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INTRODUCAD



1 - INTRODUCASO

Desde a descoberta dos raios X, pelo engenheiro alemio
WILHELM CONRAD ROENTGEN em 1895, até os dias de hoje, a radiagio
ionizante tem sido largamente estudada ¢ utilizada.

Esta destoberta trouxe tonsideravel progressoc a ciénecia
gm gerals particularmente & sadde quando houwve um avango
significativo, tanto no auxilio ac diagndstico como na
terapéutica de inumeras doengas.

Contudos logo também foi possivel constatar os efeitos
deletérios gque esta forma de energia ocasionava sobre oS
areanismos vivos, € que podiam s apresentar gab as mais diversas
formas conforme a dose e o tipo de tecido irradiado.

fecde entdo, surgiram pesquisas com o intuiteo de
fornecer subsidios 4que wviessem contribuivr para um melhor
entendimento dos efeitos deletérios da radiacZo em um determinado
tecide e esclarecer sobre a necessidade de se tomar corrvetas
medidas de protegao.

Estas pesquisasy €m sua grande maioriay utilizaram-se
de altas doses de vadiag3o, doses gevalmente empregadas em
radioterapia.

Contudo, hé escassez na literaturs a respeito de
pesquisas sobre ps efeitos biologicos causados por baixas doses
de raips X (BﬁILEY)“m; doses que sBo geralmente empregadas no

radiodiagnogstico e, em particulary na Ddontologia.



besta formay pPOUCo %8 conhece =& respeito do
comportamento das proteinas aquando s3eo atingidas por baisa dose
de vadiag3c X €, em particulary sobre o dano que essa radiac3o
pode .causar nas enzimas, 3% quais tém um importante papel no
desenvolvimento do processo de reparo (tecido de granulaco).

Na literaturas encontramos poucos trabalhos sohre o
efeito de baixas doses de raios X no processa de reparo de
tecidos (RAVELLI e cols.'¥, ABDALLA e cols. ™)), que
most ram alteracBes morfoldgicas do tecido irradiados onde
conclui-se haver um atraso ou retardo na reparacio do tecido.

Muitos trabalhos sobre a génese e desenvolvimento dos
processons  de reparo tém sido feitos sobre tecidos de granulacio
artificizlmente induzidos em animais de laboratorio. Destes
estudos,s ficpu claro gque as sinteses do coligeno e das
glicosaminoglicanas sB0 extremamente dependentes de atividades
enziméticas,

Em 1275, UIZIOoL I estudou s relsgl3o entre

fosfompnoesterases € a sintese de coldgenn e mucopolissacarideos
icidos no tecido de granulagio e descobriu a importancia que as
gnzimas Ffosfatase alcalina, adenosina~trifosfatase (ATPase) e &’
nuclentidase tém no procesep de desenvolvimento desse tecido. Tal
fate nos despertou pava um estudo do efeito da radiacso sobre a
atividade de enzimas e sua relatfo com a forma¢dn do tecido de

granulacho.



2 — REVISAD Da LITERATURA



2 — REUVISXO DA LITERATURA

Fazendo uma revisdp na literatura socbre o efeito da
radiagdo no tecido conijuntivo de reparec e seus componentess
pudemos constatar a existéncia de inumeros trabalhos a respeito.
Trabalhps estes que variam conforme a fonte de radiacdo e dose
gmpregada, o animal utilizado, o modo para obtenclo do tecido e o
componente do tecido estudado. Deste modo. pudenos destacsr os
seguintes trabalbhos, que SEr &0 apresentados en ordem

cronolidgical

MéXIﬁﬁwfgﬁ, em i922, estudou os efeitos dos raios X
sabre o tetido ctonjuntivo inflamado e constatou principalmente
uma diminuiclo na capacidade de divisio mitotica dos fibroblastos

romo também na formasdo do colageno.

Em 1931, POHLE e c0ls.(29) fizeram um estudo onde
procuraram detectar o efeito da radiaci8o X seobre o tecido
cicatricial em incisfes de pele de ratos. Neste estudo,
utilizaram doses de 100¢ R.com Filtragdo de 2.,¢ mm de Al e,
também, doses de 1002 R com €,25 mm de Cu mais 1,2 mm de A1} e,
em ambos o0s casoss uma kilovoltasem de 14@ k¥Up. Um arurc de
animais foi irradiado antes da incisio do tecido em tempos de
24, 48 @ 72 horas, e outro grupo foi irradiado apos a incisio do

tecidos nos teémpos de 24 e 48 horas.



Metade da parte incisionada foi protegida da radiacio,
de Jorma a poder-se comparar, no mesmo animal, ae¢ partes
irradiada e nio irradiada. Os resultados demonstrarvram gue houve
um retardo na cicatrizacdo no @rupo irradiado apds a incisBo, com
maiores evideéncias nas 24 horas. Observaram ainda ques ao final,

& tecido cicatricial era normal ¢ liso.

RITCHIE“‘”, em 1933, tambem estudou o efeito da
radiag8ae X na cura de feridas na pele de ratos, observandos as
seguintes caracteristicas histoldaicas: retardamento do
crescimento fibroblidsticos mudanga no desenvalvimento
fibrobléastico com @ produclo de celulas anormais ¢ formacBo de
uma rede de fibrina pobre em celulas, a qua)l persistiu em muitos
casos além do tempo normal para um exsudatoe. Uma dnica dose de
{009 R de raios X foi aplicada imediatamentey 24 e 48 horas apds
a incisBo na pele. O efeito da radiscio, foi em geraly o mesmo
nos 3 grupos. O autor achou impropric extrapclar os resultados do
trabalho experimental em animal em detalhe para a pratica
clinica. Segundo ele#, uma investigscio somente pode ser vista enm
sua luz verdadeira quando checada winuciosamente por observagao
rlinica. Contudo, concluiu haver prova suficiente para garantir a
afirmacio de sug a radis¢ic X. em doses geralmente usadas para ©
ftratamento de tumores malignos, administrada dentro de 48 horas
ap6s a incisBo, pode definitivamente retardar 8 curas embora nio

a impega.
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Também em 1933, POHLE & RITCHIE!® egtudaram o
efeito dos raios X na cura de feridas na pele de ratos submetidos
& exposigdc de {@@¢ R, imediatamente; 24 e 48 horas apds a
incis8o na pele.

éancluiram que o atraseo na cura da ferida foi wmals
acentuado nas feridas irradiadas 24 horas apds © corte. Os
achados histoldgicos foram tomados em intervalos diarios de £ a 9
dims apds a incisio onde estas mudangas comegaram a se tornar
gvidentes 3 pars 4 dias apds o corte, mas a evideéncia maior foi
observada em torno de 7 para B dias. Concluiram, tambéms que a
radiac3o parece ter menos efeito no epiteélio 4que no tecido

conjuntive sublacente.

Em 1934, NATHANSON®® estudou o efeito dos raios
gama na cura de feridas em cRes. Trabalhou com doses variaveis,
chegando as seguintes conclusdes!

~ houwve ums ateleragic na cura das feridas gque foram
expostas a pequenas € moderadas doses imediatamente apds a
incisip. Um retardamenta foli ohservado naquelas feridas que
regceberam altas doses.

- um retardamento da cura foi notado ewm todas feridas
expostas a gualquer dose de radiaclo 24 horas apds a incisdo,
variandg o grau dirvetamente com a dose.

~ as feridas submetidas a doses variaveis 48 horas apds a
incisip apresentaram efeitos de retardamento, porém s6 com altas
dosess niBp tende sido observada nenhuma mudanca com  doses

menores. O retardamento da cura nap interferiu na Fformacdo de



Mma Cicastriz lisa.

popBSs, o, 1939, relata que, até o trabalho por ele
executado, se estudava o efeito da radiacio na cura das feridas
Com 0 emprege - de metodos de comparacio microstopica e
macroscopica do  tecide controle e irradiado. NS8o havia estudo
quantitativp satisfatdrin da cura da ferida submetida 3 vadiacio.
Ytilizous entZoy um método de for¢ca da tenslo para obter uma
informacl0 mais exata do efeito da radiag8o X na cura da ferida.

0 autor considerou ser a forga de tensio uma
nraopriedade fisipldédgica fundamental do tecido, a aqual pode ser
ronsiderada uma funcdoe de cura da ferida.

Adssims Jer um estudo estatisticeo do efeito dos raios X
na cura de feridas de incisBes na pele de ratos e ohteve as
seguintes conclusdes!:

~ ae feridas na pele irradiada com 382 R imediatamente apds
a incis¥o mostraram aumento significativo na forga de tensBo. N3o
houve evidéneia anatdmica do efeito de estimulaglo na cura das
feridas ivradiadas com 3@ R.

- de 10P¢ a 1800 R aplicados imediatamegnte apds. uma e trés
LEMANAS antes gda aperacio resultam em uma - significatiwva
diminui¢3c na forga de tensio das feridas na pele.

~ a irradiaclo de incisOes da pele com 1869 R 24 horas apos
a operacso nio causou nenhuma diminuicl3o significativa na forga

de tensfo das feridas.



PFOHLE e cols.® eq 1949, estudaram o efeitoe dos
raios .4 na cuva de feridass quando observaram mudangas
histoldgicas em pele de ratos apds irradiac3o pds-operatdrias com
doses muitoc pequenas e moderadas. Trabalhando com doses de 16,
23 15@, 300, 350 e 700 R fizeram estudos macroscdpios e
micvroscépios onde ohbhservaram que:

- embora todas as feridas tenbham sido examinadas
diaviamente, nenhuma diferenga consistente no tempo de cura entre
us por¢bes irradiadas e nd8o irradiadas da ferida pdde ser
detectads macroscopicamente,

- nio phde ser encontrado, histologicamente, nanhum
verdadeiro efeito estimulativo na cura até mesmo com as  mais
baixas doses utilizadas.

~ uma leve diferen¢ga no processo de cura na porclc irradiada
{(somente nay pequenas doses) fol considerada ocorrer pela reducdo
na gquantidade de eswxudatos © qual diminula a aquantidade de

fibvrina a ser recolocads pelo tecideo cicatricial.

LAWRENCE 2 cals.{ai’, am 1953, figeram um estudo
em ratos que foram submetidos a incisBo abdominal padrio, em
diterentes temposs apPds a irradiaclo das areas onde 3%  incisles
variaram de pnenhum intervalo a 3 meses.

A radiac8o aplicada no periodo pré-opevatorip foi de
2000 R e as feridas foram compardveis a incis8es clinicas de
taparptomia,

O0g estudns da média de cura dessas feridasy em termos

de forga de tensios mostraram que todas elas alcangavram a  forga



maxima, embora tenha havido algum atraso nz média de obtencio
desta for¢a nas feridas irradiadas. Um atraso na rura foi mais
marcante nas feridas que receberam radiacio, uma semana ou
imediatamente antes da cirurgia,

Az  diferengcas nas curvas de cura entre os tecidos
irradiados 3, 5, B ¢ 12 semanas antes da cirurgia n3oc foram
grandes., Estudos nutricionais e histoldgicos foram conduzidos @
confirmaram dados obtidos na mensuraclo da forca de tensio das
feridas.

Estes dados sugerem que a cura das feridas cirdrgicas
em tecido recentemente irradiado € prejudicada somente npos termos
de média de cura e ndo nos termos da forga final da ferida. Os
dados tambeém parecem demonstrar pequena ou nenhuma vantagem
pratica no atraseo cirdrgice mais gque trés semanas apds a
radiagdo. A presenga ou auséncia de eritema de pele induzido pela
radiacio parece ter pequeno efeito na média de cura da ferida no

rato.

Em 1941, KITAGAWA e cols. ® rizeram um estuds
gquantitativo dn conteddo de colagencs idvradiando o mwembro
traseirn de vratos com uﬁa Unica dose de 3800 rads., Foranm
separados randomicamente o animais e fol iniciado o tratamento
camn L-triindptironina. gque variou com o tempo apds a irradiacSo e
gue teve continuidade com a droga até o sacrificio dos animzisy
guando obtiveram 0s seguintes resultados:

-~ nos  animais normaisy o conteudo de colageno da pele e

tecidos  subrutdneos, guando medido pela hidroxiprolinas sumentiou



ientamente com a idade.
~ a exposi¢do 3 radiaclio aumentou significativamente a
acumula¢Ro de colageno. Embora tenka swido encontrada uma
diminuigdo no conteddo total de Agua do tecido irvadiados esta
mudanca ndo explicou 2 alterags8o no conteddo de coligeno.,
-~ &imilarmente, foi encontrado que a mudanga no total de
proteina nao eupliﬁava a mudanga no conteudo de coléageno.
Eastes resultados indicaram que a exposi¢do & radiagdo
ionizante acelera a acumulagdo de colagenc na pele e tecidos

subcut3neonsy quando medidos pela hidroxiprolina.

GRILLOYY, também em 1961, estudou a cura de feridas
submet idas aoce raios X. Trabalhande cow cabailase, irradiou as
feridas com doses moderadas de raios X (73¢ R} em intervalos de
tempo varidveis e obteve as seguintes oObservacles:

- apesar de haver ocorrido um fechamento completo da ferida,
a inigiagdo ¢ média (taxa) de fechamento cicatricial da pele pela
contracio foram retardadas quando irradiadac.

- g maximo de atraso observads foi durante 24 e 48 horas
apdes a irradiac8o da ferida. Apds o B2 dia, somente efeitos leves
foram verificados.

- cgoncomitante ao retardo da contraglc » houve diminuicio
da formacio fibvoblasticas inibi¢Ho da preliferagdo capilar e
desorganizaclo da arquitetura 4o reparo resultante da irradiagio.

bservou que os dados obtidos s8o concordantes com 3
teoria de que o fechamento da ferida pela contra¢io pode resultar

da migracio de células orientadas. 0Os rcesultsdos apdiam 3
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probabilidade da origem local dos fibroblastos no repavro da

ferida.

POWERS e c:c:‘i*a..“m, em 19467, sm uma pesguisa que
envolveu casps c¢linicos e casos com animais de lsboratdrio,
ohservaram «que, em uma série de 214 pacientes operados apds
radioterapiay ndoc houve demonstracl8c de uma dose dtima de
radiac8c ou retarde no tempo entre radiacBop e cirurgia para
permitir uma cura completa e adequada da ferida com um minimo de
atraso.

Também por um estudo em animais (rates), com o fim de
determinar uma dose otims & intervalc de tempo entre radiaclo e
givurgia eara ums cura da ferida, perceheram que 10 dias eva o
mais adeguado. Nos periodos anterior e posterior a estes ocorria

wma mennr cura da ferids.

BRILE:Y{”), em 1968, em uma revisio soabre o efeito da
radiaclo ionirante nos componentes do tecido conjuntivos concluid
raver grandes diferencas entre a dose necessaria para produziv
rerto efeito Yin wvive” e um igual efeito “"in wvitro”s e que 880
raracteristica comum da radiobiologia, e algumas teorias tentam
explicdé-las. FEstas estBo baseadas no dano ao DNA ¢ tambem na
rupturs das membranas celulares, que causam mudanga no egquilibrie
enzimatico ou formac3oc de produtos gue s8o téxicos a celula,
havendo ainda uma possibilidade adicional desse dano ser induzido
rns permeabilidade dos lisossomos aque podem liberar catepsinas @

causar rapida desintegracio da célula.
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A énfase nos estudos dos componentes do tecido
conjuntivo “in vitro” tem obviamente sido dada ao coliageno, por
ger de facil exiraglo e por ser bem conhecida a sua estrutura.
Mesmo assims 8 natureza das intera¢Bes radizclo e coldgenos que
resultam na cis8oc do limite peptideo & na formacloc de um novo
tipo de ligac8o cruzada intermolecular, & pouco entendida.

& substi3ncia ‘fundamental € também dificil de ser
gstudatda em wista de suz heterogeneidade € da dificuldade de
obtengin de um material representativo Yin vive”. Uma melhor
caracterizacio desses componentes, no futuro, ajudard na
interpretacio dos efeitos da radiag¢lo, acrescentando mais estudos
gdirecionados -3 confirmar a ruptura das cadeias de
polissacarideosy a importdncia da Agua em manter a estrutura da
substancia fundamentaly nBo esquecendo a sua possivel dilaceraglo
pelos eventos ionizantes.

& importfincia das protecfo guimica & o reparo das
moléculas danificadas € evidente, acrececentando a possibilidade
de aumento da susceptibilidade dos tecidos 3 radia¢do aue seria
de grande valor & terapia do c8ncer. Infelizmente, nenhum maior
guclarecimento nesta diveglo tem sidp relatado até o momento.

Extrems cuidado deve sev tomado na interpreta¢lo dos
resultados com  componentes pPuros. As pesquises devems desta
formas sey conduzidas a todos os niveis. As completas implicacdes
dus mudan¢as na permeabilidade dos tecides conjuntivos, até mesmo
quands totalmente ewxplicadas a nivel moleculars tém ainda que ser
racionalizadas cCom a gquantidade de infecgao subseqdente do

tecido Yin viwo'.
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Muito eprogressoe tem sido feito ap se determinar as
causas do dano ao tecido “in vive”, e um inicio tem sido dado a
nivel wmolecular. Estas investigacles devem contribuivr para um
tompliets  entendimento dos efeitos radiobioldogicos nos tecidos,
que pode ocorrer somente atraveées do estudo total dos mecanismos
2 nivel molecular.

Uma wez gue os mecanismos tenham sido estabelecidos a
este nivel, deve ser possivel construir um sistema complexc “in
viva’., E esperado que mais esforgos a este nivel possam conduzir
3 resultados mais produtivosy particularmente na detecgdo de
mudangas 3 doses malis baixas, € ques ac mesmpo temppy resclivam a
guestdo dos efeitos severcos observados da deposicio de
aunantidades de enevgia a cada minuto.

Estudos anteriores ao de ARCHER t:u'iﬁ.me}u

en
1976, tEm reveladp que a radiaglo inibe a cura da ferida sem
alterar o total de coliageno. Entretanto, a determinacBo desse
total nao reflete exatamente a atividade da ferida pdrque sua
matr iz n2o pode ser ampstrada exclusivamente.

Para os autoress partindo do principio de que a maioeria
dn novo cnlageno em formacdo estd na matriz da ferida, a detecgdo
da média (taxa) de hidroxilaglo da prolina 1490 forneceria um
indice mais exato da producio de coligenn rvecém sintetizado.
Estudaram o efeito da radiagio local na meédia {(taxa) de
hidrosxilacgio da prolina 14 na cura das feridas primdria e

secundaris em ratos £ obtiveram ae seguintes conclustes:



-~ houve evidenciagBo de coldgeno pela hidroxilacl3o da
prolinag e esta formacSo comeca imedistamente seguindo a cura da
ferida priméria.

- o fenbmeno da ferida secundéria acompanhou o sumento
progressivo na hidroxilacio da prolina.,

~ uma unica dose de radiac8o inibiu a hidroxilaclo de
prolina, sendo dependente da dose o grau e a duragio da inibig3o.

Por +fims concluiram que uma radiac8o local na pele

proguz efeitos distantes na hidropxilac3o de grolina.

GRANT & cols.!®, enm 1973, submeteram a radiacio
gama os coldagenos nativo ¢ com ligagSes cruzadas do tend3o do
rabo de ratos. Examinado ao microscdpin eletrdnico, usando-se
técnicas de tcolorac8o negativay, o0 colégeno ivrradiado no estado
seco mostrou um maior dano estrutural gque ¢ irradiado na presenca
de Bgua.

0 colédgeno ligado por glutaraldeido mostrou menor dano
que © coldgeno nativoy sendo retida até nos niveis mais altos da
dose a forma das fibras,; embora a estrutura da faixa sela
profundamente alterada.

0 colégeno irradiado molhado se tornou resistente &
agdo da colagenase bacterialy diferentemente do colageno
irradiado seco. Ja a elastase digeriu tanto o colageno irvradiado
molhado como o seco. O coldgeno com ligacio cruzaday normalmente
resistente tanto 3 flastase como a2 colagenase, se tornou sensivel
BpDs varias doses de radiagacs com diferengas marcantes no

comportamento entre os espécimes irradiados molhados e secos.
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0 coldgeno gama irradiado reagiu anormalimentes com
varias coloragdes histoldpicas, e nos niveis mais altos da dose
33 assemelhou com elastina nas propriedades tintoriais. O
tolagenn com ligac8o eruzada mostrou menpr mudanga que o colageno
nativo.

Nenhuma altera¢8oc marcante foi encontrada na composigio
do amionoacido do colageno irrvadiado.

45 solubilidades no alkali quente, dcido acético frio e
dgua guente foram todas diminuidas apds a irradiacBo do coldgeno
ne estado molhado e aumentadas apdg a irradiacfo no estado seco.

Congluiram gque a irradiagc3o gams do colageno no estado
sech resulita na cisBEc das cadeias polipeptidicas e 4quey na
presenga de aAguay 1sto € acompanhado pela formaglo de retengbes
intermnleculares. Estes processes pargcem ser acompanhados pov

mudancas na configuracBo das cadeias polipeptidicas.

RANTANENBY | on 1973, estudou o efeito da radiaclo X,
nas diferentes fases de desenvolvimentos no tecido experimental
de granulacio.

Foram produzidos granulomas subcut@neos, induzidos por
gaponjass no dorso de ratos Wistar com 8 a 1€ semanas de idade.
s granulomas de um lado dos ratos foram irvadiados localmente
nos dias 3. 7 e 15 apds a implanta¢Bo das esponjas, com uma dose
de 1000 radse (250 kV), & aquelas do lado contralateral serviram
como controles.

0s granulomas irradiados no 3¢ dia foram analisados nos

Ze @ 32c dias apos a implantaclo e tiveram conteddos mais baixos



de colagenc solivel em saly e em dcido acético @5 M. como
também de DNA & RNA, quando comparandos 205 controles.

0s granulomas irvadiados no 72 dias foram analisados no
162 e 302 dias e mostraram uma diminuiclo da quantidade de
coldgeno soldvel, DNA e RNAj entretanto, as quantidades do
ctolageno total e insoldvel foram aumentadas em 30%.

Mudangas paralelas; porém menores, foram observadas nos

granulomas irradiados no 15¢ dia e analisados nos dias 20 e 30,

RICKERT & FBRBES”S), em {9273, expuseram ratos

machos (8M/J)y com 23 a 33 semanas de idade, a @,6 Krads de raics
¥ no corpo todo. Os animais foram sacrificados 34 semanss mais
tarde € suas peles foram removidas e isoladas em {ragdes de
roldgenn {(salina neutra, dcideo solivel e insoldvel).

Atraveés do exame das 3 fragSes, observaram gque a
gexposigde aps raios X resultou em um aumentp da  labilidade da
matriz de colageno insoldvel & em uma deposigio de proteinas ndo

colagenas.

SUDJTKOVA e cols. ', em 1973, submeteram
espécimes licfilizadas de colageno insolidvel a radiacEe gama onde
sbhservaram que © colageno irradiados quandp comparado aos
controles ndp irvadizdos, € mais susceptivel a diferentes tipos
de extragio.

Burante a radiagios fragmentos macromoleculares com o
tamanhs proximo ap da cadeia alfa foram liberados ao  lado de

peptideos de baixn pess molecular,
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A divis8o {(quebra) do colidgeno liofilizado “in vitro”
nio se dey 80 ascaso e pareceu ser limitada a regido
telopeptidica e/ou 8% ligacBes cruzadas que s3o acumuladas com a
idade e qlie gficientemente bloqueiam a rEAGRD de
despolimerizacio. Este blogueio pode ser usado comn um

instrumenta para avaliaclo do grau de maturidade do colagenc.

Jovanavict®, on 1974, fez uma revisic sobre a
influéncis da radiacio nos fatores ndo celularesy Vas0s
sanguineos e circulacio. Verificando os efeitos da radia¢3o na
watriz de mucopolissacarideos em varias membranas bioldgicas
elaborou um resumo da seguinte maneira:

- a5 mucopolissacarideos sio despoliimerizados pelas
radiacBes ionizantes. Este efeito € instantiness pode ser medido
meLmo durante a expositio e aparece até em peauenas doses
{i~-2 R).

~ a dura¢do desta despolimerizaclo é€ varidvel. € relatado
repare instantdneo come tambeém inchaco {(aumento de wvolume) da
substdncia fundamental que persiste até o {7 dia apds a
radiacdo.

~ @6 consegquencias funcionais da despolimerizacdo sdo,
principalmente, mnudancas na permegabilidade a agua # & =wlguns
sptutos. Foi mostrado que a permeabilidade sera aumentada em  um
tecido rico em mucopolissacaridens e permanecerda imutavely, ou
paradoxalmente diminuiday sg 0 conteddo de wmucopolissacarideos

for baixo.
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- tanto na fase precoce como na fase tardia foi observada a
fragmentacio de fibras eldsticas.

~ a eficiéncia bioldgica relativa (RBE) de 14 MeVU de
neutrons para sistemas de mucopolissacaridens foi achadn ser de
aproximadamente 0,5, Istnys em contraste a valores usuais de REE
para neutrons rapidos em diferentes tecidos (1,8).

- "Cisteamine” g "“S-hidrowdtryptamineg” (3-HT) foram
identificados tomo capazes de diminuir os efeitos da radiacio na
matriz de mucopolissacaridens (DRF 1,9 a 2:;3), mas s8c menos
efetivos que o ticsulfato (DRF=6). Ac propriedades modificantes
da dose destes agentes 8o levemente mais baixas para 14 MeV
neutrons que para 2350 kV de raios X. Se presente em concentragio
mais altas (@41 M) S5-HT potencializa o aumento de pevmeabilidade
indurida por neutrons ou raios X.

- a hipoxia induzida pela inalaclo de nitrogénio durante a
radiacioc foi tembém efetiva na reducgloc dos efeitos da radiagBo em

ratos.

VAN DEN BRENK e cols. ), en 1974, estudaram os
gfeitos da radiac8c X no crescimento € func8c do tecido de
granula¢dn. Primeivamente, avaliando a contracip da ferida na
pele de fémeas de ratgo, observaram que o fechamento & tura das
feridas sBo devidos principalmentes a uma aproximacic rapida da
ferida pela contragio.

Essa contragio depende do crescimento proliferativo do
“tecido de granulagios ou sejas dos tecidos conjuntive & vascular.

Neste modos a8 contracioc da feride € celular na origem e
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provavelmente devido a capacidade de contraglo das células do
tecido de granulacio,

A radiac3o pré-operatdria {aca] da pele imediatamente
antes da cirurgia causou reducio dependente da dose na taxsa
{média} de contragdo da ferida, devido ao atraso e inibigio do
crescimento do tecido de granulagioc de reparpo. Quando a dose foi
fracionada, obteve-se evidéncia de recuperacio do danc subletal.

Foi diminuido o efeito da radiacHo pré-operatdria com o
aumento do tempo entre radiagfo e cirurgia. A vadiagfc local pré-
operatdria com doses dnicas (4-8 KRY, na pele principalmente
protegida por uma grade de chumbo ou por uma treli¢a de discos de
chumboy n8o causou redug8oc na taxa de contrac8o da ferida e
mostrou gque a descontinuidade espacial dos tecidos de reparo
{granulacio! nio preveniram integragBo da funcio.

Guando se protegeu parcialmente a wargem ou base de uma
ferida recentemente operada durante a radiag8c foi possivel
mostrar que a concentracBo. como egfincter do tecido de
granulacios produziu contraclo principalmente na periferia de uma
ferida aberta.

Guando a radiacBo fol aplicada pos-operatoriamente
tdurante = cantraciaig apds o desenvolvimento do tecido de

granulagio a taxa de contracdo ndo foi diminuids.

VA DEN BRENK e cals.“S), tambem em 1974y em um
outre trabalho estudaram os efeitos da radiagio X no crescimento

e na fung3o do tecido de granulagio de reparpo através de medicdes

ds angicaénese na bolsa Selue no subcutaneo de ratos.
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Utilizaram »a tecnica da bolsa Selye para estimular
subcutaneamente 6 rcrescimento do tecido de granulacio e
sngingfnese e medir a radiosensibilidade dos vasos de capilares
LRAGUINEOS .,

0 danp da radiacdo aos tecidos foi baseado nas
seguintes medidas! (I) peso por unidade de drea e conteuddo
correspondente  de DNA do tecido de reparos (II) volume de sangue
produzido pela angiogénese na bolsa e (III} contagem da
macrpcolidnia vascular.

A cnntagem colonial deu um valor D9 de P40 rads para
uma unica dose e o restabelecimento para duas fFracBes iguais
aproxrimou-se a 189 rads.

NE&o foi observada nenhuma diferenga significante para
doses uUnicas de radiacfo. pouco antes ou depois do crescimento
tas bolsas.

Foi associado a um repavp rapido € marcante ao gano da
radiacio o intervale aumentado entre 3 radiacBo da pele intacta e
o crescimento da bolss. Doses dnicas de 150€-1808 rads, aplicadas
gm peles intactas com um atraso de 2-3 semanas: resultou em um
fator de reducio da dose de 580-&85 rads.

A irvadiagic local de wuma bolsa com uma dnica dose
{2~4 Krads}) rapidamente destruiu a cvamada mals interna do terido
ansioblidstico ativamente em .crescimentu ¢ rcauscu a detengdo
{aprisipnamentol da hemorragia, sendn gue as camadas mais

gexternas do tecido diferenciado mostraram menor dano.



BLYTHE e cols.®, em 1975, mediram o efeito do
atraso da radizsc3o na cura de feridas na pele de ratos. A pele
dos ratos fol exposta a 1000 R de raios Xy nos diass @, 3 € 5 apps
s incisBo. Observaram que a radia¢8oc 1local apds 2 incislo
enfraquece a cura. quando histologicamente examinada & medida
quantitativamente pels avaliagBo da Yorga de tensfio.

s feridas irradiadas foram todas significativamente
mais fracas que as nic irradiadass mas o atraso da radiagdo nio

beneficiou & cura da ferida.

THYAGARAJAN e cols.®¥, en 1974, estudaram os
pfeitns da vradiacloc no corpo todo de vatos sobre alguns aspectos
do metabolismo do colégeno. Observaram que a exposicio com doses
subletais (400 R) e letais (802 R) causcou diminuigdo dos niveis
de hidroxiprolina na urina e no misculo ssquelético.

Apds - injec8o intraperitonial de prolina i4¢,
similarmente houve uma reduclo na ewxcreclo da hidroxierolina
marcada na urina. Isto pode ser atribuido ao enfraaquecimento da
hidroxkilag8o da prolina "in vive".

No musculo esauslético e na pele dos ratos irradiados
¥pi wmarcantemente vreduzida a incorporagio da 14¢ prolina em
termos de 19C-hidroxiprolina e suas distribuiglo nas diferentes
farmas metabdlicas de colagena. Isto também sugeriu um
enfraquecimento da hidroxilag3o da prolina. Entretanta, 3
stividades no figadn, da prolina hidroxilase “in vitro” nd3o foi

zfetads por tratamento radicativo,
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A diminuicBo do consumo de oxigénio enddgenc, shservado
nos  bhomogenados do figado de ratos irradiados, pode ser um dos

fatores que afetam "in vivo” a hidrowilaclo da prelina.

Lakw e cols,fam, em 19746, estudaram o conteddn de
coldgeno nos pulmdes de rato apds radiacfo X. Apds a radiacfo do
kemitarax com grandes doses (1008, 2000, 3000 e 400¢ rads),
investigaram o desenvalvimento de fibroses nos pulmbes.

A hidrowxiprolina, um aminpacido especifico para o
colageno, foi estimada tanto no pulmdp protegido como no
irradiados até 48 semanas apcos a exposigio. Houve uma atrofia,
dependente da doses do pulmBo irradiadeo e uma hipertrofia
compensatdria do pulmdo protesido. & hidroxiprolina por gramas de
pulmdo seco irvadiado aumentou enfre 24 & 346 semanas apos
2000-4002 vads com nenhuma outva mudanga significativa até 48
semanas. Tanto o conteddo total de hidroxiprolina como o pesc
seco dos pulmies irradiados diminuiu, mas passadas P4 semanas 3
aparéncia histoldgica foi a deposicio de coliageno apds o edema e
hipgrplasia.

Concluiram aque a deposigiio do colageno ocorre como  um
yitimo estagioc na reorganizagio do pulmio do rato z2pds a injuria
da radia¢8p e, provavelmente por esta razlo, nBo &€ a3 causa da
morte nos periodos de Be~18B¢ dias apds 3 exposicdo de todo o

tarax.

DE LOFCKER e cnis.wa}, em 1974, estudaram o

metabolismp € & resposta do colageno na pele de rates submetidos

a 7543000 R de radiagBo X durante frés consecutivos ciclos



capilares.

A biosintese do coliégens e renovacio. determinada pela
hidroxilagio da prolina, segue como uma funclSe do fendmena
periodico do crescimento capilar.

Um dnico tratamento de radiag3o X na pele nio afetou a
composiglo de aminpidcido do coldgeno, mas reduziu » capacidade de
hidroxilacio da prolina dos fibroblastos.

8 danoc inicial ao tecido resultou em uma vreduzida
roncentracino de colégenc da peles particularmente perceptivel
apds varios ciclos capilaresy [ue €, no minimo parcialmente

responsave]l pelas lesBes atvassdas da pele apds radiaglo.

SKOUGAARD & CARSTEN{Q”, em 1978, estudaram o
efegito da idade e radiac3o no metabolismo do colageno na pele e
ligamento periodontal de ratos.

De ratos foram divididos em 12 grupos com 3 animais
cadas & controles e & experimentais. Trinta animalis foram
sacrificados de 30 a 4% dias apds a irradiagBs e o0& 30
remanescentes um ang mais tarde.

Foi avaliada =2 atividade 9H por mg de peso seco como
também a atividade de SH-hidroxiprolina na pele, Além dissa, foi
estimado o conteddo de gri¥o autoradiogrdfico por unidade de #rea
do ligamento periodontal.

0s ratos irradiados perderam peso durante os primeiros
dias, mas comegaram = ganhar peso t4 dias apds a radiacio.

Nos ratos jovens irradiadoss foil deprimide & atividade

ge SH-HP nos dias 2 e 7 Bp6s a injecio, mas depois ge £1  dias



atingiram o mesmo nivel dos controles, indicando um atrass na
hidroxilac8o da srolina.

Os animais controle velhos tiveram um nivel mais baixo
de  3H~-HP gque bs animais controle Jovens, enquanto que nlo foi
encontrada nenhuma atividade na pele dos ratos velhos irradiados.

No ligamento pericdontal dos Jjovens animais irradiados,
¢ conteudo de gar8os revelou um decréscimo na retirada de
aminpadcido marcado} entretantos um anp apds a radiacBos os ratos
tinham recuperado sua habilidade para inctovrporar prolina marcada
no ligamento periodontal.

0 fato do nivel da atividade ser o mesmo nos ratos
velhos irradiados gue nos controles sugeriu gue os ratos tinham
reacbtido a hahilidade para anabolizar coligenns no  ligamento

periodontal.

DROZDZ e cols. ', en 1981, determinaram FracBes
de glicosaminnglicanas em tecideos (pele, ¥figadas pulmbes e parede
de aorta) e no soro sanguineo de ratos submetidos a 508 R de
radiacdo no corpo todo.

Foi encontrado nos tecidos ¢ urina dogs ratos expostos
um  auments do total de glicosaminoglicanas. Os autores disseranm
que as¢ alteracfes no conteddo de glicosaminoglicanas nos tecidos
revelaram um processo complicado de dano ao tecido conjuntivo,
induzide pela radiagBo. 0 aumento foi observado antes gue

ocorressem alteracBes no conteddo de coldgeno. Isto sugere que a
intludnecia da radiaci3o no tecido conjuntivp leva s uma destruigBo

dn substi3nciz fundamental., Exste fendmeno pode ser um Fator



adicional estimulante de alterag8es no metabolismo do coligeno.
Por fims ctonclufram que os resultados apresentados

indicam que & radiaglo produz distidrbios severos no metaboliemo

dag glicosaminpelicanas, sendos povém o mecanismo diretn destas

alteracdes ainda descanhecido.

SUDUITKOVA e c:als..““, #&m 1983, verificaram se as
mudangas causadas no colagenc pela idade seriam iguais 3as
mudancas tausadas pela radia¢lo X crdnica,

Trabalbaram com ratos gque foram expostos a doses
semanais de ralos X que acumularam 7 Gy até completarem {4 mes de
vida & sacrificados uma semana apns & dltima ewposigioc.

Retivraram pedacos da pele dos snimais para estudar as
caracteristicas do coligeno e fizeram as seguintes observagfes:

- mostrou-se que, na pele de ratos cronicamente irradiadoss
& propor¢io de coldageno tipo Il é aumentada gquando comparada aq
colageno tipo I. Por outro lado, nBp observaram nenhums mudanga
na propovrgio total de coliageno na pele.
| - pareced «que o aumento na propor¢io de colageno tipo III
nos ratos cronicamente ivvadiados € © responsavel pela diminuigSo
de solubilidade do coldgenp cutineo nestes animais.
~ concomitantemente, foi acumulada uma prova (evidéncia)
indireta pela presenga de ums ligagBo c¢ruzada adicional no
coldgene tipo IIl. presente somente guando o5 animais irradiados

servivam como fonte de colidgeno. Esta ligac8o € loralizada
subterminalmente tHc longa que nip € rempvida, pela digestic

limitada de pepeins.



Concluiram haver uma diferente formagd3o molecular entre
# diminuigdo fisioldgica na solubilidade e & diminuiglSc na

solubilidade ohservada nos animeis cronicamente irradiados.

WARD e cols.'™, também en 1983, estudaram =
acumulacio de calageno modificado pelo antagonista P~
Penicillamine” em pulmBo de ratos irvadiados. Ds pulmbes dos
ratos foram expostos a 25 Gy de raios gama 99Co direta no
hemitdrax., Os animais foram sacrificados 3, &y %y € 14 meses apts
a radia¢Bo.

Observaram que o antagonista de colidsens "“D-
penicillamine” {(1®mg/diay p.0) melhorou significativamente a
acumulagio de hidroxiprolina induzida pela radiacBo nos pulmdes
dos ratos.

0 efeito benético da “penicillaming” foi observado
gquando o©os valores de hiroxiprolina foram expressos baseados nos
pesns timidos secoys ou por todo o pulmBpo e nko foi acompanhado por
mudancas significativas no tamanko da seluglic da  fragidoc do
colageno.

0 regime desta droga ndo teve efeito na concentragio de

hidroxiprolinae no pulmio esquerdo protegidos € a observacic foi

aparentemente livre dos efeitos deletérios laterais.

MOORE®Y,  om 1984, em seu trabalho de revisios
anzlisa o efeito da radiacio no tecido conjuntivo e diz ques
emhora muito seja conhecido sphre a intera¢Bo da radiacio e

4

tecida, 0 exatp mecanismo de injdria das células n8c € bem
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definida. Uma vez no tecido, ¢ feixe de radiacio & convertido enm
elétrons altamente carregados € radicais livres, que interagem
com “alve” na célula, mais provavelmente o DNA., Em células que
estdn se dividindoy, o efeito no DNA resulta em injuria ao
mecanismo veprodutor e morte da célula quando a3 divisin é
complietada. Embora haja excesstes,; as células que se dividem mais
rapidamente tendem a ser mais sensiveis & radiagSc e w30,
geralmente, severamente injuriadas ou mortas até mesmo por baixas
doses de radiagio. Inversamente, as células que nfoc se dividem,
como os neurdnios e células musculares, sio resistentes até

mesmo a grandes doses de rvadiazglos entretantos podem ser

injuriadas indiretamente peio efeito da radiacBc em seus
tecidos de suporte, que sin moderadamente sensiveis Y
radiagia.

Hé poucas mudangas observadas nos elementos teciduais
vasoconjuntivps, embora nos 2lementos epiteliais a radiopatolosgia
posss  wvariar de algum modos dependendo do tecido ou  drgio
irradiado. dinda que pPossa haver injdria nes miltiplos
ramponentes do tecido conjuntivo, as mudantas mais proeminentes
sin notadas nos capilares, em pequenas arteriolss £, as veres, em
vénulas e linfiticos, em um periodc de tempo de muitas semanas
seguidas a aplicaclo da radiacio. Nesse pericdoy os tecidos
vasaconjuntivoe geralmente n@o mostram grandes mudangas quando
st %o sob condigles normaiss pois estes tecidos ndo se proliferam
rapidamente. Em sssociacio com as mudangas vascularee € observado
um aumento gradual de tecido fibroso nbs tecidos e o6rag3os

irragiados. 0= tecidos submucosos e subcut dneos Gankam,



progressivamentes mais coldgeno. As fibroses € a avascularidade
%80 progressivas, irreversiveis # dose-dependentess tornadas mais
severas com 0 aumento da dose de radiacBc. Se a radiacZo exceder
a toleriEncia do tecido poderd desenvolver-sg necrose.

Miultiplos estudos mostvram que uma alteracio
caracteristica na cura da ferida é produzida pela irvadiacSe. D
tamanho do efeito € diretamente proporcional & dose. Além disso,
uma zequéncia relativa de radiagEoc e cirurgia é importante; e
maior danmo ocorre com irradiac8o apenas alguns dias antes ou apos
a data da civurgia. Em animais experimentais, peguenas doses de
radiac8o aplicadas duass ou trés semanas antes ou seguidas 3
cirurgia atrasam um poucCO O processo de cuva normal, embora tenha
sido relatado 4que pequenas doses de irradiacﬁo {320 rads)
aplicadas no dia da cirurgia aumentam a cura da ferida, ainda que
existam anormalidades biogquimicas.

Obviamentes h#a problemas inerentes ac aplicar os dados
experimentais de animais no homem. Neste particular eventos a

rura gm animais deve ter umza diferente sequéncia de tempD.

RaVEL T © co!*s..‘:m, em 1996, estudaram
histamaf%olagicamente a influéncia da vradiagdo X sobre 2
cronoclogia do processo de reparo em feridag de extracio dental.
Trabalhando com 40 ratos jovens, extrairam os incisivos
superiares direito de todos os ratos e o= dividiram em 3 gruposd
Srupo, 1 como controles €& Grupos II e 1II  que recebevram,
respectivamente, as spauintes doses de raios X! 14,80 Sv e

1,7% Sv., DOs animals foram sacrificados aos 3; 7. 14 ¢ 28 dias
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apds as extracles dentais. Apde examinarem l8minas coradas  com
hematoxilina e epsina concluiram que!

- houve retardo na proliferac8o epitelia)l da mucosa gengival
daos  animals submetideos & irradiacio X, dé forma semelhante nos
dois grupos irradiados. Também houve um considerivel atvaso na
cronsiocgia do processo de reparo alveolar em feridas de extracio
dental e este atraso fol mais acentuado quanto mais intensa B

acd30 dos vaios X.

ABDALLA e cols.'™), en 1991, estudaram os efeitos
dos baixos niveis da vadiac3o X no desenvolvimento dos tecidos de
granulac8o induzidos pela implantagdoc de umm esponjs de PYC em
ratos,

Dividiram o0& animais em 3 grupps: Grupo I ~ controle,
composto por 7 ratos gque foram submetidos a implantag8o da
eaponia de PVUL e sacrificados aos 4, 7y, 14, PL e ©B dias depais
de terem recebido implante. Grupo II ~ também com 7 ratos nas
MEesmEs congicdes de implantacBo e sacrificios aue foram
submetidos a 5,828 Rs; em uma dose dnica, no momento do implantes
Srupo III -~ composto por P ratos, nas mesmas condigBes de
implantac8o e sacrificic, submetidos & dose de S542B R a cada 2
dias apds o implante, durante 14 diss, € a cada 4 diasz, ate
completar B8 dias (58,88 R no totall.

s vresultados mostraram haver uma parcial inibigio na
gvolucle do tecideo de granulacdo. Nivels baixos de irradiagio X
produziram efeitos cumulativos, os guais ¢l observados tanto no

Grupo I guanto ng Grupo III, guando comparados ao controle.
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Noses alternativas produzivam um maior efeito cumuiativo que uma

doss tnica.

Em 1975, VIZIOLIY™) fez um estudo com a finalidade de
pesquisar a presenca # 0 possivel papel do grupo enzimatico das
fosfomonpesterases no tecido de granula¢io, induzido por
implantac3p de esponjas de PUC no tecido subcutBneo do rato. D
terido foi  estudado aps S, 16, 15, 20, 25y 30y, 3% e 40 dias de
evolucio.

s resultados mostraram que a sintese de coliageno e de
mucopolissacarideons acidos no tecido de granulagBSo inicia-se loge
aks primeiras dias de desenvplvimento e atingem o ponto maximo
gntre 15 ¢ BO diass decaindo visivelmente apds esse tempo.

A pesquisa histoquimica Has fosfomonoesterases
demonstrou que & fosfatase alcalinag tem atividade
progressivamente crescente a partir dos 19 dias de evolug3p do
tecidos atingindo o mawimo de atividade acs 15 dias, mantendo-a
até 20 dias, guando cai bruscamente. Essa atividade, coincidente
com o periodo miximo de sintese de colédgeno e mucopolissacaridens
acidos, demsonstra  gue & fpsfatase alcalina tem um papel
importante na agregagdo do complewp colageno-mucopolissacaridens
acidoss agindo em algum ponto da formaclo das rcadeias de
cavboidratos €. consequentemente, da formagdp dog
mucepolissacaridecs acidos.

A ATPase ¢ a 5  nutleotidase também tém suas atividades
MAXIMAS no periods entre 185 e PR diass sendos portanto,

relacionadas CcoON 05 RProcessos enevaeticos de alta intensidade
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exigidos pelo tecido cujo metabolismo & muito ative.

Na literatura nEo foi encontrado trabalho aue fizesse
referéncia a0 efeito dos raios X sobre as trds enzimas em tecido
de gvranulagio. Porém, foram encontrados alguns trabalhos com
referéncia ao efeito da vradiacEc sobre alguma das enzimas
pesguisadas,; que variarvaw conforme o animaly local & modo com que

foram estudadas.

YUKAWA & NQK&Z#\WR{SM, em 1973, estudaram o efeito
da vadiag3n X na atividade da hidrowilatio no figado de ratos em
estagio de aleitamento durante seu desenvolvimento.

Foi suprimido parcialmente pela radiac3oc com uma dose
de 208 R e completamente por 40¢ R o0 aumento de atividade no
periodo pos aleitamento, sem mudanga marcante no conteddo de
proteing microsomal do figado.

As atividades do sistema de transporte elétron
microsomal foram inibidas levemente pos 49 dias de idade nos
ratos irradiados com 492 Ry mas tanto o conteddo de citocromo
P-450 como a3 mudanga espectral induzida por hexobarbital foram
suprimidas consideravelmente.

as atividades da adenosina trifosfatase ¢ da inosina
difosfatase foram mais altas que aquelas do controles enguanto a
atividade da glucpse-&~fosfatase foi menor aos 49 dias de idadeq

nos ratos irradiados.

Em 1973, BHATAVDEKAR e coles.®™  soridaram

Bioguimicamente o efeito de uma dose de 12@¢ R de raios X nas
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fosfatases alcalina e Acida, nos acidos nucleicos e nas proteinas
em tecidos (figado, rimy misculo,s adrenal & bage) de cobaias
normaly irrvadiada @ em recuperacio.

fis concentracdes de fosfatases foram significativamente
diminuidas nos tecidos ivradiados e valores normais n3o foram
obtidos até mesmo em 72 horas de recuperaclo. A reduclioc das
fosfatases pode ter sido devido a inativac8o de lisozimas.

Os metabolismos do RNA e das eroteinas foram levemente
ativados, engquanto o metabolismo do DNA diminuiu na radiaclo. €
sabido aque & sintese proteica nio & afetads por baixa dose de
radiacio, mas sua media (taxm) de sintese 2 reduzida dentro de um
curto periodos em tecidos submetidos a altas doses. & radiaglo
induz defeitos locais na macrosstrutura das moléculas de
proteinas as quais $e tornam centros de desnaturacio termica e
ligacBes cruzadas. causandos deste modo, dano tecidual.

Foram observadas multiplas alteracBes nas estruturas
dos acidos nucleicos irvadiados, principalmente no DNA  que @
censideradn como um alveo radigsensivel primirio. Além dissoc, a
vyestauracic da estrutura de DNA danificada também ocorreu,. Este
processo de vestauraclo envolveu dums enzimas. A concentraglo de
ONG nos tecidos estudados por eles mostyou uma reduc8o que ¥foi
subgsequentemente restaurada & normalidade dentro de 3 diass que
pnde ter sido devido a um atraso ou prolongamento da fase §.

Embora a radiaglo tenha afetado as concentracles de

focfatacess dcidos nucleicos € proteinas, nip houve nenhuma

injuria severa perceptivel.



WACHSMUTH & TORHORST®, em 1974, estudaram a
hipgénese das membranas “brush border” atraves das proteinas
RYEcuUrsoras das enzimas da membrana “brush border”. Estas
proteinas foram descobertas no citoplasma de células da cripta do
intestino delgado e nos tubulos tontorcidos proximais do  rim.
Esta descoberta foi confirmads em ratos apos 1290 R de radiacdp X.
gue & conhecida por atrapalbhar a sintese proteica. As enzimas
hidreliticamente ativas, aminopeptidase (EC 3.4.1.2) e fosfatase
alcalina {EC 3.1.3.1) Foram analisadas nos homogenados e
iocalizadas em cortes teciduais por método histoguimico.

Um efeito de 120€ R de raios X somente pode ser wisto
no intesting delgado e nic no rim. Na fase inicial de
degenera¢lo, tanto as proteinac precursoras COmo  Suas enzimas
aumentaram.

Na fase de degeneracio tarvrdia as proteinas precursoras
desapareceram primeiro das criptas do duodeno e ileo, seguids
pelas enzimas hidroliticamente ativas nz membrana “brush border”
ga “wvilo”.

Wa fase de regeneragBos as proteinas precursoras  Ja
reaparecsram, engquantp =28 enzimas hidroliticamente ativas se
tornaram detectaveis na membrana da “yilo”.

o apargcimento das proteinas Pretursoras
citoplaamiticas foi um pré-requisito para o aparecimento  das
enzimas da membrana “brush bovder™. Isto € consistente por serem

profteinas precursoras verdadeiras.
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KAUR e cols.(m, em 1975, estudaram a fosfatase
sicalina e a glicose-é-fosfato em trés regifies anatomicamente
diferentes do intestino delgado de ratos submetidos a uma dose de
428 Ry de uma ftonte de Co 49 de raios gama.

As duas atividades enzimdticas mostvaram estar
aumentadas no duodeno, jejuno & ileoc, 84 horas apds a radiagfo.
Mo terceire dies, a atividade da fosfatase alcalina tendeu a ser
Bbaixka quando compavada a do i® dia apds a radiacios mas a
glucrose-&-fosfatase continuou a aumentar mesmo no 32 dis.

0 aumento mawimo da glicose~é~fosfatase foi observado
no  jejuno. No 92 dia, a fosfatase alcalina foi diminuida abaixo
daos controles em todo o intestime, mas voltou ae normal no  1@2
gia. Por outro lado, as atividades da glicose-é6-Fosfatase no
duodeno e Jjejuno foram comparaveis agquelas deos ratos controle,
masy no ileo, a atividade desta enzima esteve abaixo dos valores
normais.

& fosfatase alcalina 2 a glicose-é-Ffosfatase parecem
ter implicacGes fisioldgicas na absorgio de glicose ao longo do
intestino €& tem sido relatado que o transporte de glicose @
giminuido durante o perijodo inicial apds a radia¢lo. mas
subsequentemente aumentado apds 24 horas.

Decorridas 24 horass @& absorgdn de glicose &
marcadamente diminuida e, deste modos a resposta difasica da
abeorg¢ao de glicose € sugsrida. 0Os niveils aumentados das
fosfatases eﬁ quest8n podems deste modos ser assoclados a
absorgio aumentada de glicose pelas células epiteliais mails

maturadas nos dias 1 ou 3, apds a radiacio. Um declinig da
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fosfatase alcalina no dia 9, com sua tendéncia normalizante no

dia 1@, parece ser associado com a absorgdo diminuida da glicose

pelo intestinp ivvadiado.

PALVAWT, en 1978, estudou a atividade epitelial
da Na-K-4TPase nos olhos de ratos apds radiaclo X (4580 R), em
intervalos de 3 a 9¢ dias. & enzima foi demonstrada
histoguimicamente por microscopio de luz polarizada e ¥oi medida
bioguimicamente por método fluorométrico.

Os resultados histoquimicos e bioguimicros apresentados
sugerem que a atividade da Na-K-ATPase das membranas das células
gpiteliais dos olhos nio & primariamente afetada pela radiacio X.
Por outro lados deve ser notado que a radiacBo X causa edema
relativamente precoce nas células epiteliais. Deste modo, pode
s8r suygeyrido gque estas altevagfes precoces nons olhos apds =
radiacin X, s30 em primeire lugar, devido a uma permeabhilidade
passiva aumentada das membranas celulares ans cations & nido  um

deteito no sistema ativp da bomba de cidtion.

KRIZALA e cals."‘i?}; em 1%8¢, estudarams em c3ies
ivvadiados ¢om 3.6 Gy de radiac8o pama, as mudangas da atividade
total em sorc sanguinec da fosfatase alcalina € de suas
ispenzimas Ossea € intestinal.

fiz atividades das isoengimas da fosfatase alcalina
fnram determinadas pelo métods inibi¢8p~inativagdo pelo calor.
Aps 8 radiagio. as atividades no sora, fHa fosfatase alcalina,

foram, em gevals, mais baixas. No caso dz  1soenzima OS5&83,y 2



diminuigio foil mais pronunciada. As mudangas na atividade total

da fosfatase alcalina e da ispenzima intestinal Joram menos

digtintas,

MATSUDA e cols.®, en 1982, mediram, em
diferentes tempos, a atividade da Na-K-ATPase dos olhos de
coelhos expostos & uma unica dose de 20098 rads de raios X e
compararam com os clhos controle contralaterais.

Observaram primeivo diminuig¢ico da atividade enzimidtica
em amhos o0s olhaos € no epitélio capsular isolado nas 328 g 43
semanas a&pOs a radiaglo, nue se tovrnou marcadamente aumentada na
7a semana € meia apgs 0% ralos X. Esses achados foram
concordantes COM  Suas primeiras observacles sobre o transparte
ativo de cations ser reduzido nesses olhos & apdiam a visdc de
que B perda da ATPase da membrana & responsavel pelo

enfraauecimento da bomba de cétion nos plhos irradiados.

CAaTRAVAS e CQIS-(G?ag gm 198BB. estudaram “in wvivo'
os efeitos da radiacBo ionizante nas enzimas endoteliais
pulmonirias convertoras de angiotensina e na 5° nucleotidase.
Coelhos foram expostos a uma unica dose (30 Gyl,y utilizando-se um
acelerador linear Varian Clinac 4. Este aparelho produz um feixe
de raios X 4 MV bem definidos semelhante ao Cobalto-49.

Utilizaram técnicas midltiplas dilui¢BSo-indicadoras onde
toram estudados o metaholismo de L3HI benzouyl-PHe-ala-Pro (BPaP)
2 de (2401 5'-AMPy pela enzima convertpra angiotensina (ADE) e

pela 5 nucleotidase (HCT); respectivamentes durante uma dnica
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passagem ftranspulmondria em coelhos conscientes, cronicamente
cateterizados.

Dos dadoss foram calculadas duas constantes cinéticas,
Km e Amax. Foi observado um significativo decréscimo nas P, P4 e
48 horas apds a radiacdo no metabolismo das quantidades de BPAP
g S'AMP. Um iguzl decréscimo nas primeiras taxas das constantes
{Amax/Km? de ACE foi ohservado nas primeiras 2 horas, mas gque
retornou a nivelis de controle nas 24 e 48 horas apOs radiaglo.

s wvalores de Km de ACE para BPAP e NLT para 5 aMP
foram elevados nas 2, 24 & 48 horas pas~tratamentos ao passo gue
g2 Amax {(produto da massea enzimatica e a constante da formagio de
produtos Kcat) de ACE foi elevada nas 2 e 24 horas. mas nidoc nas
48 horass € Amax para NCT foi elevada somente nas 2 horas pos-—
tratamento.

Nio foi oheervada nenhuma Msmudanca na estrutura
endotelial nas 2 horas pds-radiagfo a niveis de microscopio dtico
¢ sletrinico.

Concluivam que & fase inicial de radiagio induziu 2 uma
injuria pulmonar, incluindeo mudangas na fungldo da enzima
gndotelial na auséncia de danos estruturais como refletidos em
wuma aparente diminuicBo na afinidade de ACE e NCT para seus
substratus;. permitindo a possibilidade de disturbios
hemodinamicos oOu suas sequelas poderem, também, ter contribuildo

gara a diminuic8c da funcBo enzimdtica.



3 — PROPOSICAOC



32 - PROPOSICAO

Considerando ser 3 radiagdo uma energia con
propriedades capazes de provocar alteragles fisico-quimicas
também nos oOrganismos vivoss hos propomos A estudar o efeito
dessa energia sobre a atividade das enzimas fosfatase alcalina
{EC 3.1.3.1%y 5" nucleotiden fosfodiesterase (EC 3.1.4.4) e
adenosina trifosfatase (ATPase) <(EC 3.6.1.3) em tecideo de

granulacio submetido a baixas doses de raips X.



MAaTERIAIS E METODOS
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4 — MATERIAGIS E MeE TODOS

i- SELECAD DOS ANIMAIS

Na pesquisa, foram utilizados 114 ratos Wistar (Rattus
norvergicus albinus)y machos pesando entre 150 e 180 gramas.

Ds ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP, separados em numero wmaximoe de seis por gaiola e

alimentados com raglo balanceads padr8o & agua “ad libitum®™.

2- PREPARD DDS ANIMAIS

Para a abtenclo do tecide de granulacio, foram
utilizgados fraamentos de esponja de Polivinil (PVUC)Ys na forma de
disco com & mm de largura por 4 mm de espessura. Obtidos os
discoss estes foram embalados em papel manilha £ esterilizados en
autncliave. De posse dos discos devidamente estevilizadoss fForam
implaniados subcutaneamente nos animaise, da seguinte maneira:l

~ @85 animais foram anestesiados em camplnula de vidro
contendp éter etilico. Logo apbs. depilou—se a regiloc dorsal
mediana-traseira dos animals e uti}i20u~se mertinliate idincolor
comp antissépticos

~ feE-se uma incisio de aprowximadamente 153 mm na pele,
perpendicularmente a0 longe eixeo da coluna wvertebrals

~ rom o auxilio de uma tesoura de ponta rombas procedeu~se &
divulsdo do tecido para facilitar & introducio da esponjas

-~ rom auxilio de uma pingas f0i retirvada a esponja de sus
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embalagem e introduzida através da incisBo. A esponia foi
acomodada de modo que ficasse 0 wais longe possivel da incisfo, @
fim de evitar que o processo de cicatrizaclo da incisSo atingisse
o tecido de granulacido em desenvolvimentos

- uma vez implantada a esponja, a incisfo foi suturada com

um ponto simples.

3- DISTRIBUICXD DOS GRUPQOS EXPERIMENTAIS

Oz animais foram numerados por mMarcaclo em sua orelha
g por sorteio, foram divididos em 3 grupos:?
Grupo I ~ controle, Grupo I1 -~ irradiade em uma dnics

ver & Drupo IIT - irrvadiado de forma dividida.

4~ IRRADIACAD DOS ANIMAIS

Para a irradiag8c dos animais fai utilizado um aparelho
de raions X OBF 1088 eletvibnico. modelo 46*15884@ Gl, operando com
os seguintes Fatorec: &5 kUpy 16 wA e 18 segundos de exposicio.

Acoplado ao cabe¢ote do aparelbhe fol utilizado um
coalimador de metal de 1280 mm de comprimente poar 28 mm de
difmetrn. FEsse acessdrio, alem de proporcionar ums padronizacio
da distincia em que foram efetusdas as exposicles, também
auxiliava na incidéncia do feiwxe de vains Xs tornando-o,
prortantos mais eficaz.

Oz asnimais, ainda anestesiados apds a implantaclo das

gesponiasey foram levados para o aparelho de raios X & posicionados
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sobre uma mesa com o seu dorso voltado para cima.

Sobre a saliéncia do tecide depilado, onde por baiwo se
encontrava a esponja implantada no animal, posicionamos um par de
dosimetros e, sobre estey direcionamos o colimador metdlico para
gxpor 8 regiso a radiagfo.

0 aparelho de raios X foi direcionado nho sentido
supero-inferiory de modo que o colimador ficasse appiado sobre o
dorso do  animal, incidindo o0& raics X  perpendicularmente 3
esponja € aos dosimetros.

Bs animais do Brupo I foram irradiados com seguidas
exposicbes de 2y 2y 3, 3. 3: 3s & 2 segundoss respectivamente,
rerfazendo uma exposicio total de 1B segundoss no mesmo dia da
implantacio da esponja.

O0s animais dp OGrupo IXI foram irradiados de forma
divididay duzs exposicBes de 3 segundos totalizande & segundos de
exposicio no dia do implante da esponjas no 32 e no 52 dias apds

a implantaclo da esponja.

5- DETERMINALAO DOS NYVEIS DE RADIACAD

Para =a determinaclo dos niveis de radiagsSos utilizamos
dosimetros termoluminescentes de flyoreto de Yitio -~ 700
(LiF-708) em forma de cristaisy medindo 3 por 3 mm de base por 2
mm e eEPESSUra.

Fastes dosimetros foram previamente embalados aog pares,

em plastico. segundo BOSCOLO e cols!®
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fdpos 0% dosimetros serem sensibilizados, foram
removidos da embalagem e levados, um de cada vezs para o aparelho
de leitura da energia neles acumuladsa.

Tal leitura foi feita em um conjunto de aparelhos
fabricado pela firma "The Harschaw Chemical Company®, composto
por  um  “Thermoluminescence Detector”, modelo P00@ &y e um
“Automatic Integrating Picoameter”y modelo 2¢0¢ R,

] cimara de liberac3so de energia do
"Thermoluminescence Detector”, os dosimetroe foram submetidos =
uma temperatura até 2709C. A energia neles acumulada foi,s entfo,
Tiberada em forma de energia luminosa e integrada no "Automatic
Integrating Picoameter’’ s sendo quantificada.

Tais resultados foram levados a um graficos
previamente estabelecido poY nosy € convertidos em unidade de
radiagdo (R = Roentgen} ou (By = R/109). A dose empregada foi em
tarno de 7,14 R.

0 agrafico foi feito em funglo da energia efetiva ¢
rendimento do apareltho de raios X utilizado na pesquisa e de
scprdo com 2 dosimetria estabelecida pelo Lentro de Energia

Riomédicz da Universidade Estadual de Campinas (CEB),

&- SACRIFICID DOS ANIMAIS

s animais foram todos sacrificados com inalacdo de
clorofdrmin nos £, gy, 7&, it12, i42, p2i®z ¢ PB2 dias de
decenvolvimento do tecido, com excessdo do GBrupo III gque n3o teve

animais nos 22 e 42 dias.



7— REMOCAC DO TECIDC DE GRANULACAD

Sacrificados os animais, 0s tecidos de granulagiEo foram
retirados e rapidamente lavados em NaCl 9,%9%, sendo o excesso de
solugc8o removido por compressio entre duas folhas de papel de
filtro. A seguirs os tecidos foram pesadps € colocados em
recipientes rotulados, sobre papel de filtro embebido em
Hall @.9%, dentro de um isopor contendo gelo moido, mantendo-se,
gesta forma, o terido sob baixa teméeratura ate a sua

manipulagio.

8- EXTRALAD ENZIMATICA

Na extracio das enzimas do tecido de granulagdo foi
utilizada uma solugio tamp2o contendo Tris-HCI @yl [
Hercaptoetannol 1 mM, EDTA 414 mM de pH 7,4, {BASSAK ] &
NICOoLauy (D

Para cada L@@ mg de peso do tecidso foi acrescentado
1,¢ wml de tampioc de ewtraclo e feita homogeneizaclo tipa Potter-
Fivehgens utilizando homogeneizador de tecido Marconi, modelo
TE @9%.

Apgs a homogeneizagio, o extrato foi  centrifugado &
11026 X @ por 2 minutos., utilizando-se centrifuga Incibrés

modeio SPIN I,
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9- DETERMINACAD ENZIMATICA

(] apbrenadante dps extratos foi wtilizado para

determinar as atividades das enzimas fosfatmse awlcalina. 5°

nut lengtideo fosfodiesterase ¢ ATPase,

.1~ FOBFATABE ALCALINA

Para determina¢Bo da atividade da fosfatase alcalina
foi wutilizado a soluc@o contendo p-nitrofenilfosfato imM  como
substrato e tamplo tris-HCI ®.1 M e pH 9,8 (KELLY &
BUTLER) 18}, Pars rada ©,4¢ ml de extrato foi acrescentado
2:8¢ mi de soluc8o de substrato e incubado a 30°C. Apds 3¢
pinutonss foi acrescentado @,1¢ ml de NaDH 1IN e feita a leitura no
gspectrofotémetre digital da Micronals modelo BI4211, medindo-se
as absorbiEncias a 460 nm.

Foi estipuiade para 38 Fosfatase Alcalina que uma
urnidade de atividade enzimatica @ a guantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de produto por minuto, a uma temperatura de 30°C.

A atividade especi?ica foi expressa em unidade de
enzima por mg de proteina. A medicBo da quantidade de proteina
dos extratos fopi feita contra padrio de proteina de 1€@ ug/mls

através do método de LOWRY € cols. P8,
9.2- 3! NUCLEATIDED FOSFORIESTERASE

Nz determinacino da atividade da &’ nutleontideo
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fosfodiesterase, utilizamos uma solugdo contendao
p-nitrafenilfenilfosfonato 1 mM como substrato em tampSo Tris-HCl
@:1 My PH B850, (KELLY e cols. '),

Para cada @510 ml de extrateo foil acrescentado 2,80 ml
se solugio de substrato e incubado a2 309C., Apds 3@ minutosy foi
acrescentado 0s10 mi de NaDH 2N e feita a leiturs no
espectrofotdmetro, medindo as absorbincias a 4690 nm.

Foi estipulado para a Fosfodiesterase aque uma unidade
de atividade enzimatica @ a guantidade de enzima capaz de liberar
1 umol de produto por minuto, a uma temperatura de 30°C.

& atividade especifica tambem foi expressa em unidade
de enzima por mg de proteins da mesma forma como ja citado acima

no item 7.3,

2.3~ ADENOSINA TRIFOSFATASE (ATPase)

& atividade dm ATPase foi determinada com a seguinte
solucic contendo: ATP (trifosfato de adenosina) o.¢ mM coma
substrato. tampio Tris~HCl1 @,0043 M, MaClBE S mMN e pH 7.4.
(SEIDEL & BGERGELY),

Para cada ©,10 ml de extrato foi acrescentado 1,9¢ mi
d¢ solugio de substrate e incubado & 30°C, por 15 minutos.
Nepois acrescentou-se 2,9 ml de écido tricloroacéticeo (TCA) 15X e
centvrifugou-se a 2000 X g por 5 minutos. Dn sobrenadante {oi
feitn a dosagem de fdsforo liberado de acordo com o metodo de

FISKE & SUBBAROWUL,



Para a2 ATPase foi estircpulado que a unidade de atividade
enzimdtica € a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ug de
fasfore por minuto; a2 uma temperatura de 30°9C,

4 atividade especifica da ATPase foi expressa da mesma
forma gque as outras enzimass em unidade de enzima por mg de

proteinay como j& citado no item 9.1.

190~ ANALISE ESTATISTICA

As atividades das enzimas Fosfatase Alcalina, 5’
Huclentideo Fosfodiesterase e ATPase foram congideradas
isoladamente. As opbservagbes de cada enzima foram agrupadas
segundo tempo e grupo, e entfo foram calculadas suas medias para
compara-las.

Atraves da andlise de varidncia®46é), obgervou-se
diferenca significante entre tempos & na interag¢Bo entre grupos.
Utilizou-se, entSoy o Teste de Tukes®44) para comparar as médias

de tempo dentrt d0 grupec & gvupo dentyo do tempo.
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DO~ RESULTADOS

{ig dados

alcaling,

gz

B'nurleotiden

atividade

fosfodissterase

trifoefatase estio nae tabelas 1, P2 e 3:

TABELAR § ~ Atividade

enzimitica da Fosfatase Alcalina, segundo

Tempo e Grupo.

enzimatica

focsfatase

adenosina

TEMPO

GRUPO c 4 7 i1 14 21 28
0:80 (0,69 {0:48 |9.990 (0,95 (0,42 -

1417 18,72 (@466 - @90 {852 (041

I 2448 0,78 1€G:47 12,60 0,92 (0,59 |@,42
@555 - @u36 0,80 10,72 |0,51 -

Csb63 (0,44 e @,B8 (8,47 (9550 [0.68

¢,52 |e,89 - - 0,30 (@.,48 [@,3¢

V73 e @57 {8470 [D,%92 19,57 [@,25

Qebs G,BU [Gsdh {0475 (1,08 (@40 (€,49

il G682 0,90 (0,73 (0,84 11,88 (0,69 [8,33

2,82 - .58 [9,74 11,00 (9,75 (0,050

2454 1@,76 - G142 1,17 [€:52 18,41

$,54 (0,73 |9,57 10,81 1,91 {0,546 (9,530

G569 1,¢¢{0,84 (0,46 (0,37

¢ 13¢ GBI Q,43 10,60 [@:47

III —— @3?8 @séi 6346 @353
Q.76 B,4016@72 10,38 -

,52 B.B81{0,67 (@444 [0,27

897 @sFL18,80 1¢.4%9 (0,00




TABELA 2 - Atividade

enzimat ica
fusfodiesterasesy segundo Tempo & Brupo.

da

TEMPQO
GRUPO P 4 7 if i4 21 28
2:44 10,38 104460 (2,48 10,43 @428 (0,37
GBE [B:36 {0457 10,73 19,50 [0,54 10,43
G427 10,49 (0.41 (@442 18547 - @32
I Q.59 [G.47 10,59 |0.,68 6,72 {0433 1€,42
@,31 [&.60 —— G488 Q64 184562 (0,15
Q3% 104,70 16,32 12:.51 (9,80 1¢:59 4,59
3925 3;38 65?6 3559 9,59 @,55 9935
By33 (0470 106.86 10,37 (0,68 190,91 (6570
il 832 (0429 0,87 [&,87 (&,64 (0,43 (0,49
Q@S2 (0,88 [0,7& 10,594 {€:857 |€.31 1@,5@
2,59 10:38 (0,53 8,79 (@69 [0,456 10,48
G 48 [0.+48 (0,45 0,55 Je,48 1@,30 (@,B82
2:84 (&+HG 11,08 (0,48 0,50
2,49 (@460 (1,288 16,33 (0,39
111 268 10,39 [@.7¢ 18,32 [&:564
4,83 (@452 19,47 [€,54 (0,23
2,95 (9564 - @20 (0,50
2:53 12,33 12,40 (2,30 (8,71
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TABELA 3 ~ atividade enzimiatica da ATPase, segundo Tempn g

Grupo.
TEMPO
GRUPD 2 4 7 ii 14 21 eg
G973 8483 (2468 (3429 7403014519 (6,30
1;?8 - e - 1@;i§5 4, 13 s
2489 (8,64 [3:64 (13,5467 Bs34]59411 18,24
I @71 1,41 (2330 14,82 [10,8%14,17 (4498

1e81 |9490 (2470 {0,779 B,;37 16,31 17436
1427 11416 {3,490 {4441 9,8014,99 (4,87

Gsbi 1189 |2:50 (449 PLA4213, 10 (6,76
1434 12,09 |2:.35 14,59 7+B4]14,92 18,93
I 1208 (1400 [3484 (4984 | 741044352 [6,90
1,01 (2,09 - %530 Byéi|4:84 (4,50
129 [2:07 3536 (4,69 |18:32]14,38B [ &,66
ke 1,49 (2581 13,93 730614437 |56.640

3477 16488 112,8814444 (7404
3619 |8+17 1114815461 15,71
111 B478 |71 F44214499 [6.28
5,13 (5,49 2641449 (6474

~— 4,38 7917144515 (4414
4,9 e 8,554,166 i7,5@

Primeiramente, ¢foi feita uma andlise de varidncia =
um teste de Tukey por grupos para comparar a8 atividades das
enzimas nos tempos estudados. A andlise demonstrou ndo  haver
diferenca signiticante entre o segundo e o quarto dia. Frente a
este resultado, passamos a analisar os dados a partir do 7%

diz, tujas analises encontram-se nas tabelas 4, 5, &5 7, B8,

Py 165 L1 & 12,



TABELA 4 - Fosfatase Alcalina -~ GRUPD 1

findlise de vari3ncia inteiramente ap acaso

49

oy GL S0 aM F
TRATAMENTO & @, B59475 24093279 3,5485463
RESIRUD 28 8., 736200 024284
ToTaL a4 1295497

TABELA 9§ ~ Fosfatace Alcalina - BRUPD II
Analise de varifincis inteiramente ao acaso

cv GL S6 GM F
TRATAMENTO & i.2485231 2.20808% 165067468
RESIDBUD ag ©,403547 b,0125611
TOTAL 38 1.,4652878

TABELA & - Fosfatase Alcalina - GRUPD 11X
tnalise de wvariBncia inteiramente ap acaso

cy GL =1¢] oM F
TRATAMENTD 4 @, 423753 @,155938 B,0934%8
RESIDD 23 @.443144 2, QL9047

TOTAL 27 1.866897




TABELA 7 - 5’ Nucleotideo Fosfodiesterase - GRUPO T
Analise de vari@ncia inteiramente ao acaso

Cy GL 54 oM F
TRATAMENTO 6 @s127143 6.,021190 0716233
RESIDUD 33 2,7463217 e,e23128
ToTal 3% €,898359

TABELA 8 -~ §° HNucleotideo Fosfodiesterase - GRUPD II
fAndlise de varidncia inteiramente ao acaso

cv GL 8¢ oM F
TRATAMENTO é @, 6570624 ¢,109837 é,254865
RESIDUD 35 04614617 05017540
ToTal 41 1,873641

THBELA 2 - 5’ Nurcleotiden Fosfodiestermsse -~ GRUPO IIT
dnalise de varifncia inteiramente aoc acaso

oy GL 5@ oM F
TRATAMENTO 4 2:7084%91 @,477123 2,487341
RESIDUD 24 @s7744687 @: 032279
TOTAL 28 1,483178




TaABELA 19 ~ ATPase - BRUPD 1
Adnalise de vari@ncia inteiramente ap

i

BCason
IR L. 54 QM F
TRATAMENTO & 384 . 143248 5¢,19¢535 &5,847138
RESYDUD 31 23,7372416 ., 748717
TOTaL a7 324,880408
TABRELA 4t - ATPase - (GRUPD 11
findlise de varifncis inteiramente ag acaso
LAY GL S0 aM F
TRATAMENTO & 275.287571 45,881242 B14,240148
RESIDUG a3 29548725 ¢yB89541 6
TOTaL 39 3IDA,BI4294
TABELA 12 - ATPase - GRUPD 111
adnialise de varincia inteiramente a0 acaso
oy GL 5S¢ oM F
TRATAMENTO 4 128,434459 AP, 108415 21, 386837
RESIDUD 23 34,33783% 1,49RP94%
TOYTAL 27 167720291




ginica analise de wvariincia.

7

Em seguida, agrupou-se os dados dos trés grupos numa

05 resultados para Fas FD e ATPase

est8oy respectivamentes, nas tabelas 13, 14 e 15

TABELA 13 - fosfatase Alcalina
Andlise de varifncia em blocos ap acaso

Cy GL :1e QM F
TEMPOS 4 1,989762 2,482441 EBy21%
BRUPD 2 0;8622%4 ¢s231147 1,82%
INTERACRD 8 @,549857 ©,068732 4502%
RESIDUD &b 1,1286146 2.017100
TOTAL Bé 3,4670352%

TABELA 14 ~ 5’ Nucleotideo Fosfodiesterase

dnidlise de varidncia em blocos 80D acaso

cy GL E3H oM F
TEMPOS 4 @, 783989 Gs196497 Tsi%
GRUPD e @,109519 @,8547460 220
INTERACAD g 2,352261 6,044033 177
RESIDUD 72 1,788%33 2,@2484657
TOTAL B4 3;03s722




TABELA 15 ~ ATPase
Analise de varidncia em blocos ao acaso

cv GL 5Q aM F
TEMPOE 4 3P7,565942 ?9.3791484 Bo,41%
GRUPQ e 3,728234 1,848617 1.94
INTERACAD 8 51547484 014693464614 8,96
RESLDUO &9 BU.283703 1,835%98
TOTAL 83 4724128744

Estas tabelas mosiram diferenga significante entre
tempos e na interatdo entre grupos. Compararam-sey entios &6
medias de tempo dentro do grupo € grupo dentro do tempo através
dg teste Tukey,y, onde 36 d.m.s. para a3 Fosfatzse alcalinas
%' nucleotideo fosfodiesterase e andenosinha trifosfatase sHo,
respectivamente, @.2425 ©.256 € {4+81s aque observamos nas

tabelss 14, 17 e 18,; a seguir:

TARELA 14 - Medias de atividade da Fosfatsse alcalina

| TEMPO

GRUPO 07 14 14 24 28
1 2,493 | ©,808 ©,782 | 0,565 0,503
It 0,622 | ©,713 1,013 | 6,583 0,413
111 0:488 | 2,815 By662 | 9,495 9,388
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Quando comparamos o tempos dentro de cada GYupPos
oheservamos que no grupo I as atividades da enzima fosfatase
alcalina nos dias {1 e 14 530 maiores gque nos outros dias. No
grupo  1I,y © pice da atividade foi no 14 dia, seguido pelos
dias i1y 27 # 21. 0 28¢ mostrou atividade mais basixa. No grupo
I1Z7: & atividade foi maior nos dias 1%, 7 ¢ i4, & mais basixas
nos dias €1 e 8. Quando comparamos os grupos dentro de cada
tempoy podemos observar que no 14F dia o grupo II mostrou
atividade enzimatica significantemente maior que o grupo I e
111. Nos demais dias n8o houve diferencga significante entre os

Grupos.

TABELA {7 - Médias da atividade da 5’ Nucleotideo Fosfodieste-

rase
TEMPD ]
GRUPO @7 it i4 21 28
I @498 9,375 0+ 070 @476 ¢e413
11 @707 6,418 ¢s &35 ¢.438 9,957
o 11l @487 @.530 ¢.814 2,352 2495

Guando analisamos tempos dentro de cada grupo para
abtividade da S’ nucleotideo fosfodiesterases observamos que nfo

td diferenga significante entre o0s dias no grupo I pOYeém, no

grupo JIsy o 72 dia apresentou maior atividade ¢ o £1% dia foi



A
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de menor atividade, & no grupo 111 3 atividade foi maior nos

dias {4 e 07 ¢ mais baixa nose dias BB e 2¢{. Nio houve diferenca
significante entre 08 3 grupos quando analisamos 08 grupos den-—

tro de cada dia.

TABELA 18 - Médias da atividade da ATPase
TEMPO
GRUPD &7 i i4 21 £8
I 2994 S5.120 2,082 4,825 70026
II 2812 4,462 Ts062 4,488 &3 788
II1 3,744 Sy ds8 2,857 4,44@ 6,548
Analisando os tewmpos dentro de cada grupn

atividade da

ATPase;s podemps obeservar quey

diz ¥foi o pico da atividade enzimatica,

1i & 21 mostrando atividade mais baiwxa no 72 dia.

¢ 142 dia também foi o de maior atividsde enmzimdtica,

pelo
apresentou

i1, 21 e ©7.

podemns observar gue nio ha diferenga significante

3 grupos.

PRy dia e pelos dias 21l

11 & 97.

Mo grupo 111,

dnalisando-se 0% grupos dentro

no grupo I,
seguido pelos dias 2B,

No grupo Il

maior atividade enzimaticas seguido pelos dias

tada

entre

seguido

o 14s dis
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Considerando ser & sintese de coligenp & sua agregaclio
gob a forma de feixes, dependente da atividade enzimiatica, e
ronsiderando ser possivel haver um efeito da vradiacSo na
atividade das enzimas; e de acordo com os resultados por nds
encontrados, temos que & enzima Fosfatase Alcalina aspresentou-se
com & atividade aumentada por volta do $42 diazy sendo que no
grupo Ils ou seja, no grupo uue recebeu uma dose unica de 7,14 R
de radiac3os essa atividade foi de 2955% maipr do gque a atividade
dessa enzima no mesmo periodos no grupo controle. UIZIGLI“’”,
gm seu trabalhos também encontrou que a maior .atividade da
fosfatase alcalina foi ao redor de 13 a 20 diass 0 que corvobora
nossos achadns, sendo  fuey, no grupo submetido a radiacfoy a
atividade desss engima foi aumentada, tendo sido esse aumento de
atividade também encontrado por WACHSBMUTH & TORHORSTW ¢
KAaurRD Porem, estes dois autores estudarsm esta enzima em
intestino de ratos €& com doses muito superiores as  por nous
utilizadas, tendo o primeiro avtor utilizado uma daose de 1206 R
de vraios X e o segundo uma dose de 4@@ R de raios gama de Codbdd,
onde observaram um aumento da fosfatase alcalina 24 horas apds a
radiacgio. KaURYY shservou, aindas cue no 92 dia apds a radiacio
havia uma diminuig®0 da fosfatase alcalina em vrelac8n =ao
controle.

Podemos considerar sinda que, no grupo 111, gue recebeu

o mesmo montante de radiacBo, porém dividido, a enzima fosfatase



alealina esteve com sua miaxima atividade no 112 diay tontudo
manoy do que no grupo Il & praticamente igual & atividade dessaz
gnzimas no grupo controle. Ainds gque seja sabido gue doses
fracionadas podem aumentar os efeitos sobre tecidos vivosy nio
foi o que encontramoe em nosso btrabalhos embora possamos levar em
considerac8s o fato de que utilizamos doses bastante pedquenas.
Poderiamos levantar a hipdtese de ser o espago de tempo utiligado
entre as irradiacBes um tempo suficiente para uma recuperacio.
Por oputro lado, MOBRE(ES}, em seu trabalhos cita ser o efeito de
ums Unica dose mais prejudicial do wue o de doses fracionadas.

Ainda com respeito A doseas autores como BHATAVIDEKAR
e cols.®™: que utilizaram 120 R de raios X; KRIZALA e
ce:ls.ﬁiﬂg 3.0 Gy de radiacio gama, obtiveram em seus trabalhos
uma diminuicioc da fosfatase alcralina. Se compararmos com OSs
nossns resultadoss as doses desses autores foram superiores as
por nos utilizadass e comp € sabidos o0s efeitos bioldgicos
causados pela radiagio s3o dependentes da dose empregada: COmMO
também do tipo de radiacio.

& enzima 5 nucleotideo fosfodiesterase apresentouy no
grupe 11, atividade significantemente maior no 72 dia & menor no
21t dia. No grupo IIT; a atividade foi significantemente maior
nos dias 14 e $7 e mais baixa nos dias 28 e 21. Isto {oi
diferente do que ocorreu com o grupo controley pois, nestes ndo
houve diferenca significante entre os dias. Apesar de ndo ter

havido uma diferenca significante entre os trés grupos,; PpoOdemos

notar que nos dias @7 e 14, onde houve maior atividade enzimatica

nos grupos I1 & 111y essa atividade se encontrou percentualmente
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maior do que no grupo controley da ordem de 4P% no 72 dia e 2B%
no 142 dia. Embora niop haja diferenca estatistica significantes
o percentual de atividade dessa enzima em relac3o aoc controle
pode ser considerado alto, porém seria bom considerar também que.s
tendo em vista as condi¢Bes apresentadas para 0 desenvolvimento
do trabalho, n3o foi possivel utilizar uma amostra maior. fato
este que nos possibilitaria ter uma melhor visio dos resultados,
CATRAVAS e cols. ' encontraram uma diminui¢3o da afinidade
da 5’ nucleotidase para seu substrato em pulmio de coelhos
gxrpastos a 3@ By de raios X produzidos por um acelerador linear,
Congiderando quey em nosso trabalhos a enzima estudada foi =a
%' nucleotideo fosfodiesterase ey sendo ela também uma enzima
que atua na ligac30 glucidipo fpsfato em posicgdo 3 e que esta
relacionada com a sintese de Acidos nucleicos e conseguente
suments do giro dos nucleotideos atraveés do reaproveitamento das
hases nitrogenadas, o8 resultados foram diferentes dos
gncontyados por esses autores. Porém, essa diferenga nos
resultados pode ser devido ao usto de menor dose de radiagio
empregada em nossa pesguisas como também foi diferente o anmimal,
tocal e tipo de tecido de onde 3 enzima foi extraida.

4 atividade enzimatica da adenosina trifosfatase foi
semelhante nos trés grupos estudados! comegou baiwa no 72 diay
atingiu seu pico no 14® dia e baixou significantemente no 812
diz. Isto esta de acordo com VIZIOLIW?!, onde a atividade
intracelular & nas paredes vasculares aumenta em concorddncia com
ne necessidades energeticas do tecidoy atingindo o miwimo aps 15

dias de desenvolvimentos caindo apds P2 diass seguindo o ritmo da



sintese proteica e de carboidratos do tecido. $s nossos
resultados sHo concordantes com os de PALVA®!Y, quando diz que
150¢ R de raios X nio afetam primariamente a atividade da ATPase
no epitélio de olhos de ratosi porém, éin discordantes dos de
YUKAWA & NAKAZAWA'® que estudaram o efeito de 200 e 400 R
de raios X na atividade dz ATPase no figado de ratos em estidgio
de aleitamentos onde observaram um aumento da atividade.
MATSUDA e cols.®™ também encontraram resultados diferentes
dos noss0sy  Quando mediram a atividade da ATPase nos olhos de
coelhos expostos a uma unica dose de 2009 rads de raios X e
observaram uma diminuicHo da atividade enzimitica nas 3% e 423
semanas apds a radiaclo. Nas 72 @ 52 gsemanas apds a irradiacio,
gsta atividade se tornou aumentada.

Talvez esta discorddncia nos resultados estejaz nas
diferentes condi¢les em «que Foi estudada a atividade desta
enzimai diferenca nos animaisy tipo de tecido onde a enzima foi
estudada, tipo de extracBo, além de diferentes doses de radiacio
empregada, que foram pelo menos 28 vezes maliores do que a 60%s3
ey ainda, diferentes tempos em que as enzimas foram extraidas.

Autores como MAXIMOQW!, POHLE e cols.@®hH3,
RITCHIE'®,  POHLE & RITCHIE®#, NATHANSON(2S!,
GRILILOUYY, POWERS e cols.'®, RAVELLI e cols. . ¢
ABDAL LA e cals.® estudaram histologicamente e/ ou
macroscopicamente o efeito das radiacdes X sobre o tecide de
reparo e observaram um alras0 NeSsSE Provess0y COM  eXCEssio  de
NATHANSON®S gque, com baixas doses, encontrou umas aceleragio

no processo de reparc € tambeém de POHLE e cols.mi}, gue nio
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encontyaram diferen¢a no tempn de cura entre as por¢les
irradiadas e n¥p irradiadas e que consideraram a leve diferengs
no  processeo de cura da porgdp irradiada com pequenas goses, ser
devida & uma reduc8o na guantidade de exsudato, gue mostrou uma
diminuig3o da quantidade de fibrina a ser recolocada pelo tecido

cicatricial.

Ji autores como DOBBS#s | AURENCE e cols.®! ¢
BLYTHE e cols.'™) avaliaram a forga de tensio do tecido de
reparoc submetido a irradiacfo, onde ROBRS(® constatou, com uma
dose de 300 R, Eaver um aumento da tenslos € com 1020 e 1802 R,
uma diminuicEo dessa forga. LAWRENCE e cols.!) constataram
um  atraso na cura da ferida com 2500 R, e BLYTHE e cols.®
observaram que hawvias com 1000 R de raios Xs um enfraquecimento
da forca de tens3o.

Também foram feitos estudos sobre o efeito da radiacido
nos componentes do tecido de reparo. Autores conmo KITAGAWA e
cols.'t®, ARCHER e cols.® RICKERT & FORBES,
SUDJTKOVA e cols.®), THrAaGaRAJAN e col1s.Y¥, Law
e cols.®™, DE LOECKER e cols.®®, sKOoUGAARD &
CARSTEN',  WaRD e cols."), GRANT e cols.U® ¢
RANTANENSY sctudaram o efeito da irradiagio sobre o colageno.

Observaram diferentes efeitos, como alteracBo no  seu
conteddo e solubilidade e reducBo na tapacidade de hidroxilagio
da profina peios Fibroblastos. Todos esses fatores sio
dependentes da dose e periodo no qual o colageno foi irradiado.

RANTANEN3Y expds o tecido de granulaglo &

irradiac3o durante a fase de mohilizagS8c e migracgBo celular (32
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diaz apos a implanta¢8o), na fase de proliferaclo celular (7¢ dia}
e na fase de sintese do coldgeno (152 dia), e observou diterentes
alterag@es no colédgeno nestas fases. No tecido de granulaclo
irvradiade no 3t dia,; constatou uma diminuicBo no contedds e
aumentn na solubilidade do colidgeno, explicando ser devido a um
atraso da proliferaciop celular induzido pela radiacBo que também
atrasouy temporariamente, a produ¢3ec e maturac8o do coldgeno.
Poréms a solubilidade ndo diferiu do tecido controle no granuloma
completamente recuperado. No tecido exposto durante a fase
proliferativa, as telulas que sintetizam o coligeno foram
injuriadas pela irradiagdc, mas continuaram a produzi-lo,
sofrendo um aumento do conteudo total e insolubilizagBo do
roldgeno. Durante a irradia¢Bo do tecidos a sintese de colageno
nin excedeu agquela do tecido controle, fato gque também
comprovamos 2m nossd btrabalho,

RANTANENDY  trambém observou o efeito da radiagSo
sobre as glicosaminoglicanas. [Durante as primeiras {fases de
decsenvolvimento do tecido controle normal, fol relativamente alta
a fragio de hexosaminas soldvely © que foi atribuido ap vazamento
de glicoproteinas plasméticas apds a implantaglo da esponja.
Hagve uma pequena resposta da hexosamina a irradiac8ol a mudanga
f0i parcialmente devido & diminuic8o absoluta da fragio soludvel
es parcialmente, a um acumulo da fraclo insoldvel. A diminuigHo
gheervada da hexosamina soldvel pode ser euxplicada pela
reabsor¢io de glicosaminoglicanas induzida pela radiacio,

facrilitada pelo colapsoe aumentado.



DROZDZ e cols, M gpeervaram que uma dose de 5@ R
causava um aumento do total de glicosaminoglicanas, aumento este
ororrido antes gque houvesse alteracSes no conteddo de caldgeno;
BOTER, desconhecendo o mecanismo direto destas alterac8es.
JQU#&NOUIC““, em uma revisio, diz que os mucopolissacaridens
s3c despolimerizados pelas radiacBes ionizantess sendo este
efeito instantdneo e gue pode ser medido a;é mesmo  durante a
exp0sicdn,s aparecendo mesmo em peguenas doses (1~8 R).

Considerando que VIZIOLIYW) rejacionou a atividade
das enzimas estudadas com o0 desenvolvimentos do tecido de
granulacdo. poderiamos levantar a hipdtese de um mecanismp de
az8c da radiacBo sobre o desenvolvimento desse tecido. De acordo
com  os  resultados encontrados em nosso trabalhes poderiamos
sugerir gue =a alteraglo da atividade da fosfatase alcalina,
causada pela radiaclos de alguma forma interfere no processo de
agregagdo do colageno sob a forma de feiwxess D que € realizado
por meio das glicosaminoglicanas, talvez agindo na formaglo das
cadeias de carboidratos necessiariese a0 Processos.

Com relaclo a 5 nucleotidea fosfodiesterase pudemos
notar que houve uma alteracio no comportamentoe desta enzima nos
grupos irradiados. A sua atividade estd relacipnada & sintese
dns dcidos nucleicos e consequente aumento do gira de
nucleptidens. Assimy poderiamos considerar ques de alguma formas
esta alterac8o enzimidtica poderia induzir a uma formagao nio

satisfatgria de colageno € glicosaminoglicanas.
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Parém, RERe assunto nos Parece ser bastante
interessante e gue demandaria maiores estudos das enzimas, as
quais S30 as responsiveis direta ou indivetamente pela formagdo
do cplagenos que @ elementp importantissimo no reparo de

tecidos.
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— LCONCL USSGES

Bassando—nos na discussfo dos resultados obtidos e,

dentro das condi¢Bes enperimentais da presente pesqulisa, podemos

concluir ques

i} & radiacZc X, aplicada nas condicDes da presente pesquisa,

2}

32

43

produziuv alteracdao na atividade das enzimas Fosfatase Alcalina
e %' Nucleotideo Fosfodiesterasse,; retiradas de tecido de
granulac3o induzido pela implantaclo de esponjas de PUL em

ratos.

Ho tecido de granulacdo idrradiado com uma Udnica dose de
radiag3ao X (7,14 R}, a enzims Fosfatase Alcalina mostrou uma
maior atividade no 14f dis de evoluclo do tecidos em relaclo
a0 grupo controle 2 ao grupo que vecebeu radiaglo de forma

dividida.

# atividade da enzima 5 Nucleotideo Fosfodiesterases no
tecido de granulacﬁm que serviu como controles Foi semelhante
em todos os dias estudadoss porems no grupo irvradiado com uma
tinica dose, a enzima mostrou-se com maior atividade no 72 dia

e menor nn ¢iz dia.

B atividade da enzima 5’ Nuclegotideo Fosfodiesterase no ternido

de granhulagio que recebeu radiacdo de forma dividida ¥oi mals



alta nos dias 14 2 &7 e maie baixag nos dias £0 e 21.

85 A radiacio X nBo causou alteraglo no comportamento da

atividade da enzima Adenosina Trifosfatase (ATPase).
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8 - RESUMO

0 presente trabalho teve a finalidade de pesquisar =
atividsde das enzimas Fosfatase Alcalina, 8’ Hucleotideo
Fosfodiesterase e Adenpsina Trifosfatase (ATPase) np tecido de
granulacdo induzido por implantaclo de esponjas de policlorovinil
{(PYC) no tecido subcut@neo de ratos submetidos & baixas doses de
raios X.

Cento e quatorze ratos Wistar foram divididos em
3 grupos: GOGrupo Is que serviu come controley Grupo 11, aue
recebeu 7444 R de rains X de umz dnica wvezs; logo apds a
implantac8o da esponja; Grupo IIIy que recebeu os 7,14 R de forms
divididas logo apds a implantacdo da gsponja e nos 3¢ e S dias
apos o implante.

Os tecidos foram removidos e mediu-s¢ a atividade das 3
enzimas nos dias 2y 4y 7y 11y 145 21 e 2B de desenvolvimento do
terido. Dbservou-sey como resultado, que a enzima Fosfatase
Alcalina no Grupo II mostrou maicr atividade no 142 dia de
evolugBo do tecidoy e&m velagdo aons Grupos I e ITI.

A atividade da enzima 5’ Nucleotideo Fosfodiesterase no
Gruppn I foi semelhante em todos os diass estudadoss pPorém, no
Girvupo IIs 2 enzima mostrou-se com maior atividade no 72 dia e
menpr atividade no 242, No Grupao 11, 2 atividade foli mais =alta
nos diac 14 & @F e maic bhaixa nos dias 28 e @i.

NZo {81 ophservado alteracdac no comportamento da
atividade da enzima Adencsina Trifosfatase (ATPase’, quandsc 0s

3 grupons foram comparados.
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> — SuUMMaRY

This paper was designed to investigate in the rat
subcutaneous sponge-induced granulation tissue, under low doses
of X-ray, the activity of Alkaline Phosphatase,; S'Nucleotide
Phosphodiesterase and Adenosin Triphosphatase (ATPase) enzumes.

One bhundred and fourteen Wistar rats were divided into
3 groups, as follows? Broup I as control, Broup I that received
single 7,14 R X-ray irradiation immediatelly after sponge-
implantation and Group III that received 7,14 R in gplit-dosis
immediatelly after sponge-implantation at the 378 and Sth  daus
paétoperativels.

Bigpsies were taken after 2y 4, 7, 1%, 14, 2L and £8
days and the activity of the three gnzymes was determined.

The results have shown that in Group II  Alkaline
Phosphatase had higher agtivity in the t4th  day of tissue
svplution when compaved to Groups I and III.

The S'Nuclectide Phosphodiesterase activity in Group I
was similar in all days checked, although in Group Il the enzyme
showed higher activity in 7th day and lower in 215t, In Group III
the activity was higher after 14 and @7 days and lower after 28
and 21 daus.

There was no ohbhservation of changing in Adenosin’
Triphosphatase (ATPase) aﬁtivits when the three groups were

compared.
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