.000R causaram consideravel
dano imediato aos brotos. As doses que excederam o intervalo limiar
ocasionaram a parada completa do crescimento dos brotos capilares, com
graus variados de destruicao do tecido de reparo, formado previamente a

irradiacao.

Dando continuidade aos estudos sobre a contracao de feridas, GRILLO
& POTSAID * (1961) pesquisaram o efeito da radiagdo X sobre os componentes
do tecido neo-formado nas margens de feridas. Nesse trabalho, porquinhos da

india foram distribuidos em grupos de modo a receberem uma dose Unica de 750R
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de radiagdo X um dia antes, imediatamente, 12, 24 e 36 horas; 2, 3, 4, 5 e 7 dias
ap6s um ato cirrgico, para a produgéo de feridas excisionais na pele, em ambos
os lados do tronco. A irradiacdo compreendeu somente uma area da pele,
localizada no lado direito, que continha a porgdo central e as margens das feridas.
Em um outro grupo, os animais sofreram dois ferimentos no lado direito e foram
divididos em 3 subgrupos: um subgrupo, tratado igualmente aqueles porquinhos
feridos em ambos os lados; e outros 2 subgrupos, que foram similarmente
irradiados 36 horas apés a cirurgia, no ferimento mais anterior e mais posterior,
respectivamente. Nos dois grupos supracitados, estudou-se a contracdo das
feridas por meio da planimetria. Verificou-se um pico de retardo maximo, na
contragao dos ferimentos, em animais irradiados 36 horas ap6s a cirurgia. Efeitos
relativamente menos danosos foram observados nos grupos irradiados 24 horas
antes ou de 5 a 7 dias ap6s o ato cirirgico. Dessa forma, os pesquisadores
concluiram que doses moderadas de radiagdo X podem retardar significativamente

a contragao das feridas sem, entretanto, inibir este processo.

Em 1963, GRILLO * avaliou quantitativamente a proliferacao de
fibroblastos. Para tanto, porquinhos da India foram submetidos a um ato
cirtrgico para a produgdo de 2 feridas excisionais, no lado esquerdo do tronco.
Parte desses animais recebeu uma dose Unica de 750R de raios X no ferimento
mais anterior. Os 3 intervalos de exposi¢ao foram: 20 minutos antes, 20 minutos
e 28 horas apos a cirurgia. O estudo da reparacao tecidual se deu por meio da

avaliacao histolégica, 20 minutos, 6, 18 e 28 horas apés o ato cirurgico em
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animais irradiados 20 minutos antes da cirurgia e nao irradiados e, as 6, 18 e 28
horas poés-operatérias, em animais que foram irradiados aos 20 minutos do
término da cirurgia. Cinco dias ap6s o procedimento cirirgico, integrantes de
todos os grupos da pesquisa receberam uma injecao de timidina tritiada, para
que se realizassem radioautografias. A timidina radioativa € incorporada
especificamente no DNA replicado. As radioautografias mostraram que
numerosas ceélulas endoteliais, identificadas como paredes capilares em
formacgao, foram marcadas pela timidina tritiada. Este achado contrastou com a
inatividade das paredes capilares no tecido conjuntivo preexistente, além das
margens das feridas, e em secgbes de tecido normal. Os autores constataram
que houve uma reducao significante na proliferacao de fibroblastos e células
endoteliais, devida a irradiacao pos-operatéria. Em adigao, foi possivel concluir
que o efeito da radiagdo sobre a proliferagao fibroblastica resultou de influéncias

exercidas em células residentes no tecido conjuntivo adjacente a ferida.

BACCHETTI & SINCLAIR 3, em 1971, desenvolveram um experimento
para estudar a acao dos raios X sobre a sintese de DNA, RNA e proteinas em
células de hamsteres irradiadas em fases distintas do ciclo mitético. Para tanto, as
culturas celulares receberam uma dose (nica de raios X equivalente a 710rad. Os
processos de sintese macromolecular, nas populagdes celulares controle e
experimental, foram monitorados por meio de radioautografias com a utilizagdo
dos seguintes tracadores: timidina, uridina e leucina marcadas com ftritio.

Verificou-se que as células irradiadas na fase S do ciclo mitético pareciam
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sintetizar uma quantidade normal de DNA, embora o fizessem com uma cinética
diferenciada em relagao as células-controle. Por outro lado, as células expostas a
radiagao X nas fases G;e G, foram levemente estimuladas e retardadas no inicio
da sintese de DNA, respectivamente. Sob essas condi¢cées experimentais, nao
houve indicios de que uma quantidade anormal de DNA tivesse sido produzida.
No que concerne a sintese de RNA e proteinas, constatou-se que as células
irradiadas, em quaisquer das fases do ciclo mitético, foram induzidas a sintetizar
quantidades superiores destas macromoléculas, sendo que os efeitos mais

pronunciados foram observados em Gy e relacionaram-se a sintese proteica.

O trabalho de REINHOLD & BUISMAN *® (1973) visou a determinar a
curva de sobrevivéncia do endotélio capilar em ratas, frente a radiacao X. A
metodologia empregada incluia a administragao subcutanea de substancias, como
o acido uarico e o lactato de litio, com o propésito de induzir a proliferagao capilar,
apoés a irradiagao local com uma dose Unica de 500rad ou 2 doses, com este
mesmo valor, em um intervalo de 24 horas. Para a avaliagdo quantitativa, foram
determinadas as medidas da concentragao local de um tragador intravascular, no
12° dia que sucedeu a irradiacdo. Foi possivel observar que, nas preparagdes
nao-irradiadas, o tecido subcutaneo estava repleto de capilares; entretanto, as
amostras irradiadas apresentaram uma reducdo na quantidade de vasos
sanguineos neo-formados. A radiossensibilidade, caracteristica refletida pela
curva de sobrevivéncia, foi maior nas amostras teciduais provenientes de animais

que foram expostos a uma dose total equivalente a 1.000rad. Com base em outros
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ensaios sobre a curva de sobrevivéncia dos diversos tecidos animais, os autores
puderam concluir que a radiossensibilidade das células do endotélio, nessas
condi¢des experimentais, ndo foi essencialmente diferente em comparagao com a

pele, o intestino ou a cartilagem.

VAN DEN BRENK et al. ®, em 1974, realizaram uma série de
experimentos com o objetivo de estudar o efeito de doses unicas e fracionadas de
radiacao X sobre a contragao de feridas na pele de ratos, considerando as formas
de irradiagdo pré e poés-operatoria. Para determinar as taxas de contragcdao dos
ferimentos produzidos em areas da pele parcialmente protegidas e previamente
irradiadas, empregou-se doses unicas e duplas de 4.000 ou 8.000R. As pesquisas
que visaram a comparar a influéncia do fracionamento da dose envolveram a
administragao das 2 fragdes iguais de radiagdo X em um intervalo de 24 horas,
previamente ao ato cirtrgico. O efeito da variagdo no periodo de tempo entre a
irradiagao e a cirurgia foi estudado por meio de mensuragoes efetuadas na pele,
que foi exposta a uma dose unica de 1.500R e, subseqiientemente, sofreu
ferimentos circulares a intervalos variando de 0 a 14 dias apo6s a irradiagéo. No
que concerne a irradiagado pos-operatoéria, as feridas circulares foram expostas de
3 maneiras diferentes: sendo totalmente irradiadas, e, tendo suas bases ou
margens sido protegidas. Nessas condi¢des experimentais, a pele foi exposta a
uma dose unica de 1.500R, imediatamente apos a producgdo dos ferimentos. As
medidas do maior e menor eixo das feridas foram registradas a cada 2 ou 3 dias.

A partir dos referidos experimentos, constatou-se que a irradiagao pré-operatoria,
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da pele parcialmente protegida, ndo causou redugdes significantes nas taxas de
contragao das feridas. Por outro lado, o fracionamento das doses aplicadas a pele
intacta reduziu o efeito prejudicial nos mecanismos de contragdo. Quanto ao
intervalo de tempo entre a irradiagéo e a produgéo das feridas, verificou-se uma
recuperacao consideravel na capacidade de contragdo com um maior adiamento
da cirurgia, nesse caso 14 dias. A exposi¢cao a radiacao X logo apos a cirurgia,
antes da formacdo do tecido de granulagdo, causou um atraso no inicio do
processo de contragdo das feridas. Os autores comentaram que este retardo dura
até que a populagédo celular sobrevivente tenha proliferado o bastante para elevar
as taxas de contracao aos niveis de normalidade. A protecao das margens dos
ferimentos resultou em uma taxa de contragdo similar aquela das feridas nao
irradiadas. Porém, a prote¢do limitada a base dos ferimentos resultou em um
periodo de contracdo, a 50% do diametro inicial, semelhante ao intervalo

observado para as feridas néo protegidas.

O processo de restauragdo das camadas endoteliais também foi
investigado por SHOLLEY et al. *® (1977), em um estudo in vitro. Nesse trabalho,
colonias de células endoteliais humanas foram expostas a doses Unicas de raios X
equivalentes a 250, 500, 750 e 1.000rad. Ap6s 24 horas da irradiagdo, as culturas
celulares foram incubadas em um meio contendo timidina tritiada e,
subsequentemente, preparadas para a obtengdo de radioautografias. Em outro
experimento desse estudo, as culturas celulares foram expostas a 1.500rad

aproximadamente 1 hora antes de passarem por uma manobra que visou a
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provocar uma ruptura no aglomerado de células. As analises destas culturas
ocorreram apos 48 e 72 horas da producgao dos defeitos mecanicos. Os resultados
das avaliagbes mostraram que, 24 horas apoés a irradiagao, as percentagens de
celulas em processo de sintese de DNA foram reduzidas tanto nas regides
centrais como nas areas periféricas das culturas. Doses de 750 e 1.000rad
cessaram a produgao de DNA nas areas centrais e reduziram-na severamente na
periferia. Em relagdo ao fechamento dos defeitos mecanicos, as observagoes
ap6s um periodo de 72 horas permitiram-lhes inferir que havia uma semelhanca
muito grande no quadro de repopulagao da fenda, nas culturas controles e
irradiadas. Dessa forma, os autores concluiram que a repopulagao de pequenos
defeitos, nas coldnias endoteliais, continuou se processando as expensas da

migracao celular.

No ano de 1984, discutindo a agao das radiagdes ionizantes utilizadas
em radioterapia, particularmente representadas pelos raios X e elétrons, sobre o
processo de reparo, MOORE *° explicou que, na fase inicial da reparagdo — em
que ocorre um aumento da permeabilidade capilar, com a formacdo de um
coagulo fibrinoso — a irradiagdo determina poucas alteragbes, além de uma
reducao no nimero de células inflamatorias. Entretanto, se uma ferida for irradiada
varios dias apos o ato cirtrgico, com o estabelecimento do tecido de granulacgao,
observa-se um decréscimo na proliferag@o capilar e no crescimento fibroblastico.
A sintese, bem como a maturacao do colageno sao retardadas. Com doses baixas

a moderadas de radiagao, estes eventos resultam principalmente em retardo na
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cicatrizagdo, sendo que a ferida torna-se morfologicamente normal apés um certo
periodo de tempo. O efeito & dose-dependente, portanto, doses progressivamente
mais altas causam maior deplegao de capilares e fibroblastos, e, um maior atraso
no reparo tecidual. Doses Gnicas menores que 300rad nao determinam um retardo
significativo na reparagéo, enquanto que, com 1.000rad ja se comeca a detectar
alteragdes morfolégicas e bioquimicas no ferimento, embora estas possam ser

minimas.

Ainda em 1984, FRANKLIN & COULTAS *°, descreveram o processo de
reparacdo tecidual na pele previamente irradiada, por meio de um trabalho
experimental que envolveu a avaliacao histolégica de componentes dérmicos e
epidérmicos. Nesse estudo, camundongos receberam doses unicas de 10, 20 e
35Gy de raios X no pavilhao externo das orelhas. Imediatamente e nos intervalos
de 1, 2, 3 e 7 dias apés a irradiagdo, os animais foram submetidos a um
procedimento cirurgico para a producao de uma excisdo, com a forma de um “V”,
que dividia as orelhas em duas metades iguais. Os animais irradiados foram
sacrificados aos 5, 11 e 24 dias apés o ato cirirgico, juntamente com os
respectivos controles. Constatou-se que a reparacao tecidual foi retardada por
todas as doses de radiagdo e as feridas irradiadas com 35Gy exibiram uma
ruptura secundaria ao 11° dia pos-operatério, nao apresentando preenchimento
dérmico durante toda a fase experimental. O reparo tecidual em feridas irradiadas
com 10Gy foi comparavel ao ocorrido nos ferimentos nao irradiados, contudo, as

caracteristicas dos tecidos estudados foram diferentes. Os autores puderam
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concluir que o preenchimento dérmico esta substancialmente completo por volta
do 7° dia ap6s a cobertura epitelial, ressaltando que, para minimizar os efeitos
deletérios sobre a consolidacao dérmica, a irradiagao deveria ser postergada ate,

pelo menos, 1 semana ap6s o fechamento macroscopico da ferida.

De acordo com BARTON et al. © (1985), doses superficiais de radiagdo
X acima de 2Gy determinam uma resposta eritematosa, mas, abaixo destas nao
existem efeitos visiveis. Esses pesquisadores acrescentaram que, embora os
efeitos radiobiologicos das doses suberitematosas tenham uma certa relevancia,
freqiientemente tém sido relatados como desconhecidos ou nao detectaveis. Com
o objetivo de estudar os efeitos dos raios X, aplicados em doses suberitematosas,
esses autores desenvolveram uma pesquisa bifasica em humanos. Para tanto, 11
pacientes voluntarios foram selecionados dentre as pessoas que eram submetidas
a radioterapia. Na primeira etapa desse trabalho, 5 individuos receberam uma
dose Unica de 0,1; 0,5; 1 e 2Gy em areas-teste da pele, que foram removidas 6
dias apos a irradiagdo, juntamente com as areas-controle dos membros
contralaterais. As areas da pele estudadas localizavam-se na porgao interna dos
bracos. Na segunda fase, 6 pacientes tiveram as 4 areas-teste expostas a dose de
1Gy e avaliadas 1, 3, 7 e 14 dias ap6s a irradiagdo. Verificou-se o indice de
marcacao tecidual na epiderme, por meio de radioautografias; o produto da
descamacéo forgcada da pele e a atividade da esterase nao-especifica que, na
camada granulosa, é considerada um indicador da liberacdao de enzimas

lisossdmicas durante a diferenciagdo celular. O indice de marcagao tecidual
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apresentou um decréscimo altamente significante com o emprego de doses
equivalentes a 0,5 e 1Gy, em comparagao com as areas-controle. Quanto ao
produto da descamacao forgada, ocorreu uma diminuigado nos numeros de células
liberadas da camada cérnea com doses de 1 e 2Gy. A dose de 1Gy causou uma
reducao significante na atividade da esterase nao-especifica. Os autores puderam
demonstrar que a exposigao da pele humana a doses de 0,5 a 1Gy é suficiente
para reduzir significativamente a proliferacao celular na camada basal. Em adigao,
foi possivel caracterizar algumas alteragGes funcionais, apés 3 dias da aplicagéo
de uma dose unica equivalente a 1Gy de raios X, em 3 estagios do processo de

queratinizagao.

Em 1987, GUIDUGLI NETO ** avaliou a habilidade proliferativa do
endotélio de brotos e algas capilares superficiais que receberam uma alta dose de
radiagao X. Nesse trabalho experimental, ratos foram submetidos a uma cirurgia
para a produgdo de uma ferida excisional, na pele da porgéao dorsal. Apos 6 dias
do ato cirtrgico, metade dos animais teve suas feridas irradiadas com uma dose
unica de 2.000rad. Os ratos controles e irradiados foram sacrificados %, 1, 3, 6, 12
e 24 horas e 3, 7, 15 e 30 dias posteriormente a irradiagdo. As amostras teciduais
foram devidamente processadas e, com o auxilio de um microscépio O6ptico,
procedeu-se a contagem dos capilares. Considerando apenas a quantidade de
vasos superficiais, esse autor constatou um baixo volume vascular relativo, do
inicio até o 7° dia de observagdo, em ambos os grupos. Todavia, o volume

vascular relativo foi menor nos ferimentos irradiados em todos os momentos,
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exceto no 30° dia. Com base nos resultados desse experimento, foi possivel
concluir que a irradiagao do tecido de granulagao é sucedida por uma diminuicao

na quantidade de vasos sangiineos.

Nesse mesmo ano, KRISHNAN et al. *® pesquisaram as alteragdes que
ocorrem na permeabilidade vascular dos musculos em decorréncia da irradiagao.
Para tanto, coelhos foram separados em grupos que receberam doses Unicas de
2,4, 6, 8 10, 12, 15, 20, 25 e 30Gy de radiagdo X em uma area do tecido
muscular esquelético, presente nas patas anterior e posterior de um dos lados. A
fim de estudar a permeabilidade vascular instantaneamente, durante a irradiacao,
metade dos animais de cada grupo recebeu uma inje¢ao intravenosa contendo
albumina marcada com iodo-125 e sodio-22, imediatamente antes de se
administrar a radiagdo. A outra metade dos animais passou pelo mesmo
tratamento de 16 a 24 horas apos a irradiagao. Coelhos de todos os subgrupos
foram sacrificados aos 2 minutos; de 16 a 24 horas; 10, 30, 90 e 120 dias
posteriormente a irradiagdo, para a coleta de amostras de sangue e do tecido
muscular. Procedeu-se ao exame histolégico das amostras de musculo
esquelético, com o proposito de observar modificagées nas fibras musculares, no
intersticio e nos vasos sanguineos. Os resultados indicaram que o
extravasamento de albumina marcada aumentou, imediatamente apds a
irradiaca@o, com doses tao baixas quanto 2Gy e continuou aumentando com doses
mais elevadas. Com o emprego das doses mais baixas, de até 6Gy, a fungao

capilar foi restaurada em 24 horas. Quanto as alteragbes histologicas, com a
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aplicacao de doses equivalentes e maiores que 15Gy, as modificagbes patologicas
como hemorragia, granulagées citoplasmaticas, edema intersticial, congestao,
fibrose e espessamento das paredes endoteliais, foram visivelmente perceptiveis
com o passar do tempo. Os autores puderam constatar que a irradiagao local
determinou injuria instantdnea nos capilares, cujo grau de severidade relacionava-

se a dose de radiacao X aplicada.

RUDOLPH et al. ¥, em 1988, idealizaram um experimento para avaliar
o potencial reprodutivo de fibroblastos da pele humana previamente irradiada, em
cultura de tecidos — portanto, independentemente de uma microcirculagédo. Nesse
trabalho, amostras teciduais de 4 pacientes que haviam sido submetidos a
radioterapia foram coletadas, durante a execugédo de procedimentos cirtrgicos que
tinham por objetivo restaurar a pele lesada, das seguintes regides estratégicas: (1)
margens de ulceragdes; (2) tecido atrofico nao-ulcerado, mas irradiado; e (3)
enxertos de pele ndo irradiada ou sitios doadores. Apos as bidpsias, as amostras
teciduais foram separadas em pequenos grupos, processadas e mantidas em
meio de cultura. Pelo menos 5 entre 10 grupos das amostras de pele irradiada,
mas nao ulcerada, foram capazes de produzir fibroblastos em cultura. As células
provenientes destes grupos foram observadas apés 7 a 10 dias, em contraste com
os fibroblastos da pele normal, que apareceram apos 4 a 6 dias de cultura. Nao foi
possivel detectar o crescimento de fibroblastos em nenhuma das amostras do
tecido as margens das ulceragdes. De acordo com os resultados das contagens

celulares, os fibroblastos da pele irradiada apresentaram crescimento
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significantemente mais lento. Assim, os autores inferiram que a irradiagao pode
resultar em defeitos funcionais intrinsecos, com a diminuicdo na capacidade
reprodutiva, ou em uma exterminagao seletiva das subpopulacdes de fibroblastos
cujo crescimento € mais rapido, o que ndo depende de uma redugdo no

suprimento sangiineo.

Ainda em 1988, GORODETSKY et al. *' investigaram o efeito da
radiacdo X sobre a resisténcia fisica de feridas, na pele de camundongos. No
primeiro experimento, um grupo de animais teve a parte inferior do dorso irradiada
com uma dose Unica de 18Gy. Imediatamente apos a irradiagdo, metade destes
camundongos foi submetida a uma incisdo nos limites da area irradiada. Amostras
teciduais de todos os camundongos foram coletadas, em diferentes intervalos de
tempo durante um periodo de 3 meses, e passaram por um teste de resisténcia a
tensdao. A partir desse trabalho, foi possivel observar 2 fases no processo de
recuperagcao da resisténcia ténsil na pele ferida, mas nao irradiada. Nas 2
primeiras semanas, a pele retomou cerca de 30% de sua resisténcia original,
constatando-se uma limitada recuperagao adicional nas 2 semanas subsequentes.
Durante os 2 meses que se seguiram, uma segunda fase de aumento na
resisténcia ténsil foi registrada. Aos 90 dias, a resisténcia do ferimento era de 75%
em relagdo a pele-controle nao ferida. Verificou-se que a pele exposta a 18Gy
imediatamente antes da incisao apresentou lentidao significativa na primeira fase
de recuperacao. As outras pesquisas seguiram a mesma metodologia, porém,

variando-se a dose, os periodos de estudo e a forma de aplicagédo da radiagdo X.
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O segundo experimento objetivou a avaliagéo do efeito de intervalos de
tempo inferior a 1 hora, de 2, 14, 40, 65 e 95 dias, entre a irradiagdo com uma
dose Unica de 18Gy e a incisdo. Constatou-se que a taxa de aumento em
resisténcia ténsil nao foi influenciada pelo intervalo de tempo entre a irradiagéo e o
ferimento, até 65 dias de avaliagdo. Em camundongos irradiados 95 dias antes da
cirurgia, a recuperagdo da resisténcia ténsil no primeiro més da cicatrizacdo foi
similar a observada para outros intervalos. As mensuragoes realizadas durante os
dois Gltimos meses do estudo, para os animais irradiados 95 dias antes da incisao,
sugerem que a radiacao X aplicada em tal periodo teve menor efeito sobre a

segunda fase de recuperacao.

Estudando o efeito da irradiagao com uma dose uUnica de 18Gy,
administrada menos de 1 hora, 3, 5 e 12 dias ap6s o ato cirlrgico, esses
pesquisadores observaram que nos intervalos de tempo inferiores a 5 dias, o
aumento em resisténcia ténsil foi similar ao ocorrido quando a irradiagéo e a
incisdao foram quase simultaneas. Entretanto, se a radiagao fosse aplicada em um
estagio mais tardio da reparagao, o restante do processo de recuperagcao da
resisténcia ténsil era suprimido por mais de 1 més. A segunda fase foi prejudicada
em todos os intervalos pos-operatorios, mas, apresentou uma recuperagao mais

rapida nos animais irradiados ao 12° dia.

O quarto trabalho visou a um estudo sobre a influéncia da aplicacao de
diferentes doses Unicas de radiagao X na fase inicial do processo de reparo, isto &,

14 dias ap6s a cirurgia. Para tanto, os camundongos foram irradiados
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imediatamente antes do ato cirirgico com doses de 8 a 26Gy. Nesse experimento,
a curva dose-resposta apresentou um limiar para o efeito sobre a resisténcia ténsil
que equivaleu a numeros variando de 8 a 10Gy; doses acima destes valores
determinaram uma resposta linear. O efeito maximo apés 14 dias da incisao,
observado para doses em torno de 20 a 26Gy, foi um decréscimo de 75% na

resisténcia a tensao.

BAKER & KROCHAK ° (1989), esbogaram a relagéo entre a resposta
vascular a irradiacdo e a conseqiiente expressdo do dano tecidual precoce e
tardio, por meio de um breve estudo retrospectivo da literatura. Segundo esses
autores, a morte celular induzida pelas radiagbes ionizantes ocorre quando as
células irradiadas passam por divisdo celular — morte reprodutiva ou mitética. Em
populacoes celulares que nao se dividem ou se reproduzem lentamente, a
irradiacao pode acelerar a apoptose. Esses pesquisadores explicaram que uma
reagao precoce e universal do tecido conjuntivo € um aumento na permeabilidade
vascular. Dois processos parecem estar envolvidos nesta alteracdo: a
despolimerizagao da substancia fundamental e a liberagao de aminas vasoativas,
como a histamina e a serotonina. As modificacbes na permeabilidade sao
transitorias, durando somente poucas horas apés a irradiagao com doses unicas
menores do que 1.000rad, contudo, persistindo em um maior intervalo de tempo
com doses mais elevadas. O dano tecidual € progressivo, sendo que esta

expressdo inicial da injuria por irradiagdo ocasiona modificagbes no meio
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extracelular. Em adicao, a irradiagdo também determina alteragbes funcionais e

proliferativas nos fibroblastos.

O efeito da radiagao X sobre o metabolismo das glicosaminoglicanas
(GAGs), a sintese de proteinas e acido hialurénico na cartiiagem e na membrana

I. *® nesse mesmo ano. Para os

sinovial foi pesquisado por HUGENBERG et a
varios trabalhos experimentais, amostras de cartilagem articular e membrana
sinovial da articulagdo femural de caes foram mantidas em cultura e, entéo,
irradiadas com doses unicas de 1.000, 10.000 e 50.000rad de raios X. A avaliagao
da sintese liquida de GAGs sulfatadas envolveu a cultura das amostras de
cartilagem controles e irradiadas em um meio contendo sulfato de soédio marcado
com enxofre-35. Em um outro experimento, para o exame da sintese proteica, as
amostras de cartilagem foram incubadas em meio contendo leucina tritiada. Com o
objetivo de analisar a reversibilidade do efeito da radiagao sobre o processo de
sintese das GAGs, amostras de tecido cartilaginoso foram mantidas em um meio
de cultura isento de radionuclideos por 24, 72 e 120 horas apos a irradiagao. Ao
final destes periodos, as amostras foram incubadas em meio contendo sulfato de
sodio marcado com enxofre-35, a fim de se verificar a quantidade liquida de
GAGs. Nos experimentos que visaram a determinagdo da sintese de acido
hialurénico pela membrana sinovial, as amostras teciduais foram mantidas em
meios contendo glicosamina marcada com carbono-14 ou tritio, imediatamente

apos a irradiagdo. A partir dos resultados desses experimentos, os pesquisadores

puderam constatar que, apos a irradiagdo com 1.000 e 10.000rad, a sintese
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liquida de GAGs foi de 93% e 69% em relagado aos valores-controle,
respectivamente. Por outro lado, nos tecidos que receberam 50.000rad, a sintese
de GAGs foi de 37% em relagdo ao grupo controle. Exames radioautograficos
demonstraram uma reducdo marcante na incorporagdo de enxofre-35 pelos
condrocitos e pela matriz extracelular. Com base no estudo da incorporagéo de
leucina radioativa, verificou-se que a irradiagdo também causou uma inibicdo da
sintese proteica. Entretanto, a sintese de acido hialurénico foi similar nas culturas

controles e irradiadas com doses unicas de até 50.000rad.

Em 1990, RAVELI et al. *® estudaram a influéncia da radiagéo X sobre a
cronologia de reparagao alveolar. Nessa pesquisa, ratos sofreram a exodontia de
seus incisivos superiores direitos. A seguir, os animais foram divididos em 3
grupos que, a excegao do grupo controle, foram expostos a uma dose Unica e
restrita a area alveolar de 1,25 e 1,75Sv, respectivamente. Os ratos foram
sacrificados aos 3, 7, 14 e 28 dias pos-operatérios. Por meio do exame
microscopico, os autores constataram que as doses utilizadas nao impediram a
proliferacdo epitelial. Quanto aos alvéolos, a persisténcia de um processo
inflamatério agudo ao 3° dia, no grupo que recebeu 1,25Sv, sugere que esta dose
promoveu alguma agressao a area do ferimento. A proliferacao de capilares e
fibroblastos pareceu ter sido inibida. Estas caracteristicas foram ainda mais
marcantes nos animais expostos a 1,75Sv, observando-se a auséncia quase total

de vasos sangiiineos e fibroblastos.
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A acado das radiagbes ionizantes sobre a dindmica de formagao do
tecido de granulagdo também foi motivo de estudo para ABDALLA et. al. ', em
1991. Ratos foram submetidos a uma incis&o na regiao dorsal, para a inser¢ao de
uma esponja de policlorovinil (PVC). Subseqiuentemente, separou-se os animais
em 3 grupos: | — controle; Il — irradiado com uma dose unica de 5,28R no
momento do implante; e Ill — irradiado com doses alternadas de 5,28R, de 48 em
48 horas durante os primeiros 14 dias do experimento e, a cada 96 horas até que
se completassem 28 dias da fase experimental. Componentes dos 3 grupos foram
sacrificados no 4° 7° 14° 21° e 28° dia pos-operatorio, para o exame
microscopico do tecido de granulagdo formado no interior das esponjas. Aos 4
dias, o grupo controle ja apresentava indicios de fibrogénese e neo-formacao
capilar, enquanto os grupos Il e Ill exibiam a predominancia de células
inflamatérias da fase aguda. O reparo evoluiu de forma mais acelerada no grupo |,
seguido pelos grupos Il e lll, aos 7, 14 e 21 dias pés-cirtrgicos. Entretanto, no 28°

dia, as diferengas registradas foram menos expressivas.

WATANABE et al. ®” (1994), por sua vez, investigaram os efeitos de
doses de radiacao X, similares as empregadas em ambito odontologico, sobre a
génese e evolugao do tecido de reparo em ratos. Os animais sofreram um ato
cirurgico para a produgdo de uma ferida cutdnea na regido dorsal e foram
separados em 3 grupos: C — controle, nao irradiado; D. U. — animais que
receberam uma dose Unica de 7R, na area do ferimento, imediatamente apds a

cirurgia; e D. D. — os integrantes deste grupo foram irradiados com um total de 7R,
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igualmente fracionados em 3 aplicagdes: logo apbés a cirurgia, 24 e 48 horas
posteriormente a primeira exposicao. Os ratos foram sacrificados aos 2, 4, 7, 11,
14, 21 e 28 dias pos-operatorios e as amostras teciduais coletadas prestaram-se
aos exames microscopico e histofotométrico. A histofotometria, que visou a
determinar a concentragao de GAGs no tecido de granulagao, indicou nao haver
diferencas estatisticamente significantes entre os componentes da amostra.
Verificou-se que a organizagao tecidual, determinada pela associagao entre as
GAGs e o colageno, ocorreu por volta do 7° dia nos 3 grupos experimentais. Estas
constatagdes permitiram-lhes concluir que a dose de radiagdo X equivalente a 7R,
sob as condi¢gdes experimentais desse trabalho, nao influenciou de forma
significativa os processos de sintese de GAGs e organizacao macromolecular do

tecido de granulagéo.

Nesse mesmo ano, WANG ef al. * avaliaram a reparacao tecidual na
pele previamente submetida a irradiagcao por elétrons. Para tanto, ratos foram
divididos em 2 grupos: o grupo irradiado e o grupo que foi simuladamente
irradiado. Por meio de um acelerador linear, uma dose Unica de 9,6Gy de elétrons
com energia de 4MeV foi aplicada em uma area da porgao dorsal dos animais.
Apos 7 dias, todos os ratos passaram por um tratamento cirtrgico, que envolveu a
producdo de uma incis@o na area-teste. Os animais foram subdivididos de modo
que 3 integrantes de cada grupo foram sacrificados nos dias 1, 3, 7 e 14 da fase
pos-operatoria. As amostras teciduais coletadas foram devidamente processadas,

para os exames de microscopias optica e eletrénica. Observou-se que a uniao
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epitelial foi estabelecida ao 3° e 7° dia pés-cirurgico, para os grupos controle e
irradiado, respectivamente. Em se tratando da resposta inflamatéria inicial e do
tecido de granulagéo, os autores constataram que no 1° dia, as incisées-controle
exibiram um infiltrado de células inflamatérias mais exuberante; nas amostras do
grupo irradiado, havia poucos fibroblastos e os feixes de fibras colagenas eram
mais esparsos e menos organizados. No entanto, este prejuizo na formagao do
tecido de granulagao foi significativo apenas até o 7° dia da avaliagao, indicando
que a reparagao tecidual sofreu um retardo, mas tendeu a se restabelecer por

volta do 14° dia pés-operatério.

Ainda em 1994, BERNSTEIN et al. ® também desenvolveram um
modelo experimental, objetivando determinar a agao da irradiagao cutanea sobre a
contracdo de ferimentos. Nesse trabalho, porquinhos da India tiveram uma area do
dorso irradiada com uma dose unica de 18Gy de raios X. Apos 2 dias da
irradiagao, os animais foram submetidos a uma cirurgia para a realizacao de 3
pares de feridas excisionais circulares. O fenémeno da contragao foi estudado por
meio de mensuracbes da area dos ferimentos, realizadas com o auxilio
paquimetros, aos 5, 7, 10 e 14 dias pos-operatérios. A interpretacdo dos
resultados permitiu inferir-se que, apesar de as feridas irradiadas terem se
apresentado maiores que as controles em todos os dias de observacdo, as

diferencas foram estatisticamente significantes apenas nos 2 ultimos dias.

DRAKE & OISHI '°, em 1995, teceram algumas consideragdes acerca

do processo de reparo tecidual em pacientes submetidos a quimioterapia e a
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radioterapia. De acordo com esses pesquisadores, a fase inflamatoria parece ser
a mais sensivel aos efeitos da irradiacdo e da quimioterapia. A radiacao tem
efeitos agudos e tardios sobre a habilidade do organismo em cicatrizar-se. A
injuria tecidual resulta de dano direto e indireto ao DNA celular, pela formagao de
radicais livres. Os efeitos sobre os elementos celulares, nos limites da pele
irradiada, parecem ser progressivos e permanentes. Microscopicamente, a injuria
por radiagdo causa estase e obliteracao de pequenos vasos sangiiineos. Os
fibroblastos sofrem alteragdes funcionais e, durante um longo periodo de tempo, a
producao de colageno torna-se deficiente. Este dano pode ocorrer de 2 maneiras:
os fibroblastos ndo produzem colageno suficiente para atender as demandas do
tecido ou o colageno sintetizado nao matura em um intervalo de tempo adequado.
O periodo pos-operatorio imediato parece ser o estagio mais critico na reparagao
tecidual e o tratamento radioterapico, nesta fase, tem destacavel efeito adverso

sobre a cicatrizagao de feridas.

No Brasil, a agdo de baixas doses da radiacdo de elétrons sobre o
reparo tecidual foi primeiramente abordada por ALMEIDA ? (1997). Esse trabalho
experimental visou a avaliar o efeito deste tipo de radiacao ionizante, aplicada em
uma faixa de 1cm lateralmente as margens de feridas excisionais produzidas na
pele de ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos: um grupo irradiado
imediatamente apos a abertura da ferida com uma dose unica de 1Gy, por feixes
de elétrons com 6MeV de energia, sendo os animais sacrificados nos 2, 4, 7, 11,

14, 17 e 21 dias que se seguiram; um grupo igualmente irradiado 3 dias apoés o ato
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cirtrgico, em que os sacrificios foram planejados para os 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24
dias posteriores a cirurgia; e os respectivos grupos controles. Os estudos
morfoldgico e histofotométrico das amostras teciduais coletadas permitiu observar-
se que a irradiagdo por elétrons retardou os processos de reparagao nos 2 tempos
avaliados. Contudo, este efeito prejudicial foi estatisticamente significante, para
todos os dias analisados, somente nos casos em que a radiagao foi aplicada 3
dias ap6s a cirurgia. A comparagao dos dados referentes aos grupos irradiados,
nos dias 7, 14 e 17, mostrou que o dano foi maior para os animais irradiados no 3°
dia apoés o ferimento, sendo a diferenca estatisticamente significativa para os 3

dias analisados.

PEREIRA FILHO et al. *?, em 1998, investigaram os aspectos
histolégicos do efeito da radiacdo beta sobre a reparacdao cutanea. Para tanto,
ratos foram submetidos a 2 incisdées dorsais, uma na parte anterior e outra na
por¢cao caudal, sendo, subsequentemente, distribuidos em 4 grupos. Decorridas
24 horas da cirurgia, os componentes de cada grupo foram irradiados com uma
dose de 250cGy de raios beta provenientes de uma placa de estréncio-90, que
permaneceu em contato com a pele somente na area incisada, localizada na
regiao anterior. De acordo com os periodos de estudo, os animais receberam
doses alternadas de radiacdo a cada 48 horas. Assim, o 1° grupo, que foi
sacrificado aos 3 dias poés-operatorios, recebeu apenas uma dose unica de
250cGy; os animais sacrificados aos 7, 14 e 21 dias poés-cirtrgicos tiveram seus

ferimentos anteriores expostos a 3, 7 e 10 doses de 250cGy, respectivamente. Os
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pesquisadores puderam verificar que a irradiagdo gerou um aumento no numero
de leucécitos e uma reducgdo na populacéo de fibroblastos, no entanto, nao alterou

significativamente a quantidade de fibras colagenas do tecido de reparo.

Os efeitos da irradiacdo por elétrons sobre os componentes do tecido
de reparo, na pele, também foram pesquisados por MONTEIRO “® (1999). Nesse
trabalho experimental, ratos sofreram uma cirurgia para a produgdo de uma ferida
excisional e, posteriormente, foram separados em 3 grupos. O grupo controle
constituiu-se por animais que foram sacrificados aos 2, 4, 5, 7, 10, 11, 14, 17, 20,
21 e 24 dias pds-operatorios. Os animais do 2° grupo tiveram a base de seus
ferimentos irradiada com uma dose Unica de 1Gy, por feixes de elétrons com
B6MeV de energia, imediatamente apds a excisao, e foram sacrificados aos 2, 4, 7,
11, 14, 17 e 21 dias poés-cirtrgicos. O 3° grupo foi exposto a radiagao com a
mesma dose e energia dos feixes de elétrons utilizados no 2° grupo, 72 horas
apos a cirurgia. Os ratos do 3° grupo foram sacrificados no 5°, 7°, 10° 14° 17°,
20° e 24° dia que sucedeu o procedimento cirurgico. As caracteristicas
microscopicas das amostras teciduais indicaram que a irradiagao causou um
atraso no desenvolvimento do tecido de granulagdo, em ambos os grupos
experimentais. Entretanto, os tecidos irradiados no 3° dia po6s-operatorio

mostraram-se mais sensiveis.

LOURENCO *, em 2000, pesquisou a agao de uma dose Unica de 1Gy
de elétrons com 6MeV de energia sobre a atividade das fosfoesterases. Para

tanto, ratos foram submetidos a um procedimento cirirgico que visou a
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implantagao de uma esponja de PVC no tecido subcutaneo. A irradiagao foi
planejada para o 3° dia poés-operatério, em uma area restrita ao local de
implantagdo da esponja. As analises bioquimicas do tecido de granulagdo contido
nas esponjas, de animais sacrificados aos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias pos-
operatérios, indicaram que a atividade da adenosina trifosfatase (ATPase) foi
maior no grupo controle a partir do 7° dia de estudo. Constatou-se que a atividade
da fosfatase alcalina foi maior no grupo irradiado até o 14° dia. Os valores
relativos a 5'nucleotideo fosfodiesterase foram, em geral, maiores no grupo
irradiado. Considerando que a fosfatase alcalina relaciona-se ao processo de
agregacao de colageno e GAGs, assim como as outras duas enzimas agem
favoravelmente nos fendémenos de divisdo celular, o autor concluiu que a
irradiacao por elétrons determinou um efeito prejudicial, embora transitério, sobre

os eventos de formacgao do tecido de granulagao.
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2.2 0 PROCESSO DA CICATRIZAGAO NO QUADRO
CLINICO DA DIABETES MELLITUS

m 1967, GLICKMAN et al. %, estudaram os efeitos da diabetes

mellitus induzida pela aloxana sobre o processo de reparagao das
estruturas periodontais. Para tanto, utilizaram ratos que foram separados em 4
grupos: grupo 1 — nao diabéticos e nao operados; grupo 2 — nao diabéticos
operados; grupo 3: diabéticos nao operados; e grupo 4 — diabéticos operados. Oito
semanas apos a inducao da diabetes, os animais dos grupos 2 e 4 sofreram a
resseccao da gengiva livre marginal ao redor dos incisivos superiores e inferiores
esquerdos. Componentes dos 4 grupos foram sacrificados aos 14, 78 e 115 dias
pos-operatoérios, para que se procedesse as observagoes microscopicas. Foi
possivel constatar que a diabetes atrasou o reparo gengival pos-cirurgico, uma
vez que a atividade fibroblastica e a formacao de colageno foram inibidas, porém,
nao afetou o epitélio. Os pesquisadores sugeriram que a placa bacteriana agiu
como um fator sinérgico, pois a inflamacdo supurativa que acompanhou o

processo de fibroplasia foi um achado relevante.
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CATANZARO GUIMARAES "™ em 1968, publicou uma série de
artigos sobre uma pesquisa experimental que teve o propésito de avaliar os efeitos
da diabetes mellitus, induzida pela aloxana, sobre os diversos elementos do tecido

! abordou as observacdes histoquimicas da

de granulagao. O primeiro artigo
fracao glicoprotidica, por meio do método do acido periédico reagente de Schiff
(PAS). O autor verificou uma proporgcao relativamente maior de material PAS-
positivo no sistema fibrilar e na substancia fundamental, o que vincularia o quadro
de deficiéncia insulinica ao metabolismo das glicoproteinas e ao estado de
organizagado do tecido conjuntivo; porque o aumento da positividade das fibras
reticulares e colagenas ao PAS deve-se, principalmente, ao baixo estado de
agregacao e polimerizagcao do sistema fibrilar conjuntivo e da fracao glicoprotidica
a ele associada. No segundo artigo '?, acerca do comportamento das GAGs, o
autor relatou uma diminuigdo dessas macromoléculas no tecido de granulagdo do
grupo diabético, em comparacao com o controle. Este achado confirmou a
interferéncia acentuada do quadro de deficiéncia insulinica no metabolismo
proteico e na biossintese das GAGs, indicando que a diabetes mellitus tende a
prolongar a fase proliferativa da reparagao tecidual. O terceiro trabalho ' enfocou
o estado de agregagcdo e organizagao do sistema fibrilar conjuntivo em
desenvolvimento. A partir das observagbes microscopicas, o pesquisador
constatou que o processo de reparagao expressou um atraso estatisticamente
significante no grupo dos animais diabéticos, em que o sistema fibrilar conjuntivo
apresentava-se com estado insuficiente de organizacao. Assim, foi possivel

concluir que a diabetes mellitus interfere no fenédmeno fisico-quimico da conversao
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do colageno soluvel para insollvel, determinando um sistema instavel. Finalmente,
o quarto artigo '* descreveu o comportamento das feridas segundo a interpretagao
das caracteristicas macro e microscopicas do tecido neo-formado. Nos animais
diabéticos, a estrutura deste tecido mostrou-se bastante imatura. O material
fibrindide, rico em células leucocitarias, foi encontrado em proporgées bem
maiores e as fibras colagenas estavam distribuidas mais esparsamente. Em
sintese, o atraso no fechamento das feridas e a menor quantidade de feixes de
fibras colagenas, no grupo diabético, confirmaram que a deficiéncia insulinica

retarda a evolugao da fibroplasia no tecido de granulagao.

A agao inibidora do decréscimo na taxa sérica de insulina sobre o
processo de reparagao foi pesquisada por WERINGER & ARQUILLA °® (1981).
Nesse trabalho, 2 perfuracbes foram produzidas nas orelhas de hamsteres
espontaneamente diabéticos e normais. Os tecidos centrais e periféricos as
feridas foram examinados 0, 2, 4, 8 e 16 horas ap6és o ato cirtrgico, por métodos
morfolégicos, e, 0, 8 e 16 horas apés a cirurgia, por morfometria. Observou-se que
o tecido de granulagao dos animais diabéticos nao possuia capilares em
proliferacdo e o volume de colageno era significantemente reduzido, em todos os
tempos estudados; os fibroblastos apresentavam irregularidades como lisossomos
e corpos estranhos no citoplasma, indicando degeneracgao interna. Os autores
apontaram as alteragdes do ambiente extracelular, ou seja, a alta taxa de glicose,

o edema e o baixo nivel de insulina, como os fatores causais desta condi¢ao.
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Em 1984, CARRICO et al. '°, discorrendo sobre os fatores que
influenciam o processo de reparo tecidual, explicaram que existem varios
prejuizos mecanicos e defeitos metabdlicos na cicatrizagdo de feridas em
individuos diabéticos. A hipéxia do tecido ferido € um deles e pode ocorrer por
meio de 2 mecanismos. Tanto a microangiopatia como a oclusdo arterial,
secundaria a uma aterosclerose acelerada, sao comuns na diabetes. Além disso,
a redugéo na sensibilidade, decorrente da neuropatia diabética, pode ocasionar
traumas teciduais repetidos, o que também prejudica a repara¢ao. Contudo, esses
pesquisadores, referenciando a evidéncia de que o processo cicatricial é
similarmente retardado na auséncia de problemas mecéanicos como o trauma ou o
decréscimo no fluxo sangiiineo e, com base em estudos in vivo, sugeriram um
papel importante da insulina nas fases inflamatéria e proliferativa da reparacéo. Os
leucécitos polimorfonucleares apresentariam deficiéncias funcionais, sendo a

quimiotaxia, a fagocitose e a degradagao intracelular especificamente afetadas.

SPANHEIMER et al. ®° (1988), realizaram um trabalho experimental
visando a avaliar a produg¢dao do colageno como um indicador de alteragéo
metabolica no estado diabético. Nesse experimento, ratos foram divididos em 6
grupos: o grupo controle e os cinco grupos-teste; que receberam doses Unicas de
35, 50, 65, 90 e 300mg/kg de estreptozotocina (SZ), para a inducdo da diabetes
mellitus. Tecidos 6sseo e cartilaginoso foram removidos de todos os animais no
14° dia ap6s a inducao e, entdo, incubados em solugao contendo prolina tritiada.

As amostras teciduais foram, subsequentemente, tratadas com colagenase
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bacteriana purificada, para que se pudesse determinar a incorporagéao da prolina
radioativa. Os autores constataram que a produgdo de colageno no osso e na
cartilagem dos animais diabéticos foi significativamente reduzida, sendo que,
quanto maior o grau de hiperglicemia, menor a taxa relativa de sintese das fibras
colagenas. No tecido 6sseo, o decréscimo foi de 52%, para 51% na cartilagem. A
analise estatistica dos valores relativos as mensuracdes do DNA tecidual, para a
pesquisa de possiveis alteragées do contetudo celular na cartilagem e no osso,
demonstrou que a quantidade total deste acido nucleico era equivalente nas
amostras dos grupos diabéticos e controle. Os resultados permitiram-lhes concluir
que, nos grupos de ratos diabéticos, a produgao de colageno foi reduzida a cerca

de 50% em relagdo aos animais-controle, 2 semanas apos a inducao da diabetes.

Ainda em 1988, FRANZEN & NORRBY # estudaram a capacidade
mitotica das duas células predominantes no tecido de granulacao do mesentério,
os fibroblastos e as células mesoteliais, em ratos diabéticos. Quatro semanas
ap6s a inducédo da diabetes mellitus, por meio da injecao intravenosa de SZ,
animais diabéticos e normais passaram por um procedimento cirurgico com a
finalidade de se produzir perfuragées no intestino delgado. A proliferagao de
fibroblastos e células mesoteliais foi estudada na porgao central do tecido de
granulagdo, a 1 e 2mm das margens das perfuragbes, em amostras do
mesentério de ratos sacrificados ao 1°, 2° e 3° dia p6s-operatorio. A presenca de
fibroblastos e células mesoteliais, em diferentes fases do reparo, foi determinada

pela verificagao do indice de marcagao das mesmas, em radioautografias obtidas
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ao 1°, 2° 3° 5° 7° 10° 21° 42° e 63° dia pés-cirurgico. O indice mitético foi
significativamente aumentado nos ratos diabéticos apenas ao 2° dia da avaliagéo,
nas zonas topograficas situadas a 1 e 2mm das perfuragées. Constatou-se que,
no 3° e 5° dia da avaliagdo, os valores do indice de marcagdo celular foram
maiores para os ratos normais, tendendo a decrescer nos 2 grupos até o 63° dia
de observacao. Este dado indicou uma insuficiéncia de fibroblastos e células
mesoteliais, em animais diabéticos, na fase proliferativa da reparacédo tecidual,

que se inicia por volta do 4° dia apos a injuria.

TENGRUP et al. ®' (1988) realizaram a mensuragao dos componentes
celulares do tecido de granulagdo, bem como o estudo do metabolismo do zinco e
do cobre, em ratos diabéticos aloxanicos. Para tanto, 2 semanas apos a indugéo
da diabetes mellitus, 6 esponjas de PVC foram implantadas no tecido subcutaneo
de animais diabéticos e controles, visando a cole¢ao do tecido neo-formado. Os
ratos foram sacrificados 4 e 7 dias apés a cirurgia e o tecido de granulagao foi
submetido a analises bioquimicas para a determinagéo dos conteidos de DNA
total, RNA-ribose, hidroxiprolina e hemoglobina, bem como avaliagao da atividade
das fosfatases acida e alcalina. As concentragées de zinco e cobre no soro, no
figado e nos rins também foram determinadas nos dias supracitados. Constatou-
se que o tecido de granulagado dos animais diabéticos continha um menor nimero
de células no 4° dia pds-operatério, como foi estimado pela quantificagdo do
contetido total de DNA. Todavia, no 7° dia ap6s a implantagdo das esponjas, o

conteudo de DNA foi similar em ambos os grupos. O conteido de RNA e a
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propor¢ao RNA/DNA no 7° dia, foram mais baixos no grupo diabético, indicando
um menor numero de células que sintetizam proteinas, como os fibroblastos, e,
provavelmente, uma maior quantidade de células inflamatorias. A atividade
aumentada da fosfatase alcalina no grupo de animais diabéticos, ao 7° dia pos-
cirargico, confirmou a presenga marcante das células inflamatérias, especialmente
os leucocitos polimorfonucleares. A formagao-degradagao de colageno foi
verificada pela quantificacdo da hidroxiprolina. No 7° dia pds-operatorio, o
conteudo total de colageno foi menor nas amostras teciduais do grupo diabético.
Quanto a mensuragdo do conteddo de hemoglobina, os valores mais baixos,
encontrados para os ratos hiperglicémicos, apontam a menor vascularizagdao no

tecido de granulagao destes animais.

Revisando a literatura acerca da cicatrizagdo no organismo humano,
FELIX et al. ? (1990) fizeram alusdo para a evidéncia de que as manifestacdes
agudas da diabetes, tais como a hiperglicemia, a cetoacidose e o coma
hiperosmolar nao cetético levam a um comprometimento da fase inflamatéria da
reparagdo tecidual. Especialmente quanto aos neutrofilos, a quimiotaxia &
deficiente e a fagocitose torna-se alterada, além de apresentarem menor
capacidade de destruicdo dos microorganismos. Segundo eles, talvez a
explicagdo para essas modificages resida no fato destes processos dependerem
de insulina para a obtengao de energia. Em adigao, esse horménio € fundamental
para a proliferagao celular, no tecido de granulagao. Portanto, também ha um

comprometimento na resisténcia ténsil da cicatriz.
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I. ¥ desenvolveram um experimento

Nesse mesmo ano, GRANDINI et a
com o objetivo de avaliar a sintese proteica no tecido de reparo alveolar, em ratos
diabéticos. Os animais foram divididos em trés grupos: 1 - controle; 2 - animais
submetidos a uma cirurgia para a remogéao de cerca de 80% do pancreas e, 3 -
animais que sofreram o mesmo procedimento cirirgico, entretanto, receberam
doses diarias de insulina. Dez dias ap6s o ato cirtrgico, todos os animais
sofreram as exodontias dos dentes incisivos superiores direitos. Os autores
estabeleceram os sacrificios para os animais do grupo 1 aos 3, 4, 5, 7 e 10 dias
pos-operatoérios e, para os integrantes dos grupos 2 e 3, aos 5, 7, 10, 12 e 14 dias
apos as avulsdes. O tecido removido dos alvéolos foi incubado com alanina
marcada com carbono-14, para que se verificassem as taxas de sintese proteica.
Paralelamente, procedeu-se ao estudo microscopico das amostras teciduais. A
incorporagao do aminoacido marcado foi maior nos animais do grupo 2, atingindo
um pico aos 10 dias, o que indicou um atraso na evolugdao do tecido de
granulagao para osso, evidenciando o inicio tardio e a progresséo lenta da fase
fibroblastica. Os achados histolégicos confirmaram esta hipétese. Quanto aos

ratos tratados com insulina, constatou-se uma aceleragao no reparo alveolar, o

que ratificou a influéncia desse hormoénio sobre a sintese proteica.

De acordo com EHRLICHMAN et al. #', em 1991, a diabetes meliitus
esta associada com pobre cicatrizagdo e alta incidéncia de infecgdes. A
hiperglicemia resultante causa um aumento na viscosidade sangiiinea e as

hemacias podem ficar estagnadas na microcirculagdo. Esses autores também
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citaram que a diabetes determina alteragdes na fungado leucocitaria — expressas,
principalmente, pela redugdao na quimiotaxia e deficiéncia na capacidade
fagocitaria — e ainda explicaram que a preseng¢a da neuropatia diabética cria um
campo propicio as infeccdes virulentas, haja vista que esta disfuncdo sensorial
relaciona-se ao estabelecimento de uma pele seca e ndo lubrificada, sendo mais

propensa a fissura.

Em 1993, GARDINER et al. * desenvolveram uma pesquisa
experimental que visava a comprovar a impressao clinica de que a diabetes
mellitus preexistente exacerba a injuria vascular por irradiagéo, na retina. Para
tanto, ratos foram separados em 6 grupos: G1 — controles; G2 — diabéticos ha 3,5
meses; G3 — diabéticos ha 8 meses; G4 — normais irradiados; G5 — diabéticos ha
3,5 meses e irradiados; e G6 — diabéticos ha 8 meses e irradiados. A diabetes
mellitus foi induzida por meio da administragdo de SZ e a dose de radiagao X, no
olho direito dos animais, foi equivalente a 1.000cGy. O estudo ultra-estrutural, 6,5
meses apos a irradiagdo, demonstrou que havia um numero bem maior de algas
capilares acelulares na retina dos animais diabéticos, normais irradiados e
diabéticos irradiados. A diferenga nos valores de registro para capilares acelulares
entre G2 e G3 nao foi estatisticamente significante, apesar de ter sido
significativamente mais baixa do que a estabelecida para G5 e G6, sendo que a
diferenca entre estes dois grupos tambem foi significativa. Comparando-se o efeito
da irradiagcao separadamente em relagao ao estado diabético, foi possivel verificar

que G2, G3 e G4 apresentaram numeros de capilares acelulares equivalentes.

53



EFEITO DA IRRADIACAO LOCAL POR ELETRONS NO PROCESSO DE REPARAGAO TECIDUAL. EM RATOS DIABETICOS
2. REVISTA DA LITERATURA

Dessa forma, os resultados sugeriram uma relacao sinérgica entre a condi¢ao

diabética e a radiagdo ionizante, no desenvolvimento da vasculopatia na retina.

A contragdo do tecido conjuntivo durante o reparo, em condi¢cdes de
diabetes mellitus, foi estudada por FRANZEN & ROBERG ?° (1995). Nessa
pesquisa, ratos foram separados em 2 grupos: experimental, que recebeu uma
injecdo de SZ para a indugao da diabetes, e controle. Apés 4 semanas da
inducdo, todos os animais foram submetidos a uma cirurgia abdominal para a
realizagdo de 2 perfuragbes no intestino delgado. Subgrupos de ratos foram
sacrificados ao 1°, 3°, 5° 7°e 10° dia pos-operatério e as amostras teciduais foram
estudadas por microscopias optica e eletrénica. Os autores verificaram que o
fechamento das perfuragdes mesentéricas, provavelmente, se iniciou no 4° dia
pos-cirtrgico, sendo que todos os ferimentos estavam cicatrizados ao final do
periodo de observagdo. A analise quantitativa dos componentes do tecido de
granulagao nao apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos, o que pode negar uma influéncia deletéria da diabetes no processo de
reparo, nessas condicoes experimentais. Entretanto, foi possivel constatar um
decréscimo significativo na proporgdo superficie/'volume das membranas
plasmaticas nos ratos diabéticos, o que implicaria em um menor numero de
projecoes da membrana citoplasmatica nas células do tecido de granulagao.
Segundo esses pesquisadores, a expressdo destas proje¢oes €& vista em células
que adquirem mobilidade e relaciona-se a contragao de feridas por migracao dos

fibroblastos.
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DEVLIN et al. '8, em 1996, também avaliaram a reparacao tecidual em
alvéolos dentais, no estado diabético controlado e ndo controlado. Nesse trabalho,
ratos foram separados em 3 grupos: o 1° grupo recebeu uma inje¢do de SZ, para
a inducao da diabetes; o 2° grupo recebeu apenas uma solugao tampao e o 3°
grupo foi tratado da mesma forma que o 1°, porém, 2 dias apo6s a indugao, os
animais receberam diariamente uma dose de insulina. Apés 14 dias de
administragdo da SZ, todos os animais sofreram a avulsdo de seus molares
superiores direitos e a coleta de sangue. Os ratos dos grupos 1, 2 e 3 foram
sacrificados aos 2, 7, 10, 17,21,27,e42; 2, 4,7, 10, 14, 17,21,27e 42;e 2,4, 7,
10 e 17 dias que se seguiram a cirurgia, respectivamente. A observagao
histologica do tecido de granulacao presente nos alvéolos mostrou que a diabetes
mellitus insulino-dependente (DMID) nao controlada pode prejudicar a formagao
da matriz colagenosa, implicando em atraso no reparo, aumento da destruicao
alveolar e, portanto, em um resultado clinico menos favoravel. Por outro lado, as
injecbes diarias de insulina propiciaram o restabelecimento da producéo de

colageno e do padrao de neo-formacao 6ssea.

Por meio de um estudo retrospectivo da literatura acerca da patogenia
da diabetes mellitus, KAMAL et al. *' (1996) explicaram que os diversos fatores de
risco envolvidos na reparagao tecidual tornam dificil, sendo impossivel, definir os
elementos-chave na patogénese das complicagdes no processo de reparo em
pacientes diabéticos. De acordo com esses pesquisadores, os eventos

moleculares induzidos pela diabetes propiciam alteragbes metabdlicas a curto
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prazo e determinam danos estruturais a longo prazo. Um dos principais
desarranjos bioquimicos que implicam em prejuizos no reparo tecidual & a
formagao dos produtos finais e irreversiveis da glicosilagao ndo enzimatica. O
mecanismo basico envolve interacdes da glicose com grupamentos amina
reativos, presentes em proteinas, para formar os produtos iniciais da glicosilagao.
Estes produtos sofrem rearranjos quimicos lentos, gerando os produtos finais e
irreversiveis, que interferem em multiplas fungbes celulares, bem como na
dindmica da matriz extracelular. Os produtos finais da glicosilagdo podem agir de
modo a alterar as fungées das células mesenquimais e endoteliais. Verifica-se um
aumento na permeabilidade vascular e na susceptibilidade da matriz extracelular a

degradagao enzimatica.

Respaldados na hipotese de que a osseointegracdo pode ser
prejudicada na diabetes mellitus em decorréncia das alteragbes nos componentes
da matriz extracelular, como o colageno e as proteoglicanas, NEVINS ef al. °', em
1998, examinaram a taxa e a extensdo da cicatrizagdo 6ssea ao redor de
implantes inseridos em ratos normais e diabéticos. Quatorze dias apés a indugao
da diabetes, por meio de uma injegao de SZ, todos os animais foram submetidos a
um procedimento cirtrgico para a insergdo de 3 implantes de titdnio no fémur
direito. Os animais foram sacrificados aos 28 e 56 dias pés-operatérios para as
avaliagdes histologica e histométrica, considerando-se as percentagens de:
preenchimento 6sseo em uma extensao de 250um ao redor do implante, isto €, a

densidade de osso esponjoso; contato entre o osso cortical ou esponjoso no
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perimetro total do implante; e contato entre o osso esponjoso e a superficie do
implante, excluindo-se a zona de osso cortical. A andlise estatistica demonstrou
que a quantidade de osso neo-formado ao redor dos implantes foi similar para
ambos os grupos, nas 2 fases de observagdo. Contudo, o exame microscépico
revelou diferengas no padrao de neo-formagao 6ssea entre os referidos grupos. O
osso neo-formado nos animais diabéticos apresentou caracteristicas de um tecido
imaturo e desorganizado, o que resultou em percentagens decrescidas de
osseointegragao nos 2 tempos estudados, como foi comprovado pela analise dos

dados relativos ao contato entre o osso e a superficie dos implantes.

Em 1999, LOOTS et al. * estudaram os efeitos de diferentes niveis de
glicose sobre a capacidade proliferativa @ morfologia de fibroblastos removidos de
ulceras diabéticas, bem como da pele nao lesionada de pacientes diabéticos nao
insulino-dependentes e voluntarios saudaveis. Nesse trabalho, as amostras
teciduais de todos os pacientes foram devidamente processadas para que se
pudesse obter culturas de fibroblastos e, consequentemente, avaliar a proliferagao
celular por meio da incorporagao de timidina tritiada e verificar as caracteristicas
morfolégicas pela microscopia eletronica. Os resultados mostraram que os
fibroblastos das ulceras diabéticas proliferaram significantemente menos em
relacado aos dois outros grupos, ocorrendo situagao semelhante ao se comparar as
amostras dos pacientes diabéticos nao feridos e voluntarios saudaveis, em meios
de cultura com alta e baixa concentracbes de glicose. Microscopicamente, os

fibroblastos provenientes das ulceras diabéticas apresentaram-se com multiplos
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corpusculos lamelares e vesiculares, sugerindo intensa renovagao de estruturas
intracelulares. A deficiéncia de estruturas microtubulares foi observada em ambas
as amostras diabéticas, sendo relacionada a distirbios na funcao citoesquelética,

que interferem nos mecanismos intrinsecos envolvidos na proliferagao celular.

CECHOWSKA-PASKO et al. ' (1999), por terem demonstrado em
estudos prévios que o estado de diabetes cronico resulta em um decréscimo
significante no conteido de GAGs, presentes na pele de ratos, realizaram uma
pesquisa experimental com a finalidade de comprovar se esta redugao era devida
a uma diminuicdo na sintese ou a um aumento na degradacao destas
macromoléculas. Para tanto, os animais foram separados em 2 grupos:
experimental, em que a diabetes mellitus foi induzida pela SZ, e controle. Apés um
periodo de 2 meses, todos os ratos foram sacrificados e as amostras de pele
foram mantidas em meio de cultura contendo glicosamina marcada com carbono-
14 e sulfato marcado com enxofre-35, para que se pudesse quantificar as GAGs
pela verificagdo da incorporagdo dos tragadores nestes heteropolissacarideos.
Com o objetivo de comparar o efeito da diabetes na biossintese e degradagao das
GAGs, uma parte das culturas teciduais foi incubada e centrifugada varias vezes,
de modo que o sedimento foi coletado para o isolamento das referidas
macromoléculas. Os autores puderam observar que, apos 2 meses de indugao do
estado diabético, o conteido de GAGs na pele dos ratos foi reduzido em cerca de
60%, em comparagdao com os animais do grupo controle. As amostras teciduais

dos ratos diabéticos nao apresentaram degradagdo significativa das GAGs
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marcadas. Os resultados desse experimento sugeriram que a diminuicdo no
conteido de GAGs, na pele dos ratos diabéticos, foi uma consequéncia do
decréscimo na biossintese — especialmente das GAGs sulfatadas, mas nao de um

aumento significativo na degradacao destas macromoléculas.

Em 2000, WETZLER et al.®® executaram uma série de experimentos
visando a estudar a associagao entre a cinética de produgao de duas citocinas
quimiotaticas e a persisténcia da fase inflamatéria durante a reparacgéo tecidual,
em camundongos geneticamente diabéticos. Amostras do tecido proveniente de
feridas excisionais, produzidas na pele de animais diabéticos e saudaveis, foram
coletadas 1, 3, 5, 7 e 13 dias apo6s o ato cirlrgico que determinou os ferimentos e,
entdo, receberam tratamentos distintos objetivando a avaliagao das citocinas MIP-
2 (macrophage inflammatory protein - 2) — para neutréfilos, e MCP-1 (macrophage
chemoattractant protein - 1) — para macrofagos, bem como a investigagéao das
possiveis fontes celulares destas substancias. Com base em testes imunologicos
e imunohistoquimicos, os autores puderam constatar que houve liberagao elevada
de ambas as citocinas até o 13° dia do estudo e, consequentemente, infiltracao
prolongada de neutréfilos e macréfagos, nos tecidos de animais diabéticos.
Quanto as células produtoras destas citocinas, verificou-se que os fatores MIP-2 e
MCP-1 eram secretados por queratindcitos, dos foliculos pilosos e das margens
das feridas, respectivamente. Assim, a secregao prolongada de citocinas
quimiotaticas atuaria na manutencao do processo inflamatorio, que relaciona-se

de modo direto ao retardo na cicatrizagao da pele em camundongos diabéticos.
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Considerando que a disfuncdo dos macréfagos tem sido apontada
como um dos principais mecanismos responsaveis pela cicatrizagao deficiente em
pacientes diabéticos, ZYKOVA et al. ° (2000) desenvolveram uma pesquisa com
o propésito de avaliar a morfologia e a fungdo destas células, in vitro. Nesse
experimento, macréfagos provenientes do peritdénio de camundongos saudaveis e
geneticamente diabéticos foram mantidos em cultura, a fim de se proceder aos
exames morfolégicos, por microscopias oOptica e eletrénica, assim como as

analises das secrecées do fator de necrose tumoral-a (TNF-at), da interleucina-1p

(IL-1B), do fator de crescimento das células endoteliais vasculares (VEGF) e do
oxido nitrico (NO). Esses pesquisadores puderam verificar que os macrofagos dos
animais diabéticos apresentaram alteragcbes morfoloégicas consistentes com
modificacdes intracelulares. Quanto as dosagens das substancias supracitadas,
que sao de relevante importancia para a evolugéo do processo de reparo tecidual,
constatou-se uma reduc¢ao significativa nas secregoes de TNF-a, IL-1p e VEGF
pelos macréfagos dos animais diabéticos. Por outro lado, a liberagao de NO, que é
uma substancia citotoxica para os proprios macrofagos, foi significantemente
maior nas culturas celulares dos camundongos diabéticos. Desse modo, foi
possivel inferir que as fungées dos macréfagos sdo severamente prejudicadas no

estado diabético.
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3. PROPOSICAO

onsiderando-se a escassez de pesquisas cientificas, descritas na
literatura revista, sobre os efeitos de baixas doses da radiagéo de
elétrons no tecido de granulagdo induzido sob condigées de hiperglicemia, este

trabalho experimental teve como proposito:

* Avaliar, histologicamente, os efeitos da irradiacdo local por

feixes de elétrons com 6MeV de energia, aplicados em dose unica de 1Gy,

sobre o processo de reparo tecidual em ratos diabéticos.
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4. METODOLOGIA

MATERIAIS

Amostra

ara a realizagao deste trabalho experimental foram utilizados 48

animais de laboratorio, inicialmente com a qualidade “livre de

patogenos especificos” (SPF) — Rattus norvegicus, Albinus, da linhagem Wistar,
machos, com 6 semanas de idade e peso variando entre 200 e 250g. Estes ratos
foram procedentes do Centro Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIB) da

UNICAMP.
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Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais consistiram nas fases de identificagao
e pesagem dos animais, indugao da diabetes mellitus, anestesia, depilagao,
cirurgia, irradiacdo, obtengdo das amostras teciduais, que foi sucedida pelo
sacrificio dos animais e preparagcdo das laminas histologicas. Para as referidas

fases, foram necessarios os seguintes materiais:

Identificacao e pesagem dos animais

Canetas tipo pincel atbmico nas cores azul, verde, vermelha e preta;

Recipiente plastico para o posicionamento dos animais;

L ]

Balanca de precisao, tipo digital, modelo TEB 1000 (Tecnal);

Tabelas para o registro dos dados.

Inducao da diabetes mellitus

e Estreptozotocina — Streptozotocin mixed anomers ® (Sigma-Aldrich, S0130);

¢ Citrato trissodico 2-hidrato;

e Agua destilada;
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« Seringas hipodérmicas para insulina de 1ml, com agulha ultra-fina,

descartaveis;
« Solugao fisiolégica injetavel de cloreto de sédio a 0,9%;
» Eter etilicop. a.;
» Campanula de vidro;
« Compressas de gaze esterilizadas;
« Glico-fita ® (Lilly do Brasil).
Anestesia

« Solugao anestésica injetavel: pentobarbital sédico a 3% — Hypnol ®

(Laboratério Fontoveter — Divisao Cristalia);

» Seringas hipodérmicas para insulina de 1ml, com agulha ultra-fina,

descartaveis.
Depilacao
» Luvas descartaveis.
Cirurgia’

« Campo cirlrgico;

* Todos os materiais empregados nesta fase foram, previamente, esterilizados.
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Tesoura de ponta romba;

¢ Pin¢a anatdmica,;

¢ Ping¢a dente-de-rato;

e (Cabo de bisturi:

¢« Laminas de bisturi n.° 11;

Compressas de gaze.

Irradiacao

¢ Acelerador linear, modelo MEVATRON 74 (Siemens);

¢ Avental de chumbo com 4mm de espessura.

Obtencao das amostras teciduais

* Solugao fisiolégica de cloreto de sédio a 0,9%;

e Papel filtro;

* Recipientes de vidro com tampa, para o armazenamento das amostras;

e Solucado de formaldeido a 10%;

e Campanula;

e Eter etilico p. a..

66



EFEITO DA IRRADIACAO LOCAL POR ELETRONS NO PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL, EM RATOS DIABETICOS
4, METODOLOGIA

Preparagao das laminas histolégicas

Alcool a 70%:

Alcool absoluto;

Solugao de Xilol p. a,;

Estufa;

Paraplast ® plus (Oxford Labware);

Micrétomo:

Corantes e reagentes.

» Observacbes microscopicas e obtencao de fotomicrografias

¢ Fotomicroscopio Zeiss Pol 01

METODOS

Delineamento experimental

* Esta pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica na Experimentagdo Animal, do Instituto de
Biologia da UNICAMP, em 22/11/99 (APENDICE 1).
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A escolha de ratos como integrantes da amostra experimental justifica-
se por ser esta a segunda espécie animal mais, rotineiramente, utilizada em testes
e pesquisas biomédicas *°, permitir o estabelecimento da uniformidade genética,
ser de facil manipulagdo e manutengao, ter parametros fisiolégicos bem definidos

9. 82 o  especialmente, porque os processos de reparagdo na pele de ratos

apresentam muitas caracteristicas em comum com a pele humana ¥’.

Os animais foram mantidos em biotério climatizado, dentro de gaiolas
plasticas contendo maravalha, durante um periodo de 7 dias para adaptacao.
Conforme recomenda VALERO 2 (1990), os ratos provenientes do CEMIB
possuiam a qualidade SPF, isto €, auséncia de microorganismos capazes de |lhes
induzir doengas, e foram alimentados com ragao balanceada padrdo e agua ad

libitum desde o nascimento até a data do sacrificio.

Grupos experimentais

A amostra foi separada, aleatoriamente, em 4 grupos experimentais
constituidos por um total de 12 ratos. Os animais foram identificados com uma
codificacao propria na cauda, utilizando-se canetas do tipo pincel atémico de
diferentes cores para cada um dos grupos. Desse modo, estabeleceu-se os

seguintes grupos:

* Nuvital ®
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> Animais-controle
> Animais normais irradiados
> Animais diabéticos

> Animais diabéticos irradiados

Conforme as datas preestabelecidas para o estudo do processo de
reparacao tecidual, planejadas para 0 4°, 0 7°, o 13° e o0 21° dias pés-operatorios,

estes animais foram redistribuidos em 16 subgrupos de 3 componentes.

Indugao da diabetes mellitus

Para o estudo da patogénese da diabetes mellitus, pode-se empregar
modelos experimentais com animais geneticamente diabéticos ou induzidos por
substancias e procedimentos cirlrgicos para a remogao do pancreas. O modelo
quimicamente induzido & uma alternativa previsivel, pouco invasiva e econémica
de se obter a condicao de diabetes, podendo ser mantida por um periodo de

tempo suficiente para se avaliar os efeitos agudos e crénicos desta sindrome.

Existem duas substancias com agao diabetogénica freqientemente
empregadas: a estreptozotocina e a aloxana. Contudo, a SZ tem sido preferida por
ser um agente citotoxico irreversivel e altamente especifico para as células beta-
pancreaticas ' '® “°. Portanto, a toxicidade geral da droga é muito menor, nao se

observando efeitos adversos significativos em érgaos como o figado e os rins.
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Além disso, a escala de doses que provocam a diabetes & bastante ampla em
comparagdo com a aloxana, que exibe uma margem estreita entre as doses
toxicas, letais e diabetogénicas ' *°. Dessa forma, a utilizagdo da SZ propicia a

sobrevivéncia prolongada dos animais em um estado diabético mais estavel.

A SZ é um antibidtico de amplo espectro que é extraido naturalmente
como um produto do Streptomyces acromogenes, sendo a diabetogénese um
resultado da destruicao das células beta-pancreaticas, decorrente de 2 fenébmenos
distintos, porém, nao excludentes: efeito citotoxico direto e agdo de mecanismos

relacionados ao sistema imune, possivelmente uma ativagao auto-imune .

No presente trabalho, optou-se por uma técnica similar a aplicada por
JUNOD et al. *° (1967). No dia que antecedeu a indugdo da diabetes mellitus,
todos os animais foram pesados em balanca de precisdo e mantidos em jejum por
16 horas. Minutos antes de se iniciar as injegbes, a SZ foi diluida em solugéo
tampao de citrato trissédico 0,01lmol em pH 4,5. A quantidade de SZ
homogeneizada na solugao foi calculada de acordo com o peso dos animais que
receberiam a injecao intravenosa, contendo a referida substancia, na dose de
35mg/kg de peso corporeo. Os animais controles e normais irradiados foram
igualmente anestesiados por inalacdo no interior de uma campéanula cuja
atmosfera era saturada com éter etilico, previamente as injegdes, mas, ao invés
da SZ, aplicou-se solugao fisiolégica de cloreto de sodio a 0,9% estéril. Para a
injecao das solugdes de SZ e fisiologica, puncionou-se a veia peniana (FIG. 1). A

escolha da veia peniana em relagdo a caudal ou até mesmo outras veias se
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justifica pela localizagdo anatémica da primeira, que confere maior facilidade a

visualiza¢ao, palpacao e pungao.

A comprovagao do estado diabético se deu por meio da pesquisa de
glicose na urina dos animais, com o emprego da GLICO-FITA ® 72 horas e 1
semana apos a inducao. Todos os ratos tiveram sua urina testada, inclusive os
normais. Este método apresenta uma escala de tonalidades, para as reacoes da
urina, que varia do amarelo ao verde (FIG. 2). Os tons de verde indicam a
presenca de glicose na urina, em diversas concentragées, que sao
correspondentes ao grau de escurecimento da fita. A coloracdo amarela resultante
& uma caracteristica que denota auséncia de glicose na urina, sendo, portanto, um
parametro de diferenciagdo entre animais normais e diabéticos. O método da
GLICO-FITA ®, se utilizado com critério e segundo as recomendacgdes do
fabricante, & bastante satisfatorio em exames de triagem e controle da diabetes
por nao fornecer resultados falso-positivos. Apesar de a determinagao das taxas
de glicose serica ser postulada como a maneira mais fidedigna para se
diagnosticar os estados hiperglicémicos, a avaliacao da glicosuria € um metodo
nao invasivo para se comprovar a condicao de hiperglicemia nos animais
previamente induzidos. Este foi um fator importante a ser considerado, uma vez
que a maioria dos procedimentos constantes deste trabalho experimental

causaram muito estresse nos ratos.

Vale ressaltar que somente os animais comprovadamente diabéticos

foram selecionados para os grupos de diabéticos e diabéticos irradiados. Além dos
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testes de glicosuria, caracteristicas como a polidipsia, a polituria e o odor cetdnico
que emanava da urina dos ratos induzidos, foram elementos de diferenciacao

entre individuos diabéticos e normais.

Anestesia e depilagcdo

O ato cirtrgico foi realizado 15 dias apés a indugdo da diabetes
mellitus, tendo em vista que, neste periodo, ja se constatam alteragoes fisiologicas

relevantes '8 5 %°

, como uma reducgdo de cerca de 50% na produgao de colageno
% Posteriormente a uma segunda pesagem e a um ciclo de jejum que durou 8
horas, todos os animais foram anestesiados com uma dose unica de 40mg/kg de

peso corpoéreo de pentobarbital sédico a 3%, injetada intraperitonealmente 8,

Procedeu-se em seguida a depilagdo manualmente, em uma grande
area da regido dorsal direita, a fim de se evitar irritagdo quimica na pele dos

animais.

Cirurgia

Durante a cirurgia, o animal foi mantido em decubito ventral horizontal
para que se efetuasse uma ferida excisional retangular, medindo 1,5 x 2,5cm, a

aproximadamente 1cm da espinha dorsal, na regido anterior do lado direito.
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Objetivando a padronizagao das feridas, confeccionou-se um gabarito plastico
para marcar a area de exérese com uma caneta dermatografica. Planejou-se a
maior incisdo paralela a espinha dorsal e a excisao tecidual de modo a incluir a
epiderme, a derme e o tecido conjuntivo sub-dermal. A ferida, que possuia
profundidade aproximada de 2mm, apresentava tecido muscular bem
vascularizado em sua base (FIG. 3). Apdés o ato cirigico, os animais foram
recolocados em suas respectivas gaiolas e mantidos com alimentagdo e agua ad

libitum, semelhantes ao periodo antecedente.

Nao foram realizados curativos sobre as areas operadas e, por nao se

observar indicios de infecgdo, a administragao de antibiéticos foi dispensada.

Irradiacao

No 3° dia que sucedeu o ato cirurgico, os animais dos grupos diabéticos
irradiados e normais irradiados foram levados ao Centro de Assisténcia Integral e
Sautde da Mulher (CAISM) da UNICAMP para a irradiagao por elétrons. Aplicou-se
uma dose unica de 1Gy, produzida com feixes de elétrons que possuiam 6MeV de
energia e penetragdo uniforme a 1cm, em uma area que compreendia cerca de
1cm lateralmente as margens das feridas (FIG. 4). Os feixes foram produzidos por
meio de um aparelho MEVATRON 74, que € um acelerador linear, sendo a

distancia fonte-pele de 100cm e o tempo de exposicao de 35seg. Para a prote¢ao
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das feridas, bem como do restante do corpo dos animais, utilizou-se um avental de

chumbo com espessura de 4mm, especialmente confeccionado para este fim.

A escolha da regiao a ser irradiada foi baseada no entendimento de que
o tecido higido, localizado além das margens de uma area de exérese, comporta-
se como o progenitor do tecido de granulagdo formado na parte central do

ferimento.

O emprego dos feixes de elétrons, neste estudo radiobiolégico,
respalda-se em diversas propriedades que os tornam bem apropriados para o
tratamento da pele ** *2. A principal delas é que a penetragdo pode ser controlada,
com pouca ou nenhuma exposi¢cao do tecido abaixo da profundidade desejada.
Além da profundidade de dose maxima, que, no presente estudo, foi de 1cm, a
dose tende a decrescer sensivelmente. Em adicao, os elétrons criam uma dose
relativamente homogénea na area tratada. A penetracdo dos feixes de elétrons
nos tecidos é consideravelmente menor, em comparagao com feixes de raios X de
mesma energia. A dose de radiagdo X na pele tende a decrescer com o aumento
da energia dos feixes, causando efeitos biologicos em regides anatémicas mais
profundas ?’. Segundo GOLDSCHMIDT et al. *° (1994), o efeito radiobiolégico dos
elétrons sobre um determinado tecido irradiado €, essencialmente, idéntico ao dos
raios X de mesma energia. Como a finalidade basica deste trabalho era avaliar os
efeitos da radiagdo ionizante sobre os elementos da reparagao tecidual, na pele
de ratos normais e diabéticos, julgou-se a irradiacao por elétrons como o

procedimento mais adequado as condigbes experimentais idealizadas. O maior
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poder de penetracéo dos raios X implicaria em dano tecidual a uma profundidade
maior que a desejada, sendo este mais um fator de variagao no processo de

reparo.

Obtengao das amostras teciduais

A obtencao das amostras de pele com o posterior sacrificio de animais
pertencentes a cada um dos 4 grupos foi planejada para acontecer no 4°, 7°, 13°e

21° dia p6s-operatorio.

Os procedimentos prévios as biopsias de pele foram similares aos
realizados para as cirurgias. Assim, os animais foram anestesiados com uma dose
tnica e intraperitoneal de pentobarbital sédico a 3% e mantidos em decubito
ventral, para que se pudesse efetuar 4 incisbes paralelas as margens das feridas,
com profundidade de aproximadamente 2mm. Estas incisdes foram,
subsequentemente, unidas de modo a propiciar a remogao de uma area de tecido
que continha uma margem de pele sem solugao de continuidade e o ferimento ou
cicatriz em sua porg¢ao central. Em seguida, as amostras teciduais foram
devidamente lavadas com solucao fisiologica de cloreto de sodio a 0,9%, visando
a eliminacao dos residuos de sangue. O excesso da solugao fisioldgica foi retirado

com o auxilio de papel filtro.
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As amostras teciduais foram, entdo, acondicionadas em recipientes de
vidro com tampas, contendo solugdo de formaldeido a 10%, por um periodo

superior a 72 horas, até o seu processamento laboratorial.

Posteriormente ao ato de biopsia, os animais foram sacrificados por
aprofundamento da indugao anestésica com a inalagao de éter etilico, no interior

de uma campanula de vidro, até a perda total e permanente dos sinais vitais.

Preparacao das amostras teciduais para os exames histologicos

As amostras teciduais passaram pelas fases de desidratacao,
clarificacao, inclusao em Paraplast ® plus e corte, segundo as técnicas de rotina
empregadas no laboratério de Histologia. Por meio de um micrétomo, foram
obtidos cortes com 5um de espessura para a confecgao das laminas histolégicas.
Subsequentemente, as ldminas foram separadas em 3 lotes, que foram corados
por HE e picrosirius, e, submetidos a reagdo histoquimica com o azul de toluidina
em pH 4,0 e concentracdao de 0,025%, respectivamente. Para cada método
histolégico, foram preparadas 3 ldminas das secgbes teciduais de animais

representantes dos 16 subgrupos estudados.

A coloragao por HE, de acordo com a técnica de rotina empregada no
laboratério de Histologia, aplicou-se ao estudo morfolégico dos tecidos que

passavam pelo processo de reparo tecidual, nos diferentes grupos estudados.
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O método do picrosirius, ao exame microscopico sob luz polarizada, foi
utilizado especificamente com a finalidade de identificar e avaliar a maturagéao dos

feixes de fibras colagenas, pela evidenciagao de sua birrefringéncia positiva.

O método histoquimico permitiu a observacao da reagcao quimica entre
as moléculas de GAGs e o azul de toluidina, possibilitando também o estudo da
associagao macromolecular orientada entre as GAGs e o colageno, por meio da

determinagao do dicroismo linear.

* Observagoes microscopicas e obtengao de fotomicrografias

Os estudos histolégicos das amostras teciduais, bem como as
fotomicrografias que ilustram esta dissertacao, foram realizados com o auxilio de

um fotomicroscopio Zeiss Pol 01.
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-

Figura 1. Puncdo na veia peniana, durante a fase de indugdo da
diabetes mellitus.
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Figura 2. Apresentacao da GLICO-FITA ® (Lilly do Brasil).
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Figura 3. Area e base da ferida excisional, realizada no dorso dos animais.

Figura 4. Animal posicionado para a irradiacao.
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5. RESULTADOS

eguem-se os resultados das observagbes microscopicas relativas
as amosfras teciduais dos animais utilizados nesta pesquisa

experimental.

Descri¢cao Morfolégica

Coloragao por Hematoxilina-Eosina (FIG. 5 - 12)

> Animais controles e normais irradiados

4° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: a parte mais superficial da ferida mostrou-se recoberta por
uma crosta de material necrético. Logo abaixo desta crosta, observou-se um

infiltrado  inflamatério agudo, contendo predominantemente leucocitos
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polimorfonucleares, bem como alguns macréfagos e linfocitos. O tecido conjuntivo

subjacente ja apresentava muitos fibroblastos e vasos sangiiineos neo-formados.

Animais normais irradiados: observou-se uma crosta necrética recobrindo todo
o ferimento. O tecido de granulagdo possuia um infiltrado inflamatério agudo e
apresentava-se com menor espessura, em comparagao com as amostras
teciduais de animais-controle, evidenciando-se a escassez de fibroblastos. Ainda

nao havia indicios de neo-formacao vascular.

7° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: as amostras teciduais ainda exibiam resquicios da crosta
necroética, entretanto, o epitélio as margens da ferida mostrava-se hiperplasico,
evidenciando os processos de migragdo e proliferagéo. No tecido de granulagéo,
observou-se uma reduga@o no nimero de células inflamatorias, juntamente com um
aumento na quantidade de vasos sanglineos neo-formados e fibroblastos, que ja
apresentavam uma certa orientagcdo. A presenga de feixes de fibras colagenas

denotava o inicio da fibrogénese.

Animais normais irradiados: constatou-se a persisténcia da crosta necroética,
nao obstante o epitélio ja apresentasse uma discreta hiperplasia as margens do
ferimento, sinalizando o inicio dos processos de migracao e proliferagao. O tecido
de granulacdo ainda exibia células inflamatérias, porém, observavam-se muitos

fibroblastos e vasos sangiineos neo-formados.
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13° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: o tecido de granulagao apresentou-se totaimente recoberto por
epitélio queratinizado, que exibia as suas quatro camadas celulares bem definidas.
Observou-se um aumento consideravel na quantidade de feixes de fibras
colagenas neo-formados, bem como uma diminuigcdo no nimero de fibroblastos.
Nesta fase da reparacao, os fibroblastos remanescentes mostravam-se dispostos

paralelamente a camada epitelial superficial.

Animais normais irradiados: a area da ferida encontrava-se completamente
revestida por uma fina camada de epitélio, ainda em evolugdao. O tecido de
granulacdo apresentou muitos fibroblastos, ordenados paralelamente a camada
epitelial. Nesta fase, ja era possivel observar feixes de fibras colagenas bem

evidentes, embora a quantidade destes componentes fosse menor em

comparagao com as amostras teciduais do grupo de animais-controle.

21° dia da reparacéo tecidual

Animais-controle: o epitélio queratinizado mostrou-se menos espesso em
relacao ao 13° dia do reparo tecidual. O tecido conjuntivo apresentou-se bastante
fibroso, com feixes de fibras colagenas mais evidentes. Foi possivel observar
todos os componentes que estdo presentes em um tecido normal, inclusive os

anexos da pele.

Animais normais irradiados: observou-se uma camada de epitélio queratinizado,
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mais espessa, recobrindo completamente a regido da ferida. O tecido de
granulagao apresentou uma quantidade maior de feixes de fibras colagenas, em
relagdo ao 13° dia. A auséncia de anexos da pele, na area do ferimento, denotou
um menor grau de evolugdo deste tecido, se comparado as amostras teciduais

dos animais-controle.

> Animais diabéticos e diabéticos irradiados

4° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: a area superficial do ferimento encontrava-se recoberta por
uma crosta de material necroético. O tecido de granulagdo subjacente, apresentava
um infiltrado inflamatério agudo exuberante — representado essencialmente por
leucécitos polimorfonucleares. Ainda ndo se observavam fibroblastos e vasos

sanguineos neo-formados.

Animais diabéticos irradiados: a ferida apresentou-se completamente recoberta
por uma espessa crosta necroética, observando-se poucas células inflamatérias
subjacentes. A faixa que compreendia o tecido de granulagcao era relativamente
mais fina, em comparag¢do com as amostras teciduais dos animais diabéticos. Nao

havia indicios de neo-formagao vascular.

7° dia da reparacéo tecidual

Animais diabéticos: até esta fase, o ferimento permaneceu recoberto por uma
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crosta de material necrético, constatando-se a persisténcia do infiltrado
inflamatoério agudo. Entretanto, no tecido conjuntivo, abaixo da zona de
inflamacao, ja era possivel observar muitos vasos sangiiineos neo-formados, bem

como o aparecimento dos fibroblastos.

Animais diabéticos irradiados: constatou-se a persisténcia da crosta necroética
espessa, recobrindo todo o ferimento. Neste estagio da reparagado tecidual,
observou-se um aumento na quantidade de células inflamatoérias, juntamente com

o surgimento de diversos vasos sangiineos neo-formados.

13° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: ainda observavam-se remanescentes da crosta necrotica, na
parte mais superficial do ferimento. Somente neste estagio da reparacdo tecidual é
que se evidenciaram os sinais de migracdo e proliferacao epiteliais. O tecido de
granulagao ja exibia muitos fibroblastos ordenados, bem como feixes de fibras

colagenas neo-formados.

Animais diabéticos irradiados: foi possivel evidenciar os processos de migragao
e proliferacdo epiteliais, observando-se ainda resquicios da crosta necrética. O
tecido de granulacdo ja apresentava muitos fibroblastos orientados, embora o
fenébmeno da fibrogénese fosse menos expressivo em relagdo as amostras

teciduais do grupo de animais diabéticos.
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21° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: o ferimento ja se encontrava totalmente recoberto por
epitélio queratinizado, apesar de este tecido mostrar-se atréfico, em comparagao
com o revestimento epitelial das amostras teciduais de animais-controle e normais
irradiados. O tecido de granulagdo apresentou-se bastante celular, contendo
muitos fibroblastos com orientagédo paralela a camada epitelial, porém, exibia uma
quantidade maior de feixes de fibras colagenas. Nao se constatou a presenca de

anexos da pele, na area do ferimento.

Animais diabéticos irradiados: nesta fase da reparacdo, observou-se que as
caracteristicas morfolégicas das amostras teciduais, dos representantes deste
grupo, foram muito similares aquelas apresentadas pelos animais diabéticos nao

irradiados.

Avaliagcao Macromolecular do Colageno

Coloragao pelo Método do Picrosirius (FIG. 13 — 16)

A presente avaliagao qualitativa consistiu na identificagao e localizagao
dos feixes de fibras colagenas por meio da coloragdo com uma substancia
composta, sirus red-acido picrico, que se liga as moléculas de colageno, melhor

evidenciando sua birrefringéncia positiva.
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Neste método, ao exame microscépico sob luz polarizada, o brilho dos
feixes de fibras colagenas é visivel na tonalidade vermelha, expressando o grau
de organizagao macromolecular dos mesmos. Assim, uma maior birrefringéncia
relaciona-se a uma maior intensidade da cor vermelha, o que denota ndo sé um
aumento no numero de feixes de fibras colagenas, mas também um avango em

termos de maturagao.

> Animais controles e normais irradiados

4° dia da reparagéo tecidual
Animais-controle: embora a birrefringéncia fosse perceptivel, os feixes de fibras

colagenas apresentavam-se esparsos e imaturos.

Animais normais irradiados: a birrefringéncia apresentou-se de modo ténue.
Observou-se que os feixes de fibras colagenas mostraram-se mais esparsos e
imaturos, em comparagao com os feixes de colageno das amostras teciduais de

animais-controle.

7° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: a birrefringéncia foi mais evidente, indicando ndo s6 a
presenca de uma maior quantidade de feixes de fibras colagenas, mas também o

inicio de sua organizagao macromolecular.

Animais normais irradiados: observou-se um aumento da birrefringéncia, porém,
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os feixes de fibras colagenas ainda se apresentavam imaturos.

13° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: observou-se um aumento consideravel na intensidade da
birrefringéncia, consistente com um aumento na quantidade de feixes de fibras

colagenas, que encontravam-se mais organizados.

Animais normais irradiados: a birrefringéncia tornou-se mais evidente,
correspondendo ao periodo de inicio da organizagao macromolecular dos feixes

de fibras colagenas.

21° dia da reparagéo tecidual

Animais-controle: o tecido de granulacdo apresentou o mais elevado padrao de
birrefringéncia, em comparagdo com as amostras teciduais dos animais

pertencentes aos outros grupos estudados, denotando a plenitude da fibrogénese.

Animais normais irradiados: observou-se um aumento consideravel na
birrefringéncia, contudo, os feixes de fibras colagenas ainda nao haviam atingido
um estagio de maturagao similar aquele das amostras provenientes dos animais-

controle.

> Animais diabéticos e diabéticos irradiados

4° dia da reparagédo tecidual
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Animais diabéticos: apesar de o tecido de granulagdo apresentar sinais de

birrefringéncia, a quantidade de feixes de fibras colagenas era muito reduzida.

Animais diabéticos irradiados: observou-se sinais infimos de birrefringéncia,

demonstrando a escassez de feixes de fibras colagenas.

7° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: percebeu-se um discreto aumento da birrefringéncia, mas os

feixes de fibras colagenas continuaram a apresentar-se imaturos e esparsos.

Animais diabéticos irradiados: a birrefringéncia foi mais evidente, entretanto, o
tecido de granulagdo apresentava feixes de fibras colagenas mais imaturos e

esparsos, em comparagao com as amostras teciduais de animais diabéticos.

13° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: constatou-se um aumento da birrefringéncia, indicativo de
um maior numero de feixes de fibras colagenas presentes no tecido de
granulacao. No entanto, o estado de organizagao macromolecular do colageno
ainda era precario, em relacdao as amostras teciduais dos animais normais

irradiados.

Animais diabéticos irradiados: observou-se um discreto aumento da

birrefringéncia, que era comparativamente menos intensa, considerando-se as
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caracteristicas do tecido de granulagéo dos animais diabéticos.

21° dia da reparagéo tecidual

Animais diabéticos: observou-se um aumento sensivel na intensidade da
birrefringéncia, consistente com um maior nimero de feixes de fibras colagenas,

que também ja haviam atingido um estagio mais elevado de maturagao.

Animais diabéticos irradiados: a birrefringéncia mostrou-se mais intensa.
Todavia, embora o tecido de granulagcao exibisse maior quantidade de feixes de
fibras colagenas, que ja apresentavam uma evolucdo em termos de maturacéo,
estas caracteristicas foram menos marcantes do que nas amostras teciduais dos

animais diabéticos.

Estudo da Organizagao Macromolecular dos Feixes de

Fibras Colagenas

Reacao Histoquimica com o Azul de Toluidina (FIG. 17 — 24)

O azul de toluidina a 0,025% e pH 4,0 tem a capacidade de reagir
histoquimicamente com as moléculas de GAGs carboxiladas e sulfatadas. Em
adicao, pelo fato de as moléculas de GAGs associarem-se as fibras colagenas por

meio de uma orientacdo bem definida, que € responsavel pela estabilidade do
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colageno, também & possivel a determinagao do dicroismo linear. A pesquisa do
dicroismo linear fornece informagdes sobre a organizagdo macromolecular do
tecido em estudo ®°. O dicroismo & uma propriedade que confere aos tecidos
examinados, sob microscopia de polarizagcao, a caracteristica de apresentarem
duas coloragdes, a depender do plano em que vibram os feixes de luz polarizada.
Neste trabalho, sempre que os feixes de fibras colagenas estavam paralelos ao
plano de polarizacao da luz, a cor do tecido era azul ortocromatica. Por outro lado,
se os feixes de fibras colagenas estivessem perpendiculares ao referido plano, a
cor do tecido observado era rosa metacromatico. E importante ressaltar que o
fendmeno do dicroismo s6 ocorre se houver organizagao macromolecular no
tecido em estudo. Caso contrario, as amostras teciduais permanecem com a
coloragao azul, em ambos os planos de polarizagéo da luz. A primeira evidéncia
do dicroismo, em uma dada fase da avaliagdo, indica que os feixes de fibras
colagenas encontram-se em processo de organizacao macromolecular no tecido

de granulagdo, embora nao signifique que o referido processo ja esteja completo.

> Animais controles e normais irradiados

4° dia da reparagéo tecidual

Animais controles e normais irradiados: observou-se a auséncia de dicroismo.

7° dia da reparagéao tecidual

Animais-controle: as amostras teciduais apresentaram dicroismo, que evidenciou
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0 inicio da organizagdo macromolecular dos feixes de fibras colagenas presentes

no tecido de granulagao.

Animais normais irradiados: constatou-se auséncia de dicroismo.

13° e 21° dias da reparagao tecidual

Animais controles e normais irradiados: o fenémeno do dicroismo foi

claramente evidenciado.

> Animais diabéticos e diabéticos irradiados

4°, 7° e 13° dias da reparagéo tecidual

Animais diabéticos e diabéticos irradiados: observou-se a auséncia de

dicroismo.

21° dia da reparagé&o tecidual

Animais diabéticos e diabéticos irradiados: constatou-se o fendmeno do
dicroismo, sinalizando a etapa inicial do processo de organizagao macromolecular

dos feixes de fibras colagenas.
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Figura 5. Fotomicrografias das amostras teciduais no 4° dia p6s-operatorio,
submetidas a coloragao por HE. A: animal-controle (aumento original 2,5 x
1,25 x 10); B: animal-controle (aumento original 6,3 x 1,25 x 10); C: animal
normal irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D: animal normal
irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).

93



EFEITO DA IRRADIAGAO LOCAL POR ELETRONS NO PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL, EM RATOS DIABETICOS
5. RESULTADOS

Wil TR

b il ool
e uy

i Sl

Figura 6. Fotomicrografias das amostras teciduais no 4° dia pos-operatorio,
submetidas a coloragdo por HE. A: animal diabético (aumento original 2,5 x
1,25 x 10); B: animal diabético (aumento original 6,3 x 1,25 x 10); C: animal
diabético irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D: animal diabético
irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 7. Fotomicrografias das amostras teciduais no 7° dia pos-operatorio,
submetidas a coloragdo por HE. A: animal-controle (aumento original 2,5 x
1,25 x 10); B: animal-controle (aumento original 6,3 x 1,25 x 10); C: animal
normal irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D: animal normal
irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 8. Fotomicrografias das amostras teciduais no 7° dia pos-operatorio,
submetidas a coloraga@o por HE. A: animal diabético (aumento original 2,5 x
1,25 x 10); B: animal diabético (aumento original 6,3 x 1,25 x 10); C: animal
diabético irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D: animal diabético
irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 9. Fotomicrografias das amostras teciduais no 13° dia pos-operatorio,
submetidas a coloragao por HE. A: animal-controle (aumento original 2,5 x
1,25 x 10); B: animal-controle (aumento original 6,3 x 1,25 x 10); C: animal
normal irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D: animal normal
irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 10. Fotomicrografias das amostras teciduais no 13° dia pos-
operatério, submetidas a coloragdo por HE. A: animal diabético (aumento
original 2,5 x 1,25 x 10); B: animal diabético (aumento original 6,3 x 1,25 x
10); C: animal diabético irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D:
animal diabético irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 12. Fotomicrografias das amostras teciduais no 21° dia pods-
operatorio, submetidas a coloracao por HE. A: animal diabético (aumento
original 2,5 x 1,25 x 10); B: animal diabético (aumento original 6,3 x 1,25 x
10); C: animal diabético irradiado (aumento original 2,5 x 1,25 x 10); D:
animal diabético irradiado (aumento original 6,3 x 1,25 x 10).
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Figura 13. Fotomicrografias das amostras teciduais no 4° dia pos-operatorio,
submetidas a coloragéo por picrosirius. A: animal-controle; B: animal normal

irradiado; C: animal diabético; D: animal diabético irradiado. Aumento original
6,3x 1,25 x 10.
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Figura 14. Fotomicrografias das amostras teciduais no 7° dia pos-operatério,
submetidas a coloragao por picrosirius. A: animal-controle; B: animal normal
irradiado; C: animal diabético; D: animal diabético irradiado. Aumento original
6,3x 1,25 x 10.
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Figura 15. Fotomicrografias das amostras teciduais no 13° dia pos-
operatério, submetidas a coloracao por picrosirius. A: animal-controle; B:
animal normal irradiado; C: animal diabético; D: animal diabético irradiado.
Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.
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Figura 16. Fotomicrografias das amostras teciduais no 21° dia pés-
operatorio, submetidas a coloragdo por picrosirius. A: animal-controle; B:
animal normal irradiado; C: animal diabético; D: animal diabético irradiado.
Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.
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Figura 17. Fotomicrografias das amostras teciduais no 4° dia pés-operatorno, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal-controle (c», paralela ao plano de
polarizagdo da luz); B: animal-controle (I}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz); C:
animal normal irradiado (>, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal normal irradiado
({}, perpendicular ao plano de polarizacao da luz). Aumento onginal 6,3 x 1,25 x 10.

Figura 18. Fotomicrografias das amostras teciduais no 4° dia pés-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal diabético (>, paralela ao plano de
polarizagéo da luz); B: animal diabético ({}, perpendicular ao plano de polarizagdo da luz), C:
animal diabético irradiado (<>, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal diabético
irradiado (£}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.
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Figura 19. Fotomicrografias das amostras teciduais no 7° dia pés-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal-controle (>, paralela ao plano de
polarizacédo da luz); B: animal-controle ({1, perpendicular ao plano de polarizagdo da luz); C:
animal normal irradiado (=, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal normal irradiado
({1, perpendicular ao plano de polarizacéo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.

Figura 20. Fotomicrografias das amostras teciduais no 7° dia pés-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal diabético (<>, paralela ao plano de
polarizagao da luz); B: animal diabético ({}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz), C:
animal diabético irradiado (>, paralela ao plano de polarizagédo da luz); D: animal diabético
irradiado ({1, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.
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Figura 21. Fotomicrografias das amostras teciduais no 13° dia pos-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal-controle (>, paralela ao plano de
polarizagé@o da luz); B: animal-controle ({}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz); C:
animal normal irradiado (>, paralela ao plano de polarizacéo da luz); D: animal normal irradiado
({, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.

Figura 22. Fotomicrografias das amostras teciduais no 13° dia pés-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal diabético (=, paralela ao plano de
polarizagao da luz), B: animal diabético ({}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz); C:
animal diabético irradiado (=, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal diabético
irradiado ({}, perpendicular ao plano de polarizagdo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.
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Figura 23. Fotomicrografias das amostras teciduais no 21° dia pés-operatério, submetidas a
reacdo histoguimica com o azul de toluidina. A: animal-controle (>, paralela ao plano de
polarizagéo da luz); B: animal-controle ({}, perpendicular ao plano de polarizagéo da luz); C:
animal normal irradiado (=, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal normal irradiado
({3, perpendicular ao plano de polarizagdo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.

Figura 24. Fotomicrografias das amostras teciduais no 21° dia pos-operatorio, submetidas a
reacdo histoquimica com o azul de toluidina. A: animal diabético (2>, paralela ao plano de
polarizagdo da luz); B: animal diabético ({}, perpendicular ao plano de polarizagao da luz); C:
animal diabético irradiado (=, paralela ao plano de polarizagdo da luz); D: animal diabético
irradiado ({}, perpendicular ao planc de polarizagéo da luz). Aumento original 6,3 x 1,25 x 10.

108



EFEITO DA IRRADIACAO LOCAL POR ELETRONS NO PROCESSO DE REPARAGCAO TECIDUAL, EM RATOS DIABETICOS
5. RESULTADOS

Figura 25. Aspecto macroscopico das feridas no 4° dia pos-operatorio. A:
animal-controle; B: animal normal irradiado; C: animal diabético; D: animal
diabético irradiado.

Figura 26. Aspecto macroscopico das feridas no 21° dia pos-operatorio. A:
animal-controle; B: animal normal irradiado; C. animal diabético;, D: animal
diabético irradiado.
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6. DISCUSSAO

descoberta da radiagao X por Wilhelm Conrad Réntgen, em

1895, a despeito da grande contribuicao para varios
seguimentos do campo cientifico, principalmente na area de salde, também
implicou em danos biolégicos significantes. Com o passar do tempo, o estudo da
interacao radiacao ionizante-tecidos vivos tornou-se um assunto de crescente
relevancia, dando origem a radiobiologia. Esta ciéncia, que tem por objetivo a
pesquisa dos efeitos biolégicos da irradiagéo, propicia o respaldo para que os
profissionais técnicos ou especialistas em radiologia se protejam e oferegam
protecdo a todos os individuos expostos as radiactes ionizantes, bem como

procurem aumentar os beneficios e reduzir ao maximo os danos radiobiologicos.

A excecdo dos acidentes envolvendo material radioativo, como os que
ocorreram em Hiroshima, Nagasaki, Chernobyl e Goiania, e, do tratamento
reabilitador em pacientes submetidos a radioterapia, a oportunidade de se estudar

os efeitos das radiagbes ionizantes nos tecidos humanos € deveras escassa.
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Dessa forma, os animais de laboratério aparecem como uma alternativa viavel as
experimentagdes radiobiolégicas. Obviamente, existem ressalvas ao emprego dos
resultados obtidos em animais para a comparagdo com humanos, tendo em vista

as diferencas fisiologicas, nutricionais e ambientais.

Na rotina da préatica clinica, ndo sdo raros os casos em que €
necessaria a irradiagao de regiées anatdmicas em processo de cicatrizagao, seja
essa irradiagao com finalidade de diagnéstico ou terapéutica. Essas situagdes
exigem um conhecimento basico do profissional acerca dos efeitos radiobiolégicos
sobre o tecido de granulagédo, uma vez que € de sua inteira responsabilidade a
analise da relagao risco-beneficio, bem como o planejamento da irradiagao de
modo a minimizar a agao deletéria as estruturas teciduais. Estas constatages
motivaram o desenvolvimento de diversas pesquisas radiobiolégicas, dentre elas,
as que foram realizadas por POHLE ef al. > (1931); POHLE et al. * (1949);
GRILLO & POTSAID *(1961); GRILLO * (1963); ITOIZ et al. ** (1969); VAN DEN
BRENK et al. ® (1974); GUIDUGLI NETO ** (1987); GORODETSKY et al. *'
(1988); RAVELI et al. *° (1990); ABDALLA et al. ' (1991); WATANABE et al. &

(1994); ALMEIDA 2 (1997); MONTEIRO “® (1999) e LOURENCO *® (2000).

Em se tratando de diagnéstico por imagens, a maioria das modalidades
que empregam radiagdao ionizante determina a exposicdo cutanea. No que
concerne a radioterapia, BERNSTEIN et al. 7 (1993) explicaram que as injurias
decorrentes da aplicacdo de feixes externos manifestam-se inicialmente na pele.

Levando em conta inUmeros trabalhos publicados sobre os efeitos das radiagoes
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ionizantes nos diversos componentes dérmicos e epidérmicos, ponderou-se que a
cicatrizacéo por segunda intencao seria preferivel, neste modelo experimental, por
depender ndo apenas da formagdo do tecido de granulagdo, mas também da
contragao e da epitelizagdo do ferimento. Todos estes fendbmenos envolvem a
atividade de componentes celulares. Conforme GORODETSKY et al. *' (1988), a
influéncia da irradiagao pos-operatoria € modificada pela extensao do processo de
reparacao tecidual que ja se completou. Esse principio suporta as inferéncias de
MOORE *° (1984), ALMEIDA 2 (1997) e MONTEIRO “® (1999) acerca da maior
radiossensibilidade relativa ao tecido conjuntivo num periodo de proliferagdo mais
intensa, que, segundo os resultados obtidos a partir de estudos experimentais
desenvolvidos pelos dois ultimos pesquisadores, corresponderia ao 3° dia pos-
operatorio. Portanto, a escolha do 3° dia pds-cirirgico para a irradiagao foi
baseada nos achados de ALMEIDA 2 (1997) e MONTEIRO “® (1999), que
empregaram uma metodologia muito similar & delineada para este trabalho

experimental.

Nesta pesquisa radiobiolégica, utilizou-se a radiagao de elétrons por
proporcionar um controle adequado da penetragcdo dos feixes, sendo que a
profundidade de dose maxima foi de aproximadamente 1cm. O poder de
penetracdo da radiacdo de elétrons relaciona-se a energia dos feixes, que, uma
vez estabelecida, permite deduzir-se corretamente a profundidade de penetracao.

O maior poder de penetragao dos feixes de raios X implicaria em danos biologicos
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muito além das camadas epidérmica e dérmica, podendo constituir-se em mais um

fator de variagdo no processo de reparo.

De acordo com BAKER & KROCHAK ° (1989), para individuos que
estdo sob condi¢cdes que afetam adversamente o equilibrio organico, como a
hipertensao e a diabetes mellitus, a expressao dos danos por radiacéo pode ser
mais severa e aumentar a morbidade associada a estas doencas. Afora a
pesquisa experimental realizada por GARDINER et al. % (1993), que sugeriu uma
relacao sinérgica entre o estado diabético e a irradiagdo local na determinagéo do
dano vascular a retina, verifica-se a insuficiéncia de trabalhos cientificos
publicados que fazem alus&o a ocorréncia de um possivel sinergismo, deste tipo,

no processo de reparagao tecidual.

A diabetes mellitus &€ a doenga endécrina mais comum, sendo
classificada em tipo 1 (DMID) e tipo 2 (DMNID). ZYKOVA et al. " (2000)
explicaram que os portadores de ambos os tipos de diabetes, 1 ou 2,
fregiientemente apresentam complicagbes como susceptibilidade aumentada a
infecgbes, reparacao tecidual prejudicada, aterosclerose acelerada e outras
manifestagcdes inflamatoérias e degenerativas. Conforme HAGEMAN &
BUSCHARD * (1994), os modelos animais provéem material para o exame dos
fenébmenos mais precoces na patogénese da DMID, pois tais investigagdes nao
podem ser realizadas em humanos devido a manifestacdo da doenca ser
precedida por diversos eventos subclinicos, que fogem ao controle do paciente e

do profissional.
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Neste trabalho, optou-se pela indugdo da DMID com SZ por ser este um
agente citotoxico altamente especifico para as células beta-pancreaticas, de meia-
vida curta e agao rapida. Estas caracteristicas foram importantes na eleicao da SZ
como substancia diabetogénica, porque excluiam uma outra variavel a ser
analisada no processo de reparo tecidual, que seria a influéncia de efeitos
adversos decorrentes da agao sistémica do medicamento. Segundo HAGEMAN &
BUSCHARD *® (1994), a SZ é rapidamente eliminada da corrente sangiinea,
apresentando meia-vida sérica de 15 minutos. JUNOD et al. *° (1967) observaram
que a SZ promove a necrose das células beta do pancreas, apos 7 horas de sua
administracdo, e, ao final de 24 horas, os niveis de insulina pancreatica
decrescem a valores menores que 5% do normal. Além do modelo quimico de
indugao da diabetes mellitus, julgou-se que o estado de deficiéncia insulinica
descontrolada mimetizaria mais fielmente os casos clinicos de complicagoes poés-
cirirgicas. Desse modo, a compensacao da hiperglicemia com doses de insulina

foi dispensada.

A interpretacao das caracteristicas morfolégicas das amostras teciduais
é relevante, pois os aspectos histolégicos constituem-se em um indicador mais
fidedigno, dos efeitos radiobiologicos, do que as caracteristicas macroscoépicas. O
processo de reparo nos animais-controle seguiu a seqiéncia natural, que foi
didaticamente relatada por autores como VIZIOLI *® (1971); FRANZEN & NORRBY
24 (1988); CLARK '®(1988) e FELIX et al. ?* (1990). Assim, durante um periodo de

3 a 4 dias ap6s o ferimento, predominaram os fenédmenos vasculares que
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determinam a infiltrac&o de leucécitos polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos.
A partir de entdo, as células epiteliais entraram em processo de migracdo e,
depois proliferagao, para recobrir a ferida. Subseqiientemente, evidenciou-se a
fase proliferativa, em que os fibroblastos apareceram e tiveram inicio a
angiogénese e a fibrogénese. O desfecho da cicatrizagao ocorre as expensas de
remodelamento e reorganizagéo do tecido de granulagdo, no sentido de prover

resisténcia ténsil e resiliéncia a pele, o que se da ao longo de meses.

Quanto ao grupo de animais normais irradiados, verificou-se um atraso
na fase proliferativa, com o estabelecimento tardio dos fenémenos de
angiogénese e fibrogénese. A fibroplasia provavelmente se iniciou por volta — ou
pouco tempo antes — do 13° dia da avaliagao, nos animais normais irradiados,
enquanto nos animais-controle ja podia ser observada desde o 7° dia. No que
concerne a angiogénese, a diferenga de tempo foi menor, pois o inicio da neo-
formagao vascular ocorreu ao 4° dia pés-operatério, nas amostras teciduais de
animais-controle, ao passo que, no tecido de granulagdo dos animais normais
iradiados esse fenémeno foi evidente no 7° dia do estudo. Os achados de
ALMEIDA ? (1997) e MONTEIRO “® (1999), que também utilizaram a irradiagao
local por elétrons com 6MeV de energia, em dose Unica de 1Gy, corroboram esta

constatacgao.

No grupo de animais diabéticos, observou-se um prolongamento da
fase inflamatoria até o 7° dia da avaliagao. Por outro lado, nos animais diabéticos

irradiados, esta fase parece ter sido inicialmente inibida, atingindo seu auge no 7°
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dia. Quanto aos eventos de migracao e proliferacdo epiteliais, ocorreu um atraso
para ambos os grupos de animais diabéticos, em comparagdo com os animais
normais, uma vez que estes fenémenos foram primeiramente evidenciados ao 13°
dia do estudo. Nos dois grupos de animais normais, a migracao e a proliferagéo
epiteliais foram perceptiveis a partir do 7° dia da investigacao. Em se tratando do
acumulo de fibroblastos e intensidade da fibrogénese, a irradiacdo parece ter
potencializado o efeito prejudicial da diabetes. A interpretagdo comparativa das
laminas histologicas indicou que as amostras teciduais dos animais diabéticos
possuiam poucos fibroblastos ao 7° dia, ao passo que, nos tecidos provenientes
dos animais diabéticos irradiados, estas células foram evidenciadas somente no
13° dia. Nos animais-controle registrou-se esta caracteristica no 4° dia da
avaliagdo. O processo de fibrogénese apresentou-se incipiente no tecido de
granulacdo dos animais diabéticos, ao 13° dia, sendo este aspecto mais severo
nas amostras de individuos diabéticos irradiados. Ao 21° dia da avaliacdo, as
caracteristicas morfol6égicas dos tecidos de granulagao pertencentes a ambos os
grupos de animais diabéticos foram muito similares, embora denotassem um

menor grau de evolugdo tecidual, se comparadas aquelas dos animais-controle.

A comparagdo das caracteristicas observadas durante o estudo
morfolégico do tecido de granulag@o coletado de animais normais irradiados e
diabéticos permite inferir-se que uma baixa dose da radiagao de elétrons, neste
caso equivalente a 1Gy, teve um efeito negativo sobre o processo de reparacao

tecidual menor que o estado diabético. Vale ressaltar que a intensidade do dano

117



EFEITO DA IRRADIAGAO LOCAL POR ELETRONS NO PROCESSO DE REPARAGAO TECIDUAL EM RATOS DIABETICOS
6. DISCUSSAQ

biol6égico causado por um agente externo, como a radiagao ionizante, e, por uma
condicdo patolégica sistémica, como a diabetes mellitus, deve ser avaliada, em
que pese a necessidade de eliminagao ou compensacao de um dos fatores

supracitados no decorrer do tratamento.

O atraso nos eventos de proliferacao fibroblastica e fibrogénese tem
implicagdes nos fendmenos de contracdo e aumento em resisténcia ténsil da area
ferida, haja vista que, neste periodo, os fibroblastos desenvolvem uma alteragao
fenotipica, transformando-se em miofibroblastos — células dotadas de capacidade
contratil. Segundo CLARK '® (1988), os miofibroblastos se alinham paralelamente
a camada epitelial superficial e movimentam-se, de modo a exercer um efeito de
aproximagcdo das margens do ferimento. Além disso, os fibroblastos sao
fundamentais a fibrogénese, pois secretam o colageno, que é a proteina
responsavel pelo ganho em resisténcia ténsil. Os resultados do estudo realizado
por STAJIE & MILOVANOVIE *° (1970) suportam o conceito de paralelismo e
correlagéo direta entre o processo de sintese do colageno e o ganho em

resisténcia ténsil, da area do ferimento, durante a reparagéo tecidual.

Em termos de retardo na contragao de feridas, GRILLO & POTSAID *
(1961) verificaram a ocorréncia de efeitos danosos, com a aplicagdo de uma dose
unica equivalente a 750R de radiagdo X, de 12 horas até 4 dias apds o
procedimento cirlrgico. ITOIZ et al. *° (1969), que estudaram os efeitos da
irradiacdo com 6.000rad de raios X, no 3° dia pés-operatério, constataram a

ocorréncia de uma forte inibicdo da proliferagao fibroblastica, bem como de um
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retardo na contracdo tecidual, que foi atribuido a orientagdo precaria da

movimentacao celular.

VAN DEN BRENK et al. * (1974); MOORE *° (1984); RUDOLPH et al.
°7 (1988) e RAVELI et al. ** (1990) sugeriram que a irradiagio ocasiona uma
diminuicdo na proliferagéo fibroblastica. De acordo com POHLE et al. 5 (1949);
GRILLO & POTSAID ** (1961) e BERNSTEIN ef al. 7(1993), além do decréscimo
na proliferacdo, a irradiagdo também determina alteracées morfo-funcionais nos
fibroblastos, que apresentam-se como células bizarras — com caracteristicas
anormais. A agao deletéria das radiagdes ionizantes sobre as células foi abordada
por FRIGERIO *° (1967) e BAILEY * (1968). Esses autores explicaram que as
radiagbes de baixa transferéncia linear de energia (LET), como os raios X e os
elétrons, produzem grandes quantidades de radicais livres que causam dano ao
DNA, principalmente, por acao indireta. DRAKE & OISHI '° (1995) relataram que
os efeitos radiobiologicos sobre os elementos celulares parecem ser progressivos
e permanentes. E interessante salientar que os fibroblastos sao responsaveis pela
biossintese das GAGs e do tropocolageno, e, alteragdes funcionais nestas células
comprometem a secrecao das referidas macromoléculas, que sdo constituintes

primordiais da matriz extracelular do tecido de granulagao.

Segundo LOOTS et al. ** (1999), os disturbios da reparagao tecidual em
pacientes diabéticos sdo detectados nas fases inflamatéria e de proliferacdo
fibroblastica, que & acompanhada pela fibrogénese. WETZLER et al. %° (2000)

sugeriram que a manuteng¢ao da fase inflamatoria pode contribuir para o atraso no
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processo de reepitelizacdo, fendbmeno que foi observado no presente trabalho.
TENGRUP et al. ® (1988); FELIX et al. % (1990); WETZLER et al. ® (2000) e
ZYKOVA et al. "° (2000) apontaram n&o s6 a persisténcia do processo inflamatério
durante a cicatrizagdo, mas também a ocorréncia de disfungdes nos leucoécitos
polimorfonucleares e macréfagos. FELIX ef al. % (1990) sugeriram que a
explicacao para esses disturbios funcionais reside no fato de processos
importantes, como a fagocitose e a quimiotaxia, dependerem da insulina para a

obten¢ao de energia. CARRICO et al. '°

(1984) explicaram que os macrofagos,
além de controlarem as infecgdes, desempenham uma fung¢do relevante na
indugdo da sintese de colageno. ZYKOVA ef al. "® (2000) verificaram um
decréscimo significativo na secre¢ao de citocinas, como a IL-1p e o TNF-a, pelos
macréfagos de animais diabéticos. A IL-1B e o TNF-a possuem propriedades
mitogénicas e quimiotaticas para fibroblastos, bem como estimulam a sintese de
colageno. WANG et al. ®® (1994) esclareceram que os macréfagos e seus fatores
dependentes modulam a proliferagao fibroblastica, além de influenciarem a sintese
e a degradacao dos feixes de fibras colagenas. Portanto, seria razoavel supor que

a disfungdo dos macrofagos contribui, pelo menos em parte, para o atraso na fase

proliferativa da reparagao tecidual.

Outra explicagéo para o retardo na fase proliferativa do reparo tecidual
pode estar relacionada a desequilibrios funcionais e proliferativos, nos
fibroblastos, em decorréncia da hiperglicemia ou falta de insulina. WERINGER &

ARQUILLA ®8 (1981) observaram que os fibrosblastos de animais diabéticos
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apresentavam sinais de degeneracgdo interna. FRANZEN & NORRBY #* (1988)
constataram uma reducdo no indice mitdético de fibroblastos, no tecido de
granulagdo do mesentério de ratos diabéticos. LOOTS et al. ** (1999) verificaram
que os fibroblastos de pacientes diabéticos apresentavam nao apenas deficiéncia
na capacidade reprodutiva, mas também alteragbes morfolégicas consistentes

com distirbios funcionais.

KAMAL et al. *' (1996) explicaram que varios mecanismos fisiolégicos
estdo envolvidos na patogénese das complicagbes associadas a reparacéao
tecidual, em pacientes diabéticos. Entretanto, um dos principais desarranjos
bioquimicos, que determinam prejuizos no reparo, € a formagao dos produtos
finais e irreversiveis da glicosilagdo nao enzimatica. Como sintetizaram NEVINS et
al. °' (1998) este distirbio metabélico, caracterizado por interagdes da glicose com
grupamentos amina reativos presentes em proteinas, relaciona-se a aumentos na
taxa glicémica. Os compostos irreversiveis da glicosilacao nao enzimatica podem
alterar diretamente o DNA e as proteinas nucleares, interferindo nos processos de

adesao e crescimento das células, no tecido de granulagao.

Em relacdo a fibrogénese, especificamente, os dados obtidos com o
emprego do método do picrosirius ratificam as observagbes descritas acerca do
atraso na fase proliferativa do reparo tecidual. Aos 4 dias do estudo, constatou-se
uma diferenca sensivel em termos de intensidade da birrefringéncia, que foi maior
no tecido de granulagdo dos animais-controle. Contudo, mostrou-se bastante

ténue nas amostras teciduais dos animais diabéticos irradiados. Nao obstante
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tenha ocorrido um aumento progressivo da birrefringéncia, pois o tecido de
granulagdo evoluiu, no 21° dia da investigacao, foi possivel verificar que os
animais-controle apresentaram um tecido de granulagcdo com maior quantidade de
feixes de fibras colagenas e mais organizado, em comparagdo com as amostras
provenientes de animais normais irradiados, diabéticos e diabéticos irradiados. As
caracteristicas observadas nas amostras teciduais de animais diabéticos
irradiados, que foram mais acentuadas em comparagado com as evidenciadas para
os animais normais irradiados e diabéticos, sugerem que a dose Unica de 1Gy da
radiacao de elétrons com 6MeV de energia potencializou o efeito prejudicial da
diabetes mellitus sobre a fibrogénese. Estes resultados implicam em duas
hipoteses nao excludentes: 1. pode ter ocorrido um decréscimo na biossintese dos
feixes de fibras colagenas; 2. os feixes de fibras colagenas que se formaram nao
atingiram um estado de organizagdo similar aquele dos animais-controle, em
consequéncia de danos estruturais ou como um reflexo de alteragbes no

metabolismo das GAGs.

POHLE et al. * (1949) sugeriram que baixas doses de radiagdo X
podem causar alteragbes na produgdo das substancias pré-colagenosa e
colagenosa. GRILLO & POTSAID * (1961); VAN DEN BRENK et al. ® (1974) e
ABDALLA et al. ' (1991) observaram uma deficiéncia na neo-formagéao de feixes
de fibras colagenas, no tecido de granulagdo, presente na pele submetida a

irradiagao pés-operatoria.
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Uma reducao significativa na quantidade de feixes de fibras colagenas,
presentes no tecido de granulagdo de animais diabéticos, foi observada por
GLICKMAN et al. *® (1967); CATANZARO GUIMARAES ' (1968), WERINGER &
ARQUILLA ®® (1981); SPANHEIMER ef al. *° (1988); TENGRUP et al. ®' (1988);
BLACK et al. ° (1989) e DEVLIN et al. '® (1996). Para TENGRUP et al ®' (1988), a
reacao inflamatéria persistente, com o aciimulo de leucécitos polimorfonucleares,
também poderia ser responsavel pela baixa quantidade de feixes de fibras
colagenas, uma vez que estas células contém enzimas capazes de degradar o
coldgeno. Todavia, CATANZARO GUIMARAES '* (1968); WERINGER &
ARQUILLA 58 (1981) e FELIX et al. % (1990) apontaram a insulina como um
agente essencial a proliferagao fibroblastica e, consequentemente, a fibrogénese.
BLACK et al. ° (1989) e DEVLIN et al. '® (1996) confirmaram a idéia de que ocorre
nao apenas um decréscimo na sintese de colageno, mas também alteragdes no

grau de glicosilacao destas macromoléculas, prejudicando sua agregacao.

VIZIOLI ® (1971) explicou que a sintese de GAGs ¢é indispensavel a
promogao da neo-formacgao de colageno, de modo que o aumento das moléculas
de GAGs, nos espacos extracelulares, prové a condigdo necessaria a agregagao
do tropocolageno em fibrilas colagenas. Por meio da detec¢ao do dicroismo linear,
é possivel determinar a época em que a associacao orientada entre as GAGs e as
macromoléculas de colageno ocorre, 0o que evidencia o inicio da organizagao
macromolecular no tecido de granulagdo. A organizagao tecidual somente se

estabelece quando a sintese de GAGs ¢ elevada. Segundo esse pesquisador, €
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incontestavel que deve haver um paralelismo entre a secrecao das GAGs e a
sintese de colageno, porém, nao € necessario que este Gltimo processo ja tenha
alcangado sua atividade maxima. Nesta pesquisa, observou-se o dicroismo nas
amostras teciduais dos animais controles e normais irradiados, ao 7° e 13° dia da
avaliagcdo, respectivamente, indicando que o tecido de granulaga@o iniciava sua
organizagdo macromolecular. Estes achados sdo similares aqueles de
MONTEIRO *8(1999). No que concerne a ambos os grupos de animais diabéticos,
verificou-se o dicroismo apenas no 21° dia do estudo. O inicio tardio da
organizagdo macromolecular no tecido de granulagdo dos animais normais
irradiados permite supor que a irradiacdo pode nao apenas ter influenciado
negativamente a fibrogénese, mas também ter retardado a sintese das GAGs. O
maior atraso na apresentagao do dicroismo em amostras teciduais de ambos os
grupos de animais diabéticos sugere que a diabetes mellitus também pode ter
influenciado negativativamente o metabolismo das GAGs. Levando-se em
consideracao que, no grupo de animais normais irradiados, a evidéncia do
dicroismo ocorreu no 13° dia do estudo, infere-se que o efeito prejudicial da
diabetes mellitus € mais intenso que o dano biolégico causado pela irradiacado.
Contudo, o tecido de granulagdo conseguiu atingir uma certa organizacao, ainda
que o inicio do processo de orientagcdo macromolecular dos feixes de fibras

colagenas tenha ocorrido em um periodo mais tardio.

DROZDZ et al. ° (1981) e BAKER & KROCHAK ° (1989) relataram que

a irradiacdo promove a despolimerizagao da substancia fundamental, que, de
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acordo com BAILEY #(1968), exibe alta radiossensibilidade. HUGENBERG et al. %
(1989) verificaram uma redugado na sintese de GAGs sulfatadas, ap6s a irradiagao
com doses de 10, 100 e 500Gy de raios X. ALMEIDA ? (1997) constatou uma
menor quantidade de GAGs nas amostras teciduais de animais irradiados e
sugeriu trés explicagées: 1. diminuigdo na biossintese de GAGs; 2. atraso no
processo de sintese; e 3. danos estruturais nas moléculas de GAGs. Como as
GAGs sao sintetizadas pelos fibroblastos, que por sua vez sofrem o efeito
prejudicial das radiagdes ionizantes, pode-se supor que o decréscimo no contetdo
de GAGs reativas seja decorrente de uma redugdao no numero de fibroblastos
presentes no tecido de granulagdo, bem como de alteragées funcionais nestas

celulas.

Conforme CECHOWSKA-PASKO et al. '° (1999) a biossintese das
GAGs é regulada por controle hormonal. Considerando-se que a insulina interfere
no metabolismo das proteinas e carboidratos parece razoavel inferir-se que a
deficiéncia insulinica afeta também o metabolismo das GAGs. De fato, os achados
de CATANZARO GUIMARAES '? (1968) e CECHOWSKA-PASKO ef al. '* (1999)
confirmam esta hipétese. Os Ultimos pesquisadores constataram que o
decréscimo no contetido de GAGs da pele de ratos diabéticos decorria de uma
reduca@o na sintese destas macromoléculas, especialmente as GAGs sulfatadas, e
nao de um fenémeno de degradagao acelerada. De acordo com CLARK ¢ (1988),
o tecido de granulagado contém predominantemente acido hialurénico, durante os 4

dias iniciais do processo de reparo tecidual, mas, posteriormente consiste em uma
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grande quantidade de GAGs sulfatadas. Estas macromoléculas sulfatadas
associam-se a uma proteina central, originando as proteoglicanas, que aumentam

a resiliéncia do tecido.

Ao se analisar a correlacéao entre a proliferagao fibroblastica, a secregao
de GAGs, a biossintese de colageno e sua organizagdo macromolecular, no
sentido de compensar a perda tecidual, ocluir a area da ferida, e, aumentar a
resiliéncia e a resisténcia ténsil da pele, percebe-se que uma interferéncia em
qualquer destes eventos retarda o processo de reparacao tecidual. Depreende-se,
a partir do estudo retrospectivo da literatura, registrado nesta dissertagdo, que os
fibroblastos sofrem alteragées morfo-funcionais e proliferativas devidas a
irradiacao e a diabetes mellitus. Em adigéo, tanto a radiagcao ionizante como o
estado diabético favorecem um decréscimo no conteido de GAGs, seja por
aumento da degradacao e/ou reducdo da biossintese. Tendo em vista que o
colageno depende das moléculas de GAGs para realizar sua agregagado
macromolecular e atingir estabilidade fisico-quimica, a organizagao do tecido neo-

formado também é deturpada.

A literatura fornece informagées que indicam a concorréncia de varios
fatores no atraso da fibrogénese, sob condicdes de diabetes mellitus e irradiacdo
local. No entanto, como foi possivel verificar nesta pesquisa, a irradiagdo poés-
operatoria na pele de animais normais e diabéticos retardou a reparagao tecidual,
porém, nao a impediu (FIG. 25 e 26). Entendendo o fendbmeno do reparo como

algo dinamico, em que as diferentes fases se superpéem, poderia-se sugerir que o
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organismo cria mecanismos compensatorios eficientes para permitir a evolugéo do
processo de cicatrizagdo, mesmo em condigdes desfavoraveis. HALL * (1994)
explicou que, na pele, as células clonogénicas que podem repopular as
subunidades funcionais da area irradiada tém a capacidade de migrar de uma
subunidade nao afetada para outra, cuja populagdo celular foi severamente

atingida.

LUCE “° (1984) e MILLER & RUDOLPH * (1990) salientaram que a
alteracdo mais significativa na pele irradiada € a diminuicdo do suprimento
sangiineo, causada pela endarterite obliterativa progressiva da microvasculatura.
De fato, VAN DEN BRENK °* (1959); GRILLO & POTSAID ** (1961); GUIDUGLI
NETO *°(1987); KRISHNAN et al. **> (1987) e RAVELI ef al. *° (1990), entre outros,
observaram o efeito deletério das radiagdes ionizantes sobre os vasos sangiiineos
neo-formados. Contudo, as doses de radiagdo empregadas foram maiores que
1Gy. Os resultados deste experimento nao descartam completamente a
possibilidade de injaria vascular e concomitante reducdo no suprimento de
nutrientes para o tecido de granulacao, entretanto, apontam a maior sensibilidade
dos componentes celular, glicoproteico e fibroso, da matriz tecidual. Portanto,
apesar de o decréscimo no fluxo sanglineo relacionar-se a precariedade da
cicatrizacdo em um leito dérmico irradiado, esta ndo seria a Unica causa do atraso
na reparac¢ao tecidual. Esta constatacao também €& verdadeira para a condicao de
diabetes mellitus aguda, pois, como se afirma, a microangiopatia diabética é o

principal fator determinante da hipdxia tecidual que prejudica a cicatrizagao;
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todavia, os individuos diabéticos desenvolvem disturbios vasculares ao longo de
meses, como uma consequiéncia de alteragdes metabdlicas crénicas, o que nao

aconteceu no presente trabalho.

Em sintese, & importante frisar que ainda ndo se estabeleceu uma dose
de radiagdo ionizante totalmente in6cua aos tecidos vivos. Os efeitos
radiobiolégicos podem estar presentes mesmo sem ser detectados, porque
ocorrem inicialmente nas biomoléculas. A acdo deletéria das radiagdes ionizantes
depende de inumeros fatores como: a dose de radiacao, a forma de
administracao, as condicdes sistémicas do individuo irradiado, a
radiossensibilidade inerente a cada tipo de célula e a cinética de repopulagao do
tecido exposto. Os achados histologicos deste trabalho experimental ratificam a
suspeita de sinergismo entre a irradiacado local por elétrons e a diabetes mellitus
nao controlada na promoc¢ao do retardo cicatricial, sugerindo que o profissional
deve, primeiramente, pesquisar o estado de equilibrio metabdlico do paciente

antes de irradia-lo.
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7. CONCLUSOES

partir da discussao sobre as caracteristicas morfologicas e
macromoleculares observadas nas amostras teciduais, de
animais representantes dos quatro grupos estudados, neste modelo experimental,

pode-se concluir que:

1. A irradiacao local por elétrons com 6MeV de energia, em dose unica de
1Gy, determinou um retardo na cicatrizagdo por atrasar os eventos
proliferativos, nos dois grupos de animais irradiados. Contudo, nao

impediu que o processo de reparo culminasse na restauracao tecidual;

2. Os desequilibrios metabodlicos inerentes a fase precoce da diabetes
mellitus atuaram em sinergismo com a irradiagao no retardo da reparacao
tecidual, nao somente por adiarem a fase proliferativa, mas também por

condicionarem a persisténcia da fase inflamatoéria;
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3. Durante o periodo de estudo da reparacao tecidual, a irradiagdao por
elétrons e o estado diabético causaram uma redugao no conteido de
colageno, do tecido de granulacdo, que foi mais acentuada para os

animais diabéticos irradiados.
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Acelerador linear: traducao do termo norte-americano linac, designa aparelhos
de megavoltagem que geram feixes de raios X empregados em radioterapia. Os
aceleradores lineares também possibilitam a terapia com feixes de elétrons. Para
este proposito, no cabegote do aparelho, o anteparo € removido e o feixe de
elétrons acelerados é orientado diretamente para o volume-alvo no paciente.
Apoptose: morte celular programada, com etiopatogenia diferente da necrose,
que culmina num estado de total incapacidade funcional e reprodutiva da célula.
Birrefringéncia: propriedade exclusiva dos meios anisétropos, dotados de dois
indices de refracao. Estes meios, devido ao seu arranjo molecular assimétrico e
orientado, tém a propriedade de bipartir um feixe de luz polarizada que os
penetre, sendo, portanto, percorridos por dois raios luminosos. Dessa forma, ha
duas dire¢des de propagacgao da luz no seu interior.

Ciclo mitotico: intervalo entre a mitose da célula-mae e a de uma ou ambas as
células-filhas, podendo ser dividido em 4 fases consecutivas: G4, S, Goe M. G, €
definido como o periodo que vai do término da mitose até o inicio da replicagao
do DNA; S € a fase de replicacado propriamente dita do DNA; G, estende-se do
término da sintese de DNA até o inicio de outra mitose; M é literalmente a fase
de divisao celular ou mitose.

LET: quantidade média de energia transferida pelo feixe de radiagao por unidade

de comprimento, no tecido em que foi aplicado. Exemplos de radiagbes
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ionizantes de baixa LET incluem os raios X e os feixes de elétrons. Por outro
lado, as particulas alfa sdo classificadas como radiagao de alta LET.
Microscopia de polarizagdo: técnica baseada no emprego de um equipamento
gue permite examinar-se um tecido através de um feixe de luz polarizada. Este
método possibilita a investigagdo de caracteristicas ultra-estruturais dos tecidos
em estudo, podendo ser qualitativo ou quantitativo.

R: unidade de exposigao utilizada como medida da quantidade de radiacido X ou
gama capaz de ionizar um determinado volume de ar.

rad: é a unidade de medida da energia transferida por qualquer tipo de radiagdo
ionizante a matéria. Relaciona-se a absorcao das radiagoes ionizantes, sendo o
Gy a unidade do Systeme Intemational d’Unités (Sl) correspondente, em que 1Gy
é igual a 100rad.

Reparacao tecidual: fendmeno biolégico que visa a restaurar a integridade do
tecido perdido, por meio da substituicio fibrosa.

Sievert: unidade de medida da dose equivalente, que é utilizada para se estimar
a capacidade das radiag¢des ionizantes em provocar danos biolégicos. O Sv pode
ser definido como 1Gy multiplicado pelo fator de qualidade da radiagdo em
questao.

Tecido de granulagdao: componente biolégico inerente a cicatrizagdo, sendo
essencialmente constituido por algas e brotos vasculares, fibras colagenas e

reticulares, substancia fundamental, fibroblastos e células inflamatoérias.
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