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SUMO

RESUMO

om a finalidade de estudar o efeito de irradiacdo por elétrons em tecido

de reparagéo, foram utilizados 75 ratos Wistar e divididos em 4 grupos.

Foram realizadas feridas excisionais medindo 2 cm x 1 om a uma

distadncia de 1 om da espinha dorsal, Para cada tempo dos grupos foram utilizados 3
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RESUMO

animais. O grupo controle e o grupo ferida irradiada imediatamente apos a cirurgia,
foram analisados nos tempos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias. QO grupo controle e o grupo
tecido de granulagao, irradiado 3 dias apds a remogéo do tecido, foram analisados
nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. O feixe de elétrons produzido por um
acelerador linear Mevatron 74, com 6 MeV de energia, foi ministrade na dose de
1Gy. No momento da irradiagac houve coincidéncia entre a ferida e a abertura da
lamina de chumbo usada para prote¢@o do animal, ficando o resto do corpo do
animal protegido da irradiagdo por elétrons. Os tecidos foram submetidos aos
tratamento de HE para estudo da morfologia do tecido de granulacéo, impregnacéo
pela prata- para verificagéo da formacdo e maturacio dos feixes de colageno, reacao
histoquimica pelo azul de toluidina pH 4 para verifica¢8o da producic de GAGs e
suas ligacGes com as moléculas de colageno. Os resultados mostraram atrasc na
reparacado do grupo ferida irradiada (lecidos irradiados imediatamenie apés a
cirurgia) e no grupo tecido de granulagéo irradiado (irradiagéo ministrada no 3° dia da
génese tecidual), sobretudo no grupo tecido de granulagao irradiado. Ao final do
periodo experimenial, fodos tecidos  apresentavam caracteristicas bastantes
semelhantes, indicando ser ¢ atraso transitorio.
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ABSTRACT

[ n order to study the effect of electrons irradiation on the repair tissue, 75
Wistar rats were used. The animals were divided at random into 4
aexperimental groups. The confrols groups were sacrificed at: 2,4, 5,7, 10, 11, 14, 17,
20, 21 and 24 days after the surgical procedure. The animals that had the wound
irradiated immediately after the surgery were analyzed at 2, 4, 7, 11, 14, 17 and 21
days after irradiation. The groups which had the granulation tissue irradiated 3 days
after the removal of the tissue were evaluated at 5, 7, 10, 14, 17, 20 and 24 days after
wounding. All the wounds were 2 cm x 1 cm and were located 1 cm to the dorsal
spine. The electron beam produced using a Mevatron 74 linear accelerator, with

7



EFEITOS DA IRRATIAGAC POR ELETRONS EM FERIDAS E TECIDOS DE GRANULAGAO - Sciange Ap. Caldeira Montairo
Abstract

energy of 6 MeV, was applied to give a dose of 1Gy. In the moment of the irradiation,
the beam was directed to the hole of a leaded apron that was used to protect the rest
of the animal body from the electrons radiation. All the fissues were submitted to
freatment by silver impregnation, in order to study collagen formation and maturation,
and histochemical reaction by toluidine-blue aqueous solution at pH 4, for the
evaluation of GAG production, as well as its association to the coliagen
macromolecules. HE was employed to study the morphology of granulation tissue.
The results showed a delay in the repair of the tissues irradiated just after the
wounding and mainly at the 3™ day of formation; however, at the end of the
experimental period, all the tissues presented very similar characteristics, which
indicated that the delay was temporary.
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INTRODUCAO

ser humano sempre esteve exposto as radiagfes ionizantes de baixa

' intensidade, oriundas dos raios cdésmicos e elemantos radioativos da
Terra. A partir do momento em que estas radiagbes passaram a ser produzidas
artificialmente e em grande escala e seus efeitos danosos nas células vivas puderam
ser methor observados, teve inicio um novo ramo da ciéncia - a radiobiologia.
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As pesquisas demonstram efeitos biolégicos bastante varidveis para os varios
tipos e doses de radiagfes ionizantes, para os diversos tecidos e cgluias do corpo
humano, com conseqiiéncias varidveis, como danos reparaveis, morte. celular,
mutacoes genéticas, aberragbes cromossdmicas e transformagbes malignas.

Apesar do conhecimento dos efeitos danosos aos seres vivos, 0$ raios
ionizantes trazem informacdes diagnésticas imporiantes & servem como medidas
terapéuticas das quais ndoc podemos prescindir, tendo em vista serem maioras o0s
beneficios obtidos. Pesa sobre o profissional a responsabilidade da indicagdo da
administragdo da radiagdo, calculando o risco e o beneficio, assim como o melhor
momento para aplicacdo da radioterapia ou da realizacéo de tomadas radiograficas.
G problema da decis&o assume maiores proporgdes quando ha anteriormente perda
tecidual e o processc de reparo enconira-se instalado buscando reparar o dano,
devendo permanecer imperiurbado.

Tecidos parenguimais, como a pele, apds sofrerem perda tecidual, passam a
depender da regeneracdo ou reparacdo do estroma para que a normalidade seja
restituida. O estroma, constifuido por tecido conjuntivo como um todo, assim como
as ceélulas endoteliais dos pequenocs vasos que ai se enconiram, ocupam posicao
intermediaria enire as 4 categorias de sensibilidade a radiagéo ionizante das células
parenquimais, consideradas por Casaret em 1963.

As celulas do estroma do tecido conjuntivc permanecem em eastado
quiescente, sendo consideradas ceélulas estaveis, dividindo-se somente em
intervalos 5ifregﬂl'ares-' para manter a populagdo ou na presenca de estimulos
especificos como a perda tecidual. Algumas vezes, durante ¢ periodo de intensa
divis@o celular e atividade metabdlica para reparar ¢ dano causado pela perda
tecidual, faz-se necessaria a2 exposicdo do Iocal a radiagdo ionizante com a finalidade
de obter-se maiores mfcrmagées por meio de radiografias ou tomografias, ou ainda o
uso de radiacédo com finalidades terapéuticas, que sabrdamente mterferem ‘com a
reparacao. Mas os danos trazidos aos tecidos dependem de mumeras varzave:s
como dose, tipo de radiag:ao forma de adrmmstragée da dose tempo de reparagao
no qual o tecido é atmgldo pela radiagéo; além de outras vanavels
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O tecido conjuntivo em reparo tem mostrado alteracGes quando & irradiado,
embora ndo seja determinado se a causa reside nas alteragdes vasculares ou dos
fibroblastos ou ainda em ambos. O tecido de granulagdo, formado por intmeros
pequenos vasos e varics tipes de células, busca pela fibroplasia restaurar a
continuidade e a forma de todo fecido lesado, e suas células apresentam aspectos
de intensa atividade como; migragao, proliferacéo e diferenciagdo. Esse tecido deve
permanecer imperturbado ou ser auxiliado por fatores gque favorecam sua evolugao,
devendo ser evitados agueles que possam prejudicar a restauracao da integridade
tecidual, como as radiacdes ionizantes, as quais é muito sensive! devido as infensas
atividades mitdtica e metabdlica que acentuam a radiosensibilidade inerente ao
tecido conjuntivo.

A extensdo da interferéncia das radiacbes ionizantes na reparagdo ¢
influenciada por varios fatores, dentre eles, o fipo de radiagéo, a dose, o numero de
doses e o tempo transcorrido entre a perda tecidual e a2 administrago da radiacéo,
gue podem impedir ou alterar o tempo gasto para a restauracéio da continuidade
tecidual, além de também aiterar as caracteristicas dos tecidos formados.

Embora os efeitos danosos ndo possam ser evitados, ¢ uso de radiagdes
ionizantes com objetivos terapéuticos ou diagnosticos busca tirar partido da
capacidade dos tecidos normais resistirem ou repararem os danos.

Algumas investigagtes sugerem que a irradiacdoe diminui a reagdo inflamatéria
favorecendo a proliferacdo do tecido conjuntive e epitelial durante a reparacao,
enquanto outras consideram haver somente efeitos prejudiciais.

Apesar de inimeros estudos e da farta literatura, a radiobiologia apresenta
ainda maior nimero de perguntas do que de'respostas para os tecidos irradiados.
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REVISTA DA LITERATURA

™Y evendo a bibliografia ao nosso alcance, pudemos observar a grande

. preccupacado dos pesquisadores em procurar conhecer os efeitos

causados pelas radiagfes jonizantes nos tecidos
O efeito dos raios X de 2 comprimenios de ondas diferentes - 034 A e

1,184~ em tecidos de reparacédo de feridas excisionais, ndo suturadas, irradiadas

com 1000R, antes ou apds a realizacao de feridas, foi estudado por POHLE ef al
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em 1931. No 1% grupo, as irradiagées ocorreram 1, 3, 7, 10, 14, 21 ou 30 dias antes
da cirurgia e, no 2° grupo, as feridas foram irradiadas imediatamente, ou 24, ou ainda
48 horas apés a cirurgia. A remocao de tecido para biopsia e analise deu-se aos 7
dias apds a cirurgia ou apds a cicatrizagdo. Concluiram ndo haver diferenca no
tempo de reparagdo das feridas em locais previamente irradiados. Quando
comparados aos respectivos controles, os grupos irradiados apds a cirurgia
mostraram retardo e aiteragbes morfoldgicas, principalmente quando a irradiacéo se
deu 24 horas apds a cirurgia. Ao final do processo de reparacéo, ndo houve
diferengas significativas entre 0s grupos experimentais e controles.

O significado clinico de estudos experimentais realizados em animais de
laboratério, questionado por alguns cientistas, foi estudado por HOWES & HARVEY
(1935). Os autores concordaram que possam ser feitas generalizacbées dos
resultados obtidos, em estudos experimentais sobre reparacac tecidual, quando
controladas as varidveis, embora o rato ndo esteja sujeito as vicissitudes humanas.
Nesse estudo utilizaram a forca de tens&o como parametro, pela sua capacidade de
mensuracio. Em relagdo a reparacéo tecidual, verificaram que a fibroplasia iniciada
abruptamente por volta do 4° dia continua com velocidade diminuida até a fase de
resisténcia maxima, atingida por volta do 12° ao 14° dia; no 6° dia, a resisténcia
atinge 1/3 e, no 8° dia, 2/3; e que estes fatos sdo comuns a todos os tecidos e
animais. Concluiram que fatores locais n&o. inibem o crescimento de fibroblastos,
mas que podem causar retardo no surgimento da fase de fibroplasia, devido a uma
reagdo exsudativa excessiva, e que os distirbios na reparacado podem ser devidos a
alteracOes sistémicas profundas. Sugeriram gue a fase de diferenciacdo das células
indiferenciadas varia de acordo com a espécie e taxa de diferenciagdo embrioldgica.
Concluiram, também, que os fibroblastos originam-se de celulas- sargldas no
processo exsudativo inicial e néo do tecido adjacente fixo. '

POHLE ef al. {(1849) estudaram o efeito dos raios X na reparac¢do de feridas
incisionais as quais tiveram suas bordas aproximadas por grampo. Compuseram 3
grupos de ratos assim divididos: no 1° grupo, 18 ratos foram estudados
macroscopicamente 14 dias apés utilizarem as doses de 150R, 350Re 700 R logo -
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apds a realizagdo das feridas; o 2° grupo, composto por 90 ratos, foi dividido
primeiramente em 3 subgrupos nos quais ministraram as doses de 150R, 300R e
T00R, sendo que metade de cada subgrupo foi irradiada imediatamente apés a
realizacéo das feridas e a outra metade apéds 24 horas. Os periodos para a coleta do
tecido de reparacac foram de 3, 5 e 7 dias para cada um dos 5 ratos que
compunham os sub- grupos. O 3° grupo, formado por 32 ratos, foi dividido para
receberem as doses de 10R e 25R, nos tempos de irradiacédo: imediatamente e 24
horas apés a cirurgia, e que foram analisados 3 e 5 dias ap6s a incis80. Para compor
¢ grupo controle, foram utilizadas porgtes cefalicas ou caudais das feridas irradiadas
{sem que os autores fornecessem dados quanto & protecao do restante da ferida).
Os autores atribuiram as diferengas no tempo de reparacdo do 1° grupo as
diferencas observadas na aproximacéo das bordas das feridas e eventual ccorréncia
de processos infecciosos, mas néo as diferentes doses de irradiacdo. O 2° grupo, o
qual foi submetido a analise histolégica em que a reagso fibroblastica nas margens
das feridas foi o criterio mais relevante, também néo foi conclusivo quando
considerados os diferentes tempos nas diversas doses. O atraso ou aceleragéo no
processo de reparagado foi também atribuido a aproximacéo das bordas das feridas;
embora 0s autores notassem que o0s grupos irradiados com doses mais altas
apresentavam-se em desvantagem em relacdo aos controles. Em relacdc as baixas
doses, os autores concordaram com a importancia da aproximagao das bordas das
feridas e sugeriram que, em alguns casos, guando este fator deixa de ser
preponderante para explicar a aceleracac na reparacao, as baixas doses nao afetam
a real producdo dos fibroblastos mas reduzem a producio do exsudato inflamatério.
Pelos métodos comuns de microscopia utilizados, nao foi verificada evidéncia de
estimulacdo da reparagéo, como foi encontrada por pesquisadores anteriormente.

O crescimento caracteristico de fibroblastos na reparag8o tecidual, foi
estudado por SCHILLING ef al. (1953), pela introduc@io de esferas de maihas de
téntalo, em 75 cobaias. Os animais foram sacrificados em intervalos de fempo que
compreenderam periodos variandode horas a meses. Os tecidos obtidos do interior e
da periferia das malhas foram analisados microscopicamente e cultivados para
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observagio do comportamento dos fibroblastos em proliferac&o nos varios periodos
durante a reparacdo. Os espécimens observados pela microscopia eletrdnica e
fotomicrografia mostraram que a proliferagao dos fibroblastos - iniciou-s¢ nas 24 ou
36 horas apés a implantacdo das esferas; nos 6 dias seguintes houve aumento
marcante no numero de fibrobiastos e do 7° ac 13° dia, os fibroblastos  continuaram
a deposicéic de colageno e havia reducdo do processo inflamatéric agudo. No
periodo do 14° ao 20° dia, quando a quantidade de citoplasma dos fibroblastos
mostrou-se diminuida, a deposicao do colageno foi proeminente. Na 4° semana, - os
autores relataram predomindncia de coldgenoc e substincia. fundamental. Nesse
periodo, ou até 6 semapas apés o inicio da reparagdo, foi observado
desaparecimento da atividade dos fibroblastos. A perda de crescimento potencial dos
fibroblastos foi evidente no 4° més. L '

PUCK & MARCUS3, em 1956, estudaram a acao da radiagcdo X em culturas de
células Hela. As células n&o irradiadas mostraram 100% de competéncia para
formar coldnias. As placas irradiadas mostraram atraso na formacgdo de coldnias, e
os autores verificaram que células Hel a letaimente danificadas podem ndo cessar a
atividade de multiplicagéo imediatamente apés a iradiacio, mas nas: 5 ou 6%
geragbes subsequentes. Verificaram, também, que a dose de 100R causam atrasos
visivels no crescimento. A formacgéo de células gigantes foi observada em grande
proporgao em - qualquer dose de irradiacdo. Os aufores  sugeriram que &
radiosensibilidade acentuada das células Hela pode coniribuir para a determinagao
da dose letal média para irradiagao de corpo todo em mamiferos. '

As mudangas no tecido de granulagdo gue levam a contragéo da ferida foram
estudadas por GRILLO etal. (1958), os quais pesquisaram a-formacao do colageno,
o encurtamento de suas fibras, a diminuicdo do conteldo: da:ferida & outros
mecanismos que puxam a massa do tecido de granulagao. Feridas excisionais em
cobaias tiveram 0s 4 cantos e 0s pontos médios entre eles marcados com tinta para’
tatuagem. Em intervalos de tempo até o 30° dia as feridas foram decaicadas em
papel transiGcido e a area fol medida com o auxilio de planimetro. - O tecido
necformado foi posteriormente excisicionado para analise laboratorial e histolbgica.
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Fol observada contragao completa no 15° dia, sendo que em muitos casos o epitélio
maostrou-se completamente formado antes da contracéo da ferida. Laboratorialmente
foram determinados os valores de varias substancias, na busca de explicar o
fendmeno de contragdo, mas nao foi possivel determinar o mecanismo de contracéo,
embora as dissecgbes tenham levado os aufores a suporem que a regido de
contracdo ativa reside nas dreas marginais do tecido neoformado e limite da pele.

Em continuacao ao frabalhe anterior, ainda no ano de 1958, WATTS ef al.
procuraram localizar a forga de contragdo da ferida em cobaias, que foram
separadas em 5 grupos. Em um primeiro grupo retiraram a por¢éo central do tecido
de granulacdo de feridas excisionais , e em uma segunda parte foi feita nova
remogao 3 dias apés. Em um 2° grupo, todo tecido de granulacéo foi retirado com a
base. No 3° grupo foram retiradas as margens do tecido normal e a periferia do
tecido de granulagéo juntamente com a base. No 4° grupo foram retiradas apenas as
margens da ferida com sua respectiva base, O grupo 5, além do tratamento recebido
pelo grupo 2, feve as bases da fascia liberadas em torno de foda ferida, e em um
sub-grupo, a liberacao foi realizada diariamente até a ferida controle ter completado a
contracdo, mas nao sofreu remocao do tecido de granulagzo. Os experimenios foram
realizados no 7° dia apos a ferida e o fendmeno de contragdo foi mensurado com o
auxilio de um planimetro. Os autores focalizaram a atencao na atividade marginal e
conclufram gue © fecido de granulagdo nao interfere com a confracao, mas que a
excisdo dos limites da ferida causava franstornes imediatos atrasando a contragao e
gue a separacadc das margens da pele, avancando da base da ferida inibia a
contracio. Concluiram que a maior parte da contragdo de uma ferida aberta repousa
nas margens da ferida e ndo na porglo central do tecido de granulacéio ou na pele
periférica ativamente envolvida, e finalizaram sugerindo ainda que outros fatores
estariam envolvidos nas fases iniciais da contrag@o.

A falta de restauracdo da continuidade em tecidos pode ser causada por
agentes que interferem com a formacéo de brotos capilares. VAN DER BRENK
(1959) usou 84 camaras implantadas nas orelhas de coelhos para estudar in vivo
brotos capilares irradiados com raios x e y, em doses Gnicas, que variaram de 200R a
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5000R, administradas entre o0 7° e 10° dia apés o aparecimento do: blastema de
reparagéo. O autor concluiu ndo ocorrerem alteragfes observaveis no crescimento
dos brotos capilares em dose inferior a 400R, dano consideravel nas doses entre 400
& 2000R, particularmente na faixa de 1000 a 2000R e nas altas doses (4000R)
observou completa destruicAo e necrose na porcdo central do - blastema de
reparacdo. VAN DER BRENK ainda dé:screveu e iustrou a formacgdo de barreiras
fibrosas avasculares e do fendmeno de super-regeneragdo, nas doses acima de
1000R. Observou, também, que os brotos capilares, sujeitos a irradiagéo,
comportam-se de varias formas, quantitativa e qualitativamente. Conciuiu que a
exposicdo de vasos a radiagdo ionizante ndo € responsavel pelo reparo inadequado
subsegiientemente em resposta a injaria, mas que fatores indiretos, como alteragbes
na forma do tecido, indice celular alterado, fibrilogénese, ‘hialinizacéo no estroma;
comuns a todos tecidos conjuntivos atréficos, foram: os responsaveis  pelas
alteragtes.

MACDONALD (1959) estudou a origem de fibroblastos na pele de 20 ratos.
- Apbs a realizac@o de feridas incisionais suturadas com fio de seda; usou timidina
tritiada para detectar a formagado de novas células. A coleta do materiai ocorreu em
tempos variados entre 2 horas e 14 dias apés a cirurgia e a injecdo da substéncia
radioativa, tendo sido submetido a estudos autoradiograficos: e histoldgicos pela
técnica HE. O autor observou gue os fibroblastos surgem de células do tecido
conjuntivo fixo nas adjacéncias da adventicia das artérias e velas, em torno ‘dos
foliculos pilosos e das fibras musculares ou no tecide conjuntivo abaixo da derme
adjacente e abaixo das feridas. Nao observou fibroblastos oriundos de linfécitos,
macrofagos, histiéeitos, leucéeitos, células endoteliais ou células fixas da porgéo
colagenosa da derme. MACDONALD concluiu que os fibroblastos da pele de rato
surgem de células do tecido conjuntive fixo que sofrem diviséo posterior para formar
novos fibroblastos. - : SR

HARRINGTON, em 1960, investigou os efeitos de 50 a 500R de radiacéo X
{ministrada 2 ou 3. dias em sub-culturas de fibrohklastos), na divis&o ceiular e sintese
de acidos nucleicos. A dose de S00R provocou inibicdo quase completado:.
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crascimento celular, apesar do pequeno nlimero de morte celular. Pela incorporacao
de substdncias radioativas observou pronunciada queda no indice mitdtico, até 105
minutos apés a irradiagdo das células com 500R. Esse quadro permaneceu nas
primeiras 13 horas, quando entao houve aumento inesperado no niimero de figuras
mitdticas (superior ao grupo controle) até o 4° dia; a partir dai houve nova queda para
niveis infericres a 40% do controle. O aumento do indice mitético, a partir da 13®
hora, foi atribuide ao provével tempo gasto pelas células em mitoses abortivas, pois
as celulas apresentavam aumento da fase M, mas poucas células conseguiram
realiza-la. A queda de 50% na sintese de DNA ocorreu mais tardiamente (18 e 24
horas), apés a irradiagdo com 500R, ndc podendo entdo ser responsavel pela
imediata inibicdo da mitose. Os resultados levaram HARRINGTON a crer que a
inibicdo da sintese de DNA, que mostrou ser efeito especifico e marcado da
irradiagéo, resulta da inibig&o de mitose ou ocorréncia de mitose abortiva.

Os resultados divergentes obtidos com altas doses de radiacéo , na opinido de
YAMADA & PUCK, em 1961, seriam devidos & perda da capacidade reprodutiva das
céiulas e, por esse motivo, estudaram os efeifos das baixas doses de radiagéo X
{0,34 a 1,35 Gy), quando somente as fragbes mais vuineraveis refletiriam um dano
apreciavel. A marcacdo do DNA de células Hela 83 com timidina tritiada
imediatamente ap6s a irradiac8o, permitiram aos autores verificarem que as
alteracfes na fase S nao foram significativas, assim como n&o foi significativo o
blogueio de (31 para S. Mas foi observado blogueio significativo na fase tardia de G2
@ gque o bloqueio era proporcional a dose. A gueda na freqiiéncia das figuras
mitdticas ocorrida apés a irradiagéo retornava ao normat depois de 2 horas para a
dose de 34 rads, 5,5 horas para a dose de 68 rads e somente 11 horas apos a queda
para a dose de 135 rads. Propuseram gue a falha mitdtica reversivel seja devida ao
dano cromossonico |, interferindo com a condensag@o dos Cromossomos pouco
antes ou na fase inicial da mitose.

A interligacéo enire as diversas fases do ciclo celular e a regularidade em que
ocorrem, levaram TILL, em 1961, a estudar os efeitos da radia¢do ionizante sobre a

fagse M subseqiente quando adminisirada na fase S, tendo que em vista trabalhos
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anteriores haviam demonstrado que o afraso radic-induzido na mitose causava
atraso na fase S subseqiliente. Culturas celulares de camundongo de cepa L em
suspensdo foram irradiadas com 2000 e 5000R. Logo apbs a irradiagao foi
observado atraso dose-dependente na mitose, sendo de 13 horas para a dose de
2000R e 20 horas para 5000R. Embora as figuras mitéticas reaparecessem no ciclo
seguinte, a capacidade proliferativa das células parecia ndo ser restaurada, pois
continuavam por 1 ou 2 ciclos e depois tornaram-se incapazes de proliferar. A
duragdo do periodo G1-S foi aparentemente aumentada pela irradiagdo € néo
parece ter sofrido qualquer distorgdo nas primeiras horas apés a irradiacéo. 'O
movimento das células G2-M, apds a irradiagdo parou ‘rapidamente e o©
reaparecimento de figuras mitbticas foi marcadamente atrasado. Concluiu que a
radiagao- ionizante parece causar aumento na duracdo dos estagios conhecidos do
ciclo celular, & que G2 fol o periodo gue sofreu maior influéncia dos efeitos da
radiacéo.

O fenémeno. de contracao de feridas submetidas a agdo dos raios X foi
estudado por GRILLO & POTSAID, em 1961. Em feridas excisionais de cobaias
irradiadas com ‘750R, o lado direito recebeu irradiacéo direta e o esquerdo foi
protegido somente pela colimacio, recebendo 1/7 a 1/10 da dose fornecida para ¢
lado direito, em diferentes tempos, antes e apés a cirurgia. Em-uma 2° parte, as
feridas foram realizadas no lado direito, uma anterior 4 outra, separadas por uma
distdncia de 3,5 cm, sendo protegida a ferida ndo.irradiada: A irradiacao foi centrada
na ferida abrangendo 1 om de sua periferia, 36 horas apds a- cirurgia. O critério
usado para avaliag@o da contracéc; foi o delineamento das margens das feridas em
papel transparente € mensuracdo com auxilio de planimetro.. As feridas irradiadas
mosiraram atraso na contracao, o periode mais. critico & irradiacdo mostrou ser o
compreendido entre 24 e 48 horas apds a cirurgia. Nas amostras irradiadas
indiretamente, os efeitos foram similares aqueles das irradiadas diretamente, mas as
proporgdes do dano foram menores. Ja as feridas protegidas ndo mostraram retardo
na contragao. Histolbgicamente, foram observadas alteractes nas formas, tamanho e
numero dos fibroblastos, no padrao de orientagdo e formagéo das fibras colagenas e
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inibicdo na proliferac8o capilar. Os efeitos mais dramaticos foram observados
quando a irradiagdc foi ministrada entre 24 e 48 horas apds a cirurgia,
particularmente no tempo de 36 horas apés.

A populagdo celular e a formacdo de fibrilas foram estudadas pelas
microscopias optica comum e eletrénica por ROSS & BENDITT, em 1981. O pericdo
de estudo compreendeu as 16 horas iniciais até 14 dias apos a realizagéio de feridas
incisionais, em cobaias. Nas primeiras 24 horas, os autores observaram aumento
rapide no nimero de elementos representativos da fase aguda, sendo que, apdés o
3° dia, havia diminuigdo bastanie rapida desses elementos. Pela microscopia
comum, observaram grande aumento no nimero de fibroblastos no 6° ou 7° dia,
sendo a formacdo ativa do colageno observada no 5° dia, pelo aparecimento de
fibras argirdfilas. Por voita do 9° dia, concomitante & diminuicéo de fibroblastos, foi
observada quantidade aumentada de colageno espessado. Pela microscopia
glefronica, celulas caracterizadas por grandes, extensos e bem desenvolvidos
reticulos endoplasmaticos sugerindo sintese protéica, foram reconhecidas como
fibroblastos nas 24 horas. No 3° dia, a fibrina e muitos leucdcitos estavam presentes,
além de grande populacie de macrdfagos e pequeno namero de fibrilas colagenas
extracellares. No 5° dia, as fibras colagenas apresentavam periodicidade
caracieristica. Com o aumento da idade da ferida, os fibroblastos mantiveram a
morfologia, havendo ainda aumento da quantidade de fibras colagenas e diminuigao
do conteldo celular.

As controvérsias encontradas na literatura, quanto a origem dos fibroblastos
nos tecidos de reparacfo, levaram GRILLO, em 1863, a buscar esciarecer esse
aspecto por meio de marcacdc do nucleo das células proximas a diviséo, pela
injecdo de timidina tritiada em cobaias no 5° dia do processo de reparagio.
Trabalhos prévios haviam mostrado as alteragdes guantitativas devidas & irradiacéo
da area e periferia de feridas excisionais. A irradiacdo X, na dose de 750 R, foi
administrada 20 minutos antes e apds a realizacéo de feridas e 28 horas apés a
cirurgia. Pela técnica autorradiografica, ndo foi encontrada marcagdo nas paredes
capilares do tecido conjuntivo pré- existente longe do limite da ferida, assim como no
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niucleo dos leucocitos, células mononucleares ou finfécitos. Enguanto isso, no tecido
neo-formado, foram inimeras as marcacbes de células mesenquimais; além de mais
alta concentracao de células marcadas em {orno dos capilares e células endoieliais
dos vasos neo-formados. O autor observou ligeira reducéc na génese tecidual de
celulas mesenquimais, quando a irradiacdo antecedia a excisao. Nos grupos
irradiados apés a cirurgia, as redugbes foram significativas,  sendo ~ de
aproximadamente 45% para © grupo irradiado 20 minutos apos- cirurgia (antes do
aparecimento do infiltrado celular do sangue) e de 53% no grupo irradiado apos 28
horas. Os resultados levaram o autor a crer na origem lfocal dos fibroblastos, se ndo
totaimente, pelo menos predominantemente. Histolégicamente, GRILLO verificou que
as feridas irradiadas ap6s 28 horas apresentavam menor quaniidade de exsudato.

O fato de todos os 6rgéo possuirem capilares circundados por células
mesenguimals indiferenciadas com capacidade de se transformar em qualquer céluia
especializada de tecido conjuntivo, somado & capacidade dos 6rgaos formarem
tecido de granulagédo, conduziram TOTO & ABATI, em 19863, a  estudarem este
processo em granulomas. produzidos em ratos. Uma hora apds ainjecdo ds timidina
tritiada, os ratos foram sacrificados diariamente enfre 0 1° e o 8%dia, bem como nos
tempos: 2 semanas e 1 més. Somente algumas células endoteliais e os fibroblastos
foram marcados pela timidina. A presenga de algumas células marcadas nos brotos
capilares foi interpretada como sendo célutas do tecido conjuntivo-indiferenciado de-
reserva perivasculares do tecido conjuntivo de reserva indiferenciado que proliferam:
e diferenciam-se para formar novos capilares no tecido de granulacdo. TOTO &
ABATI chamaram a-ateng@o para ¢ fato de que somenie as células indiferenciadas
do tecido conjuntivo frouxo de reserva da derme e da camada sub- muscular foram
marcadas, indicando que somente elas sao capazes de proliferagao para o
desenvolvimento. do tecido de granulacéo, e qué a diferenciacdo  em fibroblastos
pcorre concomitantemente A producio de fibras e substancia fundamental. © - -

ROSSI, em 1964, buscou contribuir com a radiobiologia, sob: o ponto de vista
da fisica, para elucidar a absorcéo da energia primaria. Reconheceu as limitagbes
das informacdes obtidas pelas curvas dose-efeito, nas quais as hipdieses em
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radiobiologia séo testadas e baseadas. Reconheceu, também, que as curvas
expressam as mais importantes informagtes quantitativas, mas ocupam-se somente
do inicio e fim de uma cadeia de processos quimicos, fisicos e biolégicos, e
necessitem de grande cautela na interpretacdo. Considerou ser o LET de utilidade
restrita, @ que sua aproximacio grosseira com o RBE, devido a determinados
nropbsitos, & adequada, tendo-se em vista outras incertezas envolvidas.

WHITMORE & TILL, em 1864, reuniram conhecimentos sobre experimentos
que buscam predizer o comportamento de populacdes celulares apos a irradiacéo, e
dos problemas que surgem quando sdo considerados os efeitos da irradiagdo em
sistemas celulares complexos in vivo. Apresentaram wma nova proposta para
interpretacdo de alguns resuitados obtidos em experimentos, em nivel celular, para
mensuracgdo dos efeifos da irradiagdo de células crescendo em condigdes
controladas. Essa nova proposta permitiia o estudo do atraso na divisdo celular,
perda da capacidade reprodutiva e alteracfes na atividade metabdlica em cuituras de
tecidos.

STORER, em 1964, verificou haver grande concordancia quanto & existéncia
de um periodo de laténcia, decorrido entre a exposicdc a radiacdio ionizante e a
gvidenciacdo dos danos histologicos e fisiologicos em mamiferos. Reconheceu a
importdncia do fator riimo de dose (dose Gnica causando mais efeitos deletérios
guando comparados aos causados pela mesma dose administrada de forma
fracionada ou por longo periodo de tempo). O autor apontou os pontos positivos e
negativos nos métodos usados para estimar a taxa de recuperagdo em mamiferos.

Os trabalhos anteriores sobre ¢ local de origem dos fibroblastos foram
resumidos por GRILLO, em 1964. O autor verificou que a maior dificuldade na
identificacéio residia nas técnicas empregadas para 0 estudo, as quais conduziram as
mais diversas conclusbes. A origem vascular, embora demonstrada em numerosos
trabalhos anteriores, parece ndo ser a fonte predominante dos fibroblastos. Por outro
lado, a origem tecidual dos fibroblasios & fortemente sugerida pela intensa
proliferacdo celular local no tecido conjuniivo lesado. Para GRILLO, a intima relagdo
entre as respostas proliferativas dos capilares e os fibroblastos torna impossivel a
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separacao entre eles, concluindo ser o sistema capilar- fibroblastos nos mamiferos o
sistema reparador primdrio; ndo sendo possivel estabelecer se sdo os fibroblastos
diferenciados ou as células mesénquimais em repouso que modulam os fibroblastos
em resposta as injurias.- :

ROSS & ODLAND (1968), pela {écnica da microscopia eletronica, estudaram
o processo de reparacdo em feridas incisionais provocadas no:tecido conjuntivo
humano, para observarem 0§ eventos que ocorrem em humanos. e compara-los
aqueles encontrados nos animais experimentais. Observaram similaridade no que diz
respeifo as respostas inflamatérias e fibrogénese de animais' experimentais €
humanos. Em humanos foram feitas observacdes da relacdo entre células epiteliais
e células mesenguimais. Em relacao as ceélulas mononucleares, sugeriram terem
elas um papel significante na ingestio e digestdc das proteinas extracelulares; mas
ndo encontraram evidéncias de transformagdc em  fibroblasios, baseados na
escassez de reticulo endoplasmatico rugoso. Sustentaram a opinio de autores que
sugerem ser os fibroblastos oriundos de células do tecido conjuntivo -perivascular.
Nas fases iniciais, nenhuma presenca de fibroblastos foi observada, mas, antes
disso, células semelhantes a fibrobiastos, na forma imatura, foram vistas no tecido
conjuntivo perivascular, e posteriormerte mosfraram grande- desenvolvimento do
reticulo endoplasmatico rugoso. O achado microscépico encontrado nas céiulas
humanas em reparacao, que as diferenciol das células dos animais experimentais,
foi o contacto entre as células epidérmicas das camadas basais em regeneracio e
as células monenucieares ativamente fagocitarias entre 0 4° e 7°dia.

ROSS ef al. (1970) enconiraram, na literatura, a possivel -origem . dos
fibroblastos, a partir de leucocitos que sofreriam transformacgdes durante a reparagéo
tecidual. Para testar essa hipétese, utilizaram ratos parabidticos irradiandos-0s com
800R de raios gama ( Co ao), para destruicio dos tecidos hematopoiéticos, sendo
que um dos animais teve o fémur protegido para servir de fonte de céiulas
sangiineas para 0s 2 animais. Feridas incisionais no dorso foram realizadas, nos
dois animais, 3 dias apods a irradiacdo. Neste tempo, o animal cujo fémur-foi
protegido recebeu injecdo de timidina tritiada. e provocada a parada da circulagéo
sanglinea por 20 minutos; e o outro animal recebeu frio e a'injecéo da timidina nao
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radioativa. Os tecidos foram analisados 1, 2 e 6 dias apés as cirurgias. No 6° dia
todas as células dos animais protegidos apresentavam-se marcadas, mas os
animais que n&o tiveram o fémur protegido apreseniavam somente linfécito,
monodeitos e leucteitos marcados. Devido a auséncia de marcagéo dos fibroblastos
nos animais nao protegidos, foi interpretado que os fibroblastos n&o teriam origem
nas células sanglineas mas provaveimente no tecido conjuntivo.

A vascularizacdo em feridas irradiadas foi estudada guantitativamente por
DOTTC et al., em 1970. As feridas na regido dorsal dos ratos serviram como conirole
& as produzidas na regido lombar foram irradiadas com raios X na dose de 6000
rads. A radiagéo foi ministrada imediatamente, 3 e 6 dias apos ferimento e estudadas
pela técnica de Wachstein & Meisel {método histoquimico para fosfatase alcalina)
nos tempos 7, 14, 21, 35, 60 e 75 dias apds a injlria. Em todos os grupos irradiados,
observaram redugdo no desenvolvimento wvascular. A depressao inicial da
vascularizagao fol seguida por aumento (superior aos grupos controles), mas, ao final
dos 75 dias, 08 grupos controle e irradiado exibiam ¢ mesmo padréo e grau de
vascularizago indicando ser o atraso apenas temporaric. Embora tenha sido
chservado o mesmo comportamento em todos os grupos irradiados, houve variagao
ne tempo.

A producao e organizacéo do colageno foram estudadas por ARCHER ef al,,
em 1970, com o auxilio de prolina C. O estudo foi realizado em feridas de ratos
irradiados com raios X nas doses de 750R e 1500R apés a sutura das feridas. As
feridas compreendiam incisdes do pescogo até a base da cauda sendo chamadas de
feridas primarias. Os animais que sofreram irradiacdo com 1500R apresentaram
diminuicio da hidroxilagdo da prolina "*C durante todo periodo experimental (1° ao
7°, 14° @ 21° dias). No grupo irradiado com a dose de 750R, este fato foi observado
somente até o 4% dia dos varios perfodos de tempo estudados. Para o estudo da
resisténcia a forga de tensdo foi acrescentado o sub-grupo irradiado com 1000R. As
irradiagbes ocorreram em diferentes tempos ap6s a ferida. No 7% dia as suturas foram
refiradas e as feridas rompidas mecanicamente e suturadas novamente (feridas
secundarias). Os tecidos irradiados no 3° dia pés- incisio demostraram maior
sensibilidade, com depressao da forca de tensd3o nas feridas secundarias com a
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dose de 750R. Efeitos danosos foram observados com as outras doses e mostraram-
se proporcionais a elas. Entre as conclusdes dos autores constou a de gue uma
unica dose de radiacao inibe a hidroxilagdo da prolina, sendo que ¢ grau & a duragéo
da inibicdo sao doses dependentes. .

Os fibroblastos responséveis pela producéo das molécuias de protocolageno
sao também responsaveis pela sintese dos glicosaminoglicanas - que agregam as
moléculas de colageno para formar as fibras colagenas. VIZIOLL, em 1971, para
estudar a organizagio macromolecular em tecidos de granulagéo, utilizou-se da
implantacdo de esponjas de polivinil em ratos, para determinar ¢ momente no qual
ocorria a associacdo orientada entre fibras colagenas e-as moléculas de GAGs
através da metacromasia e do dicroismo, para © tecido conjuntivo da capsula fibrosa
e tecido de granulagio no interior das esponjas, que tiveram o mesmo padrio de
desenvolvimento. A metacromasia estava presente no primeiro tempo de observagéo
(3 dias), atingindo seu maximo do 7° ao 10° dia e diminuindo no 13 dia
permanecendo até o Gltimo dia de observacdo (28° dia). O periodo de aparecimento
do dicroismo  coincidiu. .com o periodo no qual houve o maximo da reacdo de
metacromasia (7° dia), pemmitindo ao autor supor que a organizagio maxima do
tecido somente € estabelecida quando a sintese de GAGs acidos atinge seu méaximo
e que a organizagdo final do tecido se d& em tormo de 2 semanas apos a
implantacédo das esponjas.

Para BACCHETT! & SINCLAIR (1971) ficou bem estabelecido, em culturas
sincronizadas, gue a sintese de DNA é afetada se células de mamiferos forem
expostas a radiagho ionizante, principaimente se forem: ifradiadas durante a
replicacéo; e que irradiagdo na fase G2 leva a atraso na divisdo parecendo néo
impedir a sintese normal de DNA no ciclo subseqgiliente. Os autores estudaram os
efeitos dos raios X na sintese do RNA e oufras proteinas e a agdo da
cicloheximidine, ‘nas 4 fases do ciclo celular, por serem poucos conhecidos.
irradiaram cufturas. sincronizadas de hamsters chineses, com dose ‘de 710 rads de
raios X em Gnica dose. As culturas foram estudadas quanto aos efeitos bioguimicos
da radiagéo; foi também determinada a capacidade de formar coldnias e o atraso na
divisdo celular. Os achados em relagédo a sintese de DNA confirmaram dados ja
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encontrados e relatados na literatura, inclusive o bloqueio na fase G2. A sintese de
RNA e outras proteinas foi estimulada em todas as fases do ciclo: os autores
sugeriram que a sintese extra de profeinas parece ser necesséria para que as
células retomem a divisdo. A adicéo de ciclohexemide inibiu a sintese de DNA, RNA
e outras proteinas, € na sua remogdo, ndo ocorreu diferenca significativa.
Observaram que a interferéncia da radiacdo com a sintese protéica de células
irradiadas prolonga o atraso na divisdo, mas protege as células quanto a capacidade
de formar coldnias.

JOVANOVIC, em 1974, fez breve revisdo sobre os danos causados pela
irradiacao, aos constituintes ndo celulares do sistema vascular, Encontrou que, além
de alteragbes fisico~- quimicas caracteristicas, existem alteragbes provocadas por
substancias vasocativas que causam extravasamento de plasma, pelo aumento da
permeabilidade da membrana basal da tinica adventicia. JOVANIC resumiu 0s
efeifos instantaneos e tardios de despolimerizagdo causados pela irradiacdo, sobre
os mucopolissacarideos mesmo em baixas doses (1 ou 2 rads), e a variabilidade do
tempo de duragao do processo . A fragmentagao de fibras elasticas e as alteracbes
da permeabilidade permitem o exiravasamento de agua e alguns solutos, na
proporcac inversa ao conteddo de mucopolissacarideos. Ao final, cita drogas
radioproteloras como o tiosulfato, 5- hidroxitriptamina e cistemina.

TEN-CATE & FREEMAN (1874), pela microscopia eletrdnica, estudaram em
bidpsias de 14 dias o remodelamento em feridas incisionais e excisionais na pele de
ratos, tendo como confrole tecido sadio retirado das adjacéncias da ferida.
Estudaram 3 zonas nas pecas histolégicas, chamaram de zona do tecido conjuntivo
vetho, zona do tecido conjuntivo novo {o tecido formado apds as incisbes) e zona
juncional { zona de transigdo entre o vetho e o novo). Encontraram, na zona de tecido
conjuntivo velho, caracteristicas semelhantes as do tecido controle, feixes de tecido
conjuntivo denso arranjados em lamelas e fibroblastos contendo quantidade
moderada de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. O tecido
conjuntivo novo exibia fibrilas de colageno dispersas e nédo ainda agregadas em
feixes, os fibroblastos continham grande quantidade de reticulo endoplasmatico

rugoso £ 0s contornos numerosos complexos de Golgl, caracteristicas de células em
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fraco perfodo de sintese. Na zona juncional, os fibroblastos em seus inferiores
exibiam presenga de numerosos contornos contende coladgeno e coldgeno enrolado,
com freqliente polarizacdo da célula, enguanto o outro polo exibia reticulo
endoplasméatico rugoso e complexo de Golgi. Os achados indicaram ser o fibroblasto
o responsével pela sintese € degradacdc do colageno na derme, assim como
anteriormente. verificado -para o tigamento periodontal, na qual a maior taxa de
remodelacéo facilita as observacdes. Sugerem que os fibroblastos da pele, assim
como do ligamenio periodontal, tém a propriedade de fagocitar e degradar seu
proprio produto; o colageno. - e

VIZIOLT (1975) pesquisou.a presenca de enzimas durante a génese do tecido
de granulagdo, utilizando-se da introdugdo de esponjas de policlorovinil (FVC) no-
dorso de 112 ratos. As analises dos tecidos foram realizadas. do 5° ao 40° dia com'
intervaios regulares de 4 dias. Os tecidos sofreram os devidos - tratamentos para
serem analisados por varias técnicas: HE (analise. morfolégica), radicautografia
{sintese de coldgeno), histofotométrica por meio da coloracéo metacromatica pH4
(sintese de mucopolissacarideos), técnicas histoquimicas para pesquisa de
fosfomoesterases. (fosfatase acida, fosfatase alcalina, adenosin- trifosfatase,” §'-
nucleotidase e giucose 6- fosfatase). Os resultades mostraram que a sintese de
colageno e mucopolissacarideos iniciada nos primeiros 5 dias atingiu seu maximo
entre ¢ 15° e 0 20° dia, sendo acompanhadas pelo aumento da fosfatase aicalina. As
enzimas ATPase e §'- nucleotidase tiveram suas atividades aumentadas entre 15 e
20 dias, periodo de alto gasto energético, e a fosfatase acida e a glucose 8- fosfatase
estariam ligadas aos macréfagos, sendo que a fosfatase acida pareceu ndo participar
do processo de reparagdc. O autor relacionou 0 aumento da fosfatase aicalina ac-
aumento da sintese do colageno e dos mucopolissacarideos, demonsfrando sua
importdncia- na agregacéo do complexo colageno- mucopolissacarideos acidos, "
assim como a brusca queda sofrida por esfa enzima guando. 0 granuloma fa se.
mostrava organizado.. '

A necessidade da irradiacdo da pélvis, apds laparofomia, em casos: de
tumores malignos, levou BLYTHE ef al., em 1975, a estudarem, em animais; 0 efeito
da dose de 1000R de raios X em incisées que tiveram suas bordas reaproximadas
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por suturas interrompidas, no dorso de 175 ratas. A irradiacdo foi administrada logo
apos a cirurgia, assim como no 3% e 5° dia; e 0s animais sacrificados nos tempos 8,
13, 18 e 23 dias, para serem analisados por métodos histolégicos e resisténcia &
tenséo. As feridas ndo irradiadas mostraram maior resisténcia & forga de tensdo
quando comparadas 3s irradiadas, que n3o apresentaram diferencas significativas
entre si guando irradiadas nos varios tempos, mas a resisténcia mostrou-se menor
no 8° dia para as feridas irradiadas imediatamente e 3 digs apos as incistes.
Histologicamente, as feridas mostraram depresséc da afividade dos fibroblastos e
inibicdo da proliferacio e desorganizacdo da arquitetura do reparo, sendo mais
marcante nas feridas irradiadas no 5° dia. Concluiram que o atraso do tempo da
irradiacao nao altera os parametros - forca de tensdo e aparéncia histolégica - em
feridas irradiadas.

UZUNIAN (1979), considerando a importancia dos fibroblastos na sintese do
coldgeno, estudou a possivel acdo concomitante na degradagdo das fibras
colagenas, em feridas excisionais. Utilizou o tecido de granulagao de 6 ratos albinos
para & andlise microscopica do tecido nos periodos de 7, 14 e 21 dias. A microscopia
eletrénica permitiu verificar o reticulo endoplamatico dos fibroblastos, contendo
vesiculas intracitoplasmaticas que apresentavam em seu interior fibras colagenas;
estes achados sugeriram ao autor serem os fibroblastos responsaveis pela sintese e
degradacao do colageno durante o remodelamento. No 7° dia foi observada ser mais
infensa a agéo de degradacdo, e nos periodos subseqlentes foi observada queda
desta acdo.

A discutivel origem de fibroblastos e macréfagos de feridas foram estudados
em 1981 por STEWART ef &/, usando como marcador cromossomos sexuais. 0O
enxerto de medula dssea recebido, com sucesse, por uma menina sendo o tecido
doado pelo irméo. Os exames citogensticos dos cromossomos sexuais das células
anies do transplante, como esperado, foram xXx para o receptor € Xy para o doador. A
biépsia da pele do receptor, obtida 97 dias apos o transplanie, indicava origem
hematopoiética dos macréfagos que acusavam a presenga do Cromossomo y €
auséncia deste cromossomo nas células semelhantes a fibroblastos no local de

reparacéo; estes achados deram suporie & hipdtese de origem local dos fibroblastos.
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SUMI ef al. (1983) examinaram a reacdo de enxertos & irradiagdo procurando:
determinar o methor tempo para irradiacéo, pelas alteragbes vasculares no enxerto.:
As feridas foram realizadas na pele dorsal de 190 ratos, as peles para. enxerto
removidas do abdome. As irradiagbes, com doses de 1000 e 1500 rads de raios X
usados em terapia superﬂciai,rnb regime de dose Upica, ocorreram nos periodos de 2
dias, 4 dias,1, 2, 3 e 6 semanas apés a colocagao do enxerto. As reagbes da pele
normal e enxeriada, assim como da pele circunjacente, foram verificadas diariamente
a0 longo de 12 semanas; os exames microangiograficos foram realizados no 2° ¢ 4°
dias e com 1, 2, 3 ¢ 6 semanas apds o enxerfo. O exame das peles normais e
irradiadas no 2° dia mostraram crescimento de pelos na 3% semana; os efeitos mais
severos foram das. feridas irradiadas no 4° dia e a partir dai havia diminuicdo da
reacdo; a severidade do dano para as duas doses usadas no experimenio obedéceu
& seguinte ordem decrescente: 4 dias, 1, 2, 3 semanas, 2 dias ¢ 6 semanas. Estas
observacdes levaram os autores a sugerir que a irradiagao clinica: deveria iniciar-se
na 3% ou 4% semana apds o enxerta, por serem as fases iniciais do processo de
reparac&o mais. sensiveis a irradiagdo do tecido; mas chamam atencfo para o
perfodo de 2 dias, quando a reagdo foi similar a da pele normal e atribuidas &
hipovascularizac@o do enxerto € de seu leito. Os autores concluiram que ¢ grau de
vascularizacdo do enxerto e do leito s@o responsaveis pela - reacédo fecidual a
irradiacao.

LUCE (1984), em um simpoésio sobre reparacéo de feridas, conciuiu que a
reparagao de feridas irradiadas esta na dependéncia de fatores como caracteristicas
do tecido patolégico, prejuizo trazido aos tecidos pela dose, tipo e profundidade da
irradiac&o; e que o sucesso clinico da radioterapia depende do efeito letal sobre as
celulag tumorais e subletal nos tecidos normais. O autor salientou, também, a
necessidade de aumento da dose de radiacdo em sessdes subseqientes § primeira,
levando a necrose tecidual. LUCE expressou também seu pensamento de que as
alteracfes mais significativas nos tecidos irradiados séo devidas a diminuigdo no
suprimento sangllineo pela obliteracéo cos vasos, e que este fator sobrepor-se-ia a
outras adversidades como a mé nutricdo e contaminacéo dos tecidos.: Considerou
fambém que as complicacfes frazidas pela radioterapia {como a ruptura de cardtida
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nas irradiagbes de cabeca e pescogo) comprometem mais a sobrevida de pacientes
irradiados quando comparados aos que nao receberam radia¢éo; ao final sugerindo
conduta terapéutica para as Ulceras provocadas pela radiagdo.

MOORE (1984), ciente da necessidade do uso conjugade de cirurgia e
irradiagéo, nos casos oncoltgicos de cabeca e pescogo, teceu consideragties e fez
breve revigéo, durante o simposio sobre reparacéo de feridas. Entre as duas fontes
de radiago ionizantes mais utilizadas, cobalto 60 e elétrons produzidos pelos
aceleradores lineares, o autor reconheceu as vantagens do emprego de elétrons,
pois os aparelhos podem produzir feixes altamente definidos limitando o volume de
tratamento em relagéc ao cobalto 60, necessidade de menor tempo de exposicio
{havendo menor chance de movimentagdo do paciente), e permitem penetracéo em
uma profundidade especifica e proporcional a energia do feixe poupando os tecidos
subjacentes e confralaterais. Salientou que a interagdo feixe-célula produz radicais
livres, ions altamente carregados, gue inferagem com as células, causando a morte
reprodutiva; o autor também reconheceu que nas fases mais agudas as alteragbes
epiteliais sdo mais evidentes e obscurecem as alteragdes do tecido vaso-conjuntivo.
Nas fases cronicas, as alteragdes do tecido conjuntivo, a avascularidade e a fibrose,
séo progressivas, irreversiveis e dose dependentes. Considerou, ainda, as
conseqiiéncias das irradiacdes pré ou pbs operatérias em fungdo do tempo
transcorrido enire elas e a relacdo dose-efeito.

As informagdes da literatura acerca dos efeifos da radiagio, em tecidos de
granulacdo, e a relacado com a radionecrose levaram GUIDUGLI NETO (1987) a
estudar os efeitos de altas doses de raios X (2000R), em tecidos de granulagéo com
& dias de formagdo em 20 ratos. Para estimular a formacéo do tecido, realizou
feridas circulares de 1 cm de didmetre, e para protecdo do resto do corpo dos
animais usou protecdo de Pb tendo uma abertura de 2 cm de didmetro, permitindo,
desta forma, que uma area de famanho superior a ferida fosse irradiada; outros 20
ratos foram usados para controle. Os tecidos foram coletados e analisados nos
pariodos de 1/2, 3, 6, 12 horas e 3, 7, 15, 30 dias apds a realizacéo das feridas.
Foram contados os pontos que correspondiam aos vasos superficiais incluindo algas
e brotos capilares ,sendo observada uma diminuigdo na quantidade de vasos,
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principaimente do 1° ap 7° dia. Pelo crescimento de vases na porgdo superficial,
concluiu que a hipervascularizacéo ndc ocorrey, mas sugeriu que os achados de
hipervascularizacao relatados na literatura podem ser devidos ao’ créscimento de
vasos profundos. ' B

RUDOLPH et al. (1988), partindo do pressuposto de que as alteragdes
teciduais na reparacdo de tecidos previamente irradiados seriam causadas pela
oclus@o dos pequenos vasos, estudaram a proliferacéo de fibroblastos, em culturas
celulares da péle de 4 pacientes que haviam recebido tratamento radioterapico. As
células foram obtidas em frés areas distintas: Glcera, tecido irradiado sem ulceracdo,
area néo irradiada de outra regiao do corpo do paciente para servir como controle.
Os autores entenderam ser a cultura tecidual a methor forma para estudo, pois a
proliferagéo de fibroblastos nao dependeria da nutricio fornecida pelos vasos. Os
fibroblastos obtidos dentro dos limites das Glceras néo apresentaram crescimento em
nenhum caso; os fibroblastos da area irradiada sem ulceragdo, em pelo menos
metade dos casos, por voita do 7° ou 10° dia foram capazes de produzir fibroblastos
nas culturas enquanto que os: fibroblastos da pele normal produziam-nos-em 4 o 6
dias. Em um dnico-caso a produgdo de fibroblastos da area irradiada foi préxima a
producdo do controle, sendo o doador, o tnico do qual se tinha conhecimento sobre-
a radioterapia previamente empregada (irradiagao por elétrons); embora néoc se
tenha conhecimento do tratamento radioterapico dos ouiros pacientes, 0s autores:
suspeitaram de outros tipos de radioterapia em funcéo da profundidade dos tumores.
Os autores sugeriram que a radiagdo em doses terapéuticas causa danos
significativos e permanentes aos fibroblastos e resuita num atraso no aparecimento
de miofibroblastos em feridas abertas, ou uma ablagdo de sub- populagces daﬁl
fibroblastos que independem da diminuiciio do suprimento sangiineo. - '

A influéncia de um dos fatores de crescimento derivados de plaguetas (PDGF-
BB) aplicado no local de incis&o mostrou-se potente agente: quimioctatico e fator
mitogénico para células derivadas do mesénquima. MUSTOE et al, em 1989 |
pesquisaram a agao do fator, em ratos irradiados com 48 horas antes da realizagédo
de feridas. Alguns animais foram imradiaco corpo todo com raios gama, com a dose
sub- letal de 800 rads, procurando poupar, desta forma, os fibroblastos da defrme dos
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ratos que receberam a dose de apenas 200 rads; neste grupo, os elemenios
derivados da medula éssea foram severamente deprimidos pela irradiagdo e nao
houve efetividade no tratamento com PDGF-BB. Os autores sugeriram que existe
necessidade de células derivadas da medula dssea para que este fator de
crescimento possa exercer sua atividade. Para irradiaco prévia do local da incisdo,
foram utilizados elétrons na dose de 2500 rads com 6 MeV de energia; com este tipo
de irradiag@o, o objetivo foi poupar o sistema hematopoiético, e estudar a acéio da
raciiagdo nas células de origem mesenquimal, Os dados histologicos e tensométricos
mostraram 08 beneficios do uso de PDGF-BB para reverter o quadro de prejuizo
causado pela irradiagdo local. Concluiram que o PDGF-BB requer a presenca de
células derivadas da medula éssea para sua atividade e gue pode ser util como
agente toOpico nas incisdes pos- cirdrgicas, e que este fator ndo ativa diretamente os
fibroblastos a produzirem colageno.

BAKER & KROCHAK, em 1989, realizaram revisdo sobre a resposta do
sistema microvascular a radiac&o. Encontraram que as células endoteliais, assim
como as ceélulas do estroma de suporte, sofrem divisdo somente para manter a
populagdo ou quando solicitadas por estimulos especificos ou pelas injurias da
irradiagdo. Séo consideradas de radiosensibilidade intermediaria, entre as células
estaveis e ceélulas tronco. Diante de baixas doses de radiacdo ionizante, a primeira
resposta apresentada pelos peguenos vasos sangiiineos é o aumento fransitorio na
permeabilidade, causado pela despolimerizag@o da substincia cimentante de
mucopolissacarideos e a liberacdo de aminas vasoativas. Em relagao ap tecido de
granulacao, os autores encontraram gue fatores como o baixo pH, hipdxia do tecido
antes da total vascularizacio e possiveis fatores neuroenddécrinos tém a capacidade
de reduzir a radiosensibilidade desse tecido.

MILLER & RUDOLPH (1980) consideraram as alteracbes macroscopicas
ocorridas em locais que sofreram iradiagio com finalidade terapéutica. Na literatura
encontraram restar a divida se essas alteragbes seriam devidas aos problemas
vasculares ou as alteragbes nos fibroblastos. Recomendaram os cuidados e
tratamentos locais e apontaram as alternativas de tratamento.
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A néo formacéo de cicatriz na reparacao em fetos tem sido alvo de pesquisas.
SIEBERT et al. (1890), por meio de vérias analises (histologicds,; cromatograficas,
microscopia eletrfnica, eletroforese e analise de amino acidos), tendo como modelo
experimental feridas em fetos de coelho, compararam a cicafrizacdo de coelhos
adulfos. Apos coleta de material feita do 4° ao 7° dia ap6és a cirurgia, enconiraram a
presenca de hidroxiprolina e hidroxilisina no 7° dia de reparagdo, confirmando a
presenca de colageno, sendo que esta substincia ndo foi encontrada por outros
pesquisadores. A diferenca na periodicidade das fibras do colageno formado durante
& reparacao, quando comparada aoc colageno normal, foi atribuida a- artefatos de
técnica. Os autores discordam do fendmeno de regeneragéo, por terem encontrado
diminuicao no numero dos apéndices cutaneos, mas suportaram a hipdtese de um
alto grau de reorganizaco tecidual. Pela eletroforese, foi verificado ser a reparacao
de feridas fetais composta quase tofalmente pela glicosaminoglicana especifica-
acido hialurbnico, que atuaimente acredita-se estar relacionada & melhora na
qualidade da reparacéo. '

O uso de elétrons no tratamento de queldides e cicatrizes hipertroficas, que
tendem a reincidir mesmo apods a remocéo pela cirurgia plastica, foi estudado por LO-
et al. (1990). Realizaram levantamento do sucesso conseguido em lesbes tratadas
com feixes de elétrons com baixa megavoltagem (1,5 e 3,5 MeV). As irradiactes
foram usadas com- objetivos terapéuticos ou preventivos. Os:locais irradiados
profilaticamente com doses variaveis de 8 a 20 Gy nao desenvolveram lesbes
hipertroficas. Néo houve diferenga estatisticamente significante no sucesso das
lesbes, gue apds a cirurgia para remogéo receberam doses de 9 ou mais Gy (82 a
80% de Schesso); nas doses inferiores a 8 Gy o sucesso foi obtido em 14% dos’
casos e caim 8 Gy em 57%. A taxa de sucesso foi menor quando a irradia¢ac n&o foi-
antecedida%{ por cirurgia (48%), e, nos casos em que a cirurgia precedia a irradiag¢éo,
o éxito foi Eﬂhtido- em 87%. Nao foi observado o aparecimento de lesbes malighas
secundarias nos pacienies seguidos por mais de 30 anos. -

As microcirurgias vasculares que se realizam apds a colocacao de retathos
cirlrgicos, em cirurgias reconstrutivas, t8m seus resulfados gquestionados quando ¢
leito receptor & previamente irradiado. AITASALO ef al., em 1992, formaram grupos
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de ratos que tiveram 3 cm de suas peles das viriihas direitas expostas a feixes de
elétrons com energias de 6 Mev, na dose de 20 Gy em uma dnica fracéio, na
semana que precedeu a transferéncia do retalho, no grupo leito irradiado. Ao final de
30 dias, histologicamente , foram observadas alteragées na organizagéo do colageno
¢ espessura do tecido perivascular; a forca de tensdo mostrou-se significativamente
diminuida e as avaliagdes bioquimicas demonstraram aumento na concentracio de
proteinas refletindo acimulo excessive de matriz orgéanica e diminuigdo relativa no
numero de células no tecido recipiente pré-irradiado. Os autores concluiram néo
haver maiores diferencas na capacidade de repéragéo de retalhos de pele livres na
microcirurgia vascular enfre areas recipientes irradiadas ou néo.

A eficicia da aplicacao topica do fator de transformacéao do crescimento- TGF
1+ na aceleracéo da reparacdo de tecidos moles foi estudada por CROMACK et af.,
am 1993, Cientes dos efeitos nocivos da irradiac&o na reparacao tecidual, os autores
usaram-na para o estudo da substancia. Um grupo de ratos recebeu irradiacdo em
tudo corpo, por raios y na dose de 800 rads, ¢ a dose na pele desses animais foi
medida ser de 360 rads,0s outros receberam irradiacao por elétrons na superficie da
pele na dose de 2500 rads; as irradiacdes ocorreram 2 dias antes das incisfes serem
realizadas. Nas amostras irradiadas, foi verificado deficit na reparagéio nos tempos
estudados, 7 e 12 dias. Apesar da supresso do sistema hematopoiético, nos
animais irradiados corpo todo, o TGF By acelerou o reparo e aumentou a for¢a das
feridas, demonstrando capacidade de induzir diretamente a sintese de colageno,
apesar das alteracdes hematolagicas verificadas faboratorialmente; nos animais que
fiveram a superficie irradiada, as alteragdes nos fibroblastos foram de {al ordem que
nédo houve reverséo do quadro. Os autores concluiram que o TGF 8B4 atua por
mecanismos diretos na sintese do colageno durante o reparo tecidual.

BERNSTEIN ef al (1993) realizaram reviséo da literatura acerca da ag8o
ionizante da radiacéc na pele, pois desde o inicio da utilizacéo de radiacao com
finalidade terapéutica, a pele tem servido de guia orienfador nos tratamentos
radioterapicos que buscam eliminar células tumorais e preservar tecidos normais.
Chamaram atenc¢ao para o fato de ainda n&o se saber exatamente qual seja o alvo
critico na célula, mas gue existem fortes evidéncias que apontam o DNA como sendo
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o alvo chave. Os autores levantaram os aspectos fisicos, bioldgicos da radiagao e
parametros de tratamento. Os efeitos da radiacdo na pele foram estudados em
relacdo aos queratindcitos, melandcitos, fibroblastos, colageno, vascularizacio,
apéndices cutaneos, alteragbes agudas e tardias; consideraram também o tecido de
reparacéo e o efeito carcinogénico., o

As bases moleculares do atraso na divisdo celular, apds a administracéo de
radiagao ionizante, foram revistas por MAITY et al, em1984. Encontraram que 0s
eventos subseqlentes a irradiacao dependem da dose: em doses relativamente altas
(>5 Gy), ndo ha detencéo na fase G1, ocorrendo atraso na fase S e detengio na fase
(52; em doses baixas e até mesmo em doses inferiores a 1 Gy, a detencio é
verificada na fase G2. As evidéncias apontam para a hipétese de que o dano
causado pela radiagdo é reparado em G2; registros na literatura: vém ao encontro
desta hipbtese, pois quando a detencdo em G2 ocorre por menor tempo, a
sobrevida das células & diminuida. Apds. a revisdo, os autores concluiram que o
entendimento dos mecanismos moleculares podem levar a melhoras na eficacia da
radioterapia.

YANASE ef al (1993) analisaram, em culturas de fibroblastos humanos
irradiados, o fenbmeno de contracdo e taxa de crescimento; justificaram a
preferéncia pela cultura de tecidos, pois assim procedendo, seria eliminada a
possivel influéncia da irradiaglo sobre os vasos. Os fibroblastos foram obtidos da
mucosa bucal de pacientes submetidos a cirurgias orais. As culturas, pelc método
cultura tri-dimensional, foram submetidas a irradiacdes X no regime. dose nnica de 2,
4, 8, 8 e 10 Gy na fase logaritmica de proliferagdo, para comparagio da taxa de
crescimento em culturas controles e irradiadas; os tempos -de analise foram
imediatamente, 2 e 8 semanas apés a irradiacao. Somente nas culturas irradiadas
com 6 Gy ou menos, apds 2 semanas, apresentaram cresciments. Com respeito a
contragac do gel colageno, foi observado o efeito de inibigdo relacionado a dose.
Apds consideravel inibigdo na 2° semana, foi verificada retomada na taxa de
contragdc na 8° semana, Nos filamentos de actina também ocorreram alteragdes
dose- dependentes. Os autores concluiram que a irradiagdo  parece inibir a
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organizacdo do citcesqueleto constituido pela actina, resultando na inibicgo da
contracdo da ferida.

WATANABE ef al, em 1894, utilizando modelo experimental de tecido de
granulagéo formado em feridas de ratos, estudaram os efeitos de baixas doses de
raios X. A dose de 7R foi administrada em dose lnica em um dos grupos e outro
grupo de animais recebeu a dose dividida em 3 fraghes: imediatamente apés a
realizacdo das feridas, 24 e 48 horas no pés- cirGrgico. As andlises, histolégicas e
histofotometricas dos tecidos entre 4 e 28 dias, apontaram para alteracfes
quantitativas mas nao qualitativas na génese tfecidual, quando comparados os
grupos controles aos irradiados; sendo as alteracGes quantitativas foram mais
evidentes no grupo dose dividida. Ao final do periodo experimental de 28 dias, os
efeitos mostraram-se transitérios para a dose de 7R.

BERNSTEIN ef al. (1994) descreveram um modelo para o estudo de feridas
irradiadas, em cobaias, com a ﬁnalidade de determinar o efeito dos raios ionizantes
na contragéo das feridas. Nesse estudo, os animais foram protegidos por uma caixa
de chumbo, que apresentava uma fenda, através da qual a radiag@o atingia a pele;
foi utilizada a dose de 18 Gy de radiagao X, 2 dias antes da realizacao de feridas
circulares com 6 cm de didmetro. A avaliagdo da reparagdo foi feita levando em
consideracdo a mensuragéo do tamanho das feridas, nos 5%, 7%, 10% e 14% dias, e
comparadas as feridas coniralaterais realizadas na pele nio irradiada gue mostraram
aumento na velocidade de reparo. Os autores concluiram que esse modelo de
feridas abertas é apropriado para avaliagdo da acdo de substéncias topicas e de
fatores de crescimento, em feridas prejudicadas pelo uso de radiagao.,

WANG et al. (1894) estudaram o efeito da irradiagao por elétrons com 4 MeV
de energia, na reparagio de feridas incisionais feitas na pele de ratos 7 dias apds a
irradiacdo local com 9,6 Gy. Foram utilizados 3 ratos para cada periodo de estudo (1,
3, 7, 14 dias), apds a realizagéo da ferida, o mesmo namero foi utilizado para
compor o grupo controle correspondente. Os resultados sugerem gue a dose Unica
de elétrons, parcial e com profundidade controlada (3mm) de 9,6 Gy, causa atraso na
reparacdo tecidual até por volta de 7° dia, diminuindo ¢ numero de células
inflamatérias, bem como do exudato tecidual, causando lentificac@o da migracédo
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epitelial, reducdo no namero de fibroblastos e atraso na: formacdo dos feixes de
colageno. Por volta do 14° dia nac havia atraso significativo entre os grupos,
concluindo entdo, os autores, ter havido atraso, mas ndo impediments da reparagéo
tecidual.

JOINER- (1894) considerou as evidéncias da existéncia  de processos
especificos nas células de mamiferos, que sobre-regulam a resposta a radiacio
ionizante nas peguenas doses, aumenfando © reparo e removendc a injuria
causados pela radiacio ionizante. O autor cita trabalhos realizados em nivel
molecular confirmando mudang¢as em proteinas citoplasmaticas e nucieares, e que
expressao aumentada de alguns genes podem ocorrer dentro de algumas horas ou
mesmo minutos apos a irradiacao, levando as células ao estado de radioresisténcia’
adquirida O real mecanismo de radioprotecao induzida permanece indefinido ndo se
sabendo se reside no reparo-do dano, controle no ciclo celular ou ainda em outro
processo. |

WEST, em 1995, publicou revisdo da literatura sobre: a radiosensibilidade
intrinseca dos diferentes pacientes, e seu uso para predizer as diferentes respostas
apresentadas aos esquemas de radioterapia. O autor resumiu dados relativos a
radiosensibilidade dos diverses tumores, fibroblastos. e linfocitos; fez também
sugestoes para as aplicagbes praticas destes dados no campo da radioterapia. As
reacfes costumeiras dos tecidos (eritema, telangectasia, fibrose) devem ser
mantidas dentro de limites aceitaveis em casos de tratamentos radioterapicos, e a
identificac@o da radiosensibilidade pode levar ao aumento ou diminuicdo da dose de
radiacéo, sendo um fator adicionai a ser considerado, além do volume do tumor,
tempo de tratamento, tamanho da fracdo. Pela correlagdo entre os efeitos tardios da
irradiacac e a sensibilidade observada nas cuituras de fibroblastos, a literatura tem
indicado que a avaliagdo da sensibilidade do paciente a radioterapia pode ser feita
utilizando fibroblastos, enquanto outros autores suge'rem o uso: de linfdcitos do
sangue periférico.

Na busca de explicar os mecanismos basicos da fibrose radio-induzida a luz
da radiobiologia molecular e biologia celular, RODEMANN & BAMBERG, em 1895,

estudaram a seqiiéncia terminal de diferenciacao nos compartimentos de células' em
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processo de diferenciacéo em fibroblastos para a fase de fibroblastos progenitores e
destes em fibroblastos pés-mitéticos, em casos de fibrose pulmonar apés tratamento
radioterapico. Os marcadores tipo-especifico de células nos fibrécitos pos-mitéticos
teém registrado que, ao atingir o estagio terminal diferenciado de fibroblastos,
caracterizado pela capacidade especifica para sintetizar colagenos intersticiais tipos
I, I} & V, além das proteogilicanas e outros componentes da matriz extra-celular,
sofrem degeneracdo via inducio de apoptose. Baseados em experimentos, &
calculado que, para manter uma fungdo ordenada de tecido celular, a taxa de
fibroblasto real seja de 2 fibroblastos progenitores para cada fibrécito pés-mitdtico;
nas reacdes fibréticas apds radioterapia, ocorre aumento da deposigao de coldgeno
intersticial, espessamento das paredes dos vasos, ocius@o vascular e grande
guantidade de deposicéo de matriz extra-~celular . A radiac&o ionizante nas doses de
1 a 10 Gy tem se mostrado indutora da diferenciagdo terminal no sistema celular
fibroblastoffibrocito dehtro de um peﬁodo de tempe menor, mas com expectativa de
vida reduzida em 40 a 45%. A sintese de coldgenc intersticial tipos i, llle V é
aumentada por um fator de § a 8 ,quando comparada & populagéo de fibroblastos
progenitores.

DRAKE & OISHI (1995) fizeram revisédo sobre reparagdo tecidual nos
fratamentos radioterapicos e quimioterapicos; apés breves consideracbes sobre as
fases da reparacdo, comentaram sobre os _efeitos agudos e tardios, efeifos diretos
sohre 0 DNA e indirefos pela criagdo de radicais livres. Mostraram grande
preccupacio quanto ac uso de radiagbes pré- operatdrias pela fato de serem
insuficientes os dados na literatura, e serem eles baseados nos trabalhos realizados
em modelos animais, considerando-0s portantc menos confidveis. A preocupacgio
sendo ainda maior em relacdo a irradiacfio de cabega e pescego por serem
freqilentes as complicacées nesta regido, quando comparada a outras regies
irradiadas no corpo. Quando consideraram as doses, encontraram que a dose de
300cGy ou menos, ministrada de uma sé vez, ndo afefa significativamente a
reparacio, mas a-dose de 1000¢Gy ou mais causa retardo significante na reparagao.
Para irradiacao pds-cirurgica encontram gque o 5° ¢ 7° dias séio os mais criticos, e a
partir do 7° dia, os efeitos mostram-se menos severos; fazendo excecgdo a

38



EEEITOS DA IRRADIACAC ROR ELETRONS EM FERIDAS & EM TECIDOS DE GRANULAGAD - Solange Ap. Caldéira Monigio
Capitulo If - Revists da Liferatura L .

braquiterapia que, mesmo apds o 7 dia, mostra atrasc na reparacio tecidual. A
quimioterapia tem mostrado efeitos mais transitorios do que’ os tratamentos
radioterépicos no tocante a reparacio tecidual.

Os efeitos da irradiac8o na neovascularizagéo foram estudados por DOYLE ef
al., em 1996, com a finalidade de determinar o melhor tempo para-¢irurgias
reconstrutivas; para esse estudo foram utilizados ratos que receberam dois
implantes de material estranho no pediculo vascular epigastrico {modelo de estudo
descrifo por Walion e Brown). Para irradiag@o, foram usados feixes de elétrons
produzidos em acelerador finear, com energia de & MeV. Os animais foram divididos
em 7 grupos, o primeiro grupo nado foi irradiado e os grupos irradiados receberam
diferentes nimeros de doses de 300 ¢Gy. O grupo 2 recebeu dose Gnica no dia do
implante; o grupo 3 recebeu uma fracdo no dia do implante e outra fracdo no dia
seguinte; grupo 4, além das doses recebidas pelo grupo 3, recebeu nova dose no 3°
dia; o grupo 5 recebeu dose (inica 48 horas apo6s o implante; no grupo 8, 08 animais
foram irradiados ¢om intervalos de 1 a 3 dias para recuperagdo, até compiletarem 10
fragGes e o grupo 7 constituiu ¢ grupo pré- irradiado por 3 dias consecutivos havendo-
coincidéncia entre o Gitimo dia € o dia do implante. Apds a remogéo dos implantes, -
os achados entre o lado irradiado (direito) e o lado néo irradiado (esquerdo) foram
similares, e até a dose de 900 ¢CGy, ndo havendo reducio na neovascularizagdo. A
diferenga nataxa de neovascularizacao entre os implantes colocados nos -doié-*la‘d-os
n&o se mostrou significativa, mesmo no grupo 6 (3000 cGy) ao final de 18 dias, mas"
ndc foi feita comparagdo com ¢ controle. Embora nao significativas, as maiores
reducBes da taxa de neovascularizaciio foram observadas nos grupes 3 e 4 e foi
também verificado retomada ao normal. O efeifo da dose de 800cCy antes do
implante (grupo 7) foi menor do que quandc ministrada apds ¢ implante (grupo 4). O
estudo encontrou ndo haver prejuizo na neovascularizacdo estimulada 24 horas apos
a dltima fracdo de 900cGy; os autores sugeriram, finaimente, que a reconstrucéo
pode ser realizada-assim que as reacdes a irradiagdo tenham cessado. - -

WANG et al. (19986) verificaram haver poucas informagdes sobre os efeitos de
uma unica dose de radiagdo por elétrons dadas durante-cirurgias cutdneas e a

compatibilidade existente entre o leito da ferida irradiada e o enxerto. Dos 44 ratos
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utilizados, 4 ndo receberam tratamento, 20 receberam fratamento cirdrgico e foram
sham irradiados, 20 receberam tratamento cirtirgico e irradiacdo por elétrons na dose
de 10 Gy. Os intervalos de estudo foram de 1, 3, 7, 14 e 21 dias apés a cirurgia. Foi
demonstrado que a irradiacdo tem efeito na fase isquémica do enxerto e prejuizo na
deposicao de fibrina com possiveis danos radio-induzidos nos microvasos, atraso na
re-epitealizacdo, demora na substituicdo da fibrina pelo tecido de granulagdo
vascular, diminuigc&o do didmetro das fibrilas colagenas.

SALONE ef al, em 1998, estudaram a relaco entre o tratamento
condicionante por baixas doses de raios X (2¢Gy e 1 Gy), para posterior tratamento
subseqlente por altas doses de raios X ,.em culturas de linfécitos humanos,por estas
células apresentarem resultados varidveis. Procuraram relacionar o tratamenio
prévio a mudangas no ciclo celular ou atraso no indice mitdtico e resposta adaptativa.
Eventos celulares observados nas células de alguns doadores néo induziram
gualguer resposta adaptativa pafa as altas doses. Os aulores salientam as
diferencas nas células do doadores, como sendo fator constitucional: mostraram
receic pela interpretag@o errbnea da resposta adaptativa como radioprotecac. Mas
admitem que o uso de baixas doses pode ser importante na avaliagéo do risco
genético.

ALMEIDA, em 1997, trabathando com feixes de elétrons com energia de 6
MeV |, administrou a dose de 1 Gy as feridas produzidas em peles de ratos,
imediatamente apods terem sido elas realizadas ou 3 dias apds. Para permitir que
somente 1,0 cm circunjacente & area da ferida fosse irradiada, protegeu-a com
{Amina de chumbo assim como o restante do corpo do animal. As avaliacbes
realizadas pelos metodos histoldgicos € histoquimicos, nos varios tempos estudados
da reparagdo tecidual, permitiram concluir que a incidéncia de irradiagdo por
elétrons, na dose de 1 Gy, em bordas de feridas, causa retarde no processo de
reparacéo, sobretudo quando administrada 3 dias apos a excisdo do tecido.

NACHTRAB ef al. (1998) cientes das reacdes diversas apresentadas pelos
pacientes, quando tratados pela mesma dosagem e seguindo o mesmo esquema,
estudaram fibroblastos de pacientes exibindo reacdes normais, agudas e/ou tardias,
comparando-as as reacdes apresentadas por portadores de ataxia- felangectasia. O
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critéric utilizado para avaliacédo foi a freqiiéncia de formagédo de micronlcleos nas
células irradiadas com doses compreendidas entre 1 e 7 Gy. Foi encontrado
aumento na freqiiéncia de microntcleos nas doses de 2 a 4. Gy; nas doses
superiores houve declinio da freqliéncia, sendo este achade atribuido a0 prejuizo
causado por irradiagbes a altas doses. A freqiiéncia também mostrou-se relacionada
a sensibilidade apresentada pelos pacientes. Apesar da necessidade de maiores
estudos e ofimizagdo da metodologia, ¢s autores sugeriram gque festes com baixas
doses em células de pacientes necessitando de tratamento radioterapico podem
orientar a dosagem total e 0 esquema de tratamento pela utilizacdo do teste de
formagao de microntcleos.

Q workshop realizade no Reino Unido no periodo de 14 ‘a 16 de jutho de
1897, relatade por PEACOCK ef al em 1998 teve por objetivo reunir fisicos,
radioterapeutas e radiobiologistas para discutirem formas de poupar os tecidos
normais nos fratamentos radioterapicos, pois o grande desafio da radicterapia tem
sido conseguir maior dose no fratamento para os tecidos alvos e ‘ao mesmo-tempo
diminuir a probalidade de danos para os tecidos normais. Os radiobiologistas tém
observado reacbes diversas das células tronco dos tecidos normais nos diferentes
pacientes, guando submetidos ao mesmo tratamento; e que o estudo prévio da
radiosensibilidade caracteristica do paciente poderia permitir individualizacéo do
tratamento,

LOURENCO (1888) estudou o efeito dos raios X, na dose de 7.4R em feridas
na@o suturadas e feridas que tiveram suas bordas aproximadas por fios de sutura.
Pelos métodos de coloragdo de hematoxilina-eosina e impregnacgéo pela prata
concluiu que as feridas irradiadas e suturadas foram as primeiras a complefarem a
reparagao tecidual e as feridas que nao foram suturadas e que receberam a radiagéo
repararanm-se mais tardiamente. J
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PROPOSICAO

s efeitos da irradiag@o por elétrons, em doses altas, encontram-se bem

documentados na literatura cientifica; mas em relacéo a baixas doses,
poucoes trabalhos foram encontrados na revista da literatura. Este trabalho se propde,

&

1. Verificar, morfologica e ultraesiruturaimente , os possiveis efeitos da radiagao de
elétrons, na dose de 1 Gy de elélrons com & MeV de energia, sobre ¢ processo
de reparo em feridas irradiadas imediatamente apés a cirurgia.

2. Verificar 0s mesmos objetivos acima em tecidos de granulacao irradiadas apos 72
horas da cirurgia.
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MATERIAIS E METODOS

I ) @raarealizagao deste trabatho foram utilizados os seguintes materiais:

» Malteriais de laboratorio

« Balan¢a de precisao

« Tintura de azul de metileno
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» Materiais para anestesia

Solugao injetavel Hypinol a 3%, para uso veterinario do Laboratério

Fantoveter Divisdo Cristalia

Seringas hipodérmicas e aguihas intradérmicas para insulina

> Materiais cirlirgicos

*

cabo & l&dminas de bisturi

pinga dente de rato

tesoura reta de ponta fina

pinca reta

Gabarito de plastico — retdngulo de 2cmx 1 em
Gaze, algodao hidrofilo

¥ Maleriais usados no procedimento de irradiagéo

Acelerador linear, modelo Mevatron 74, da Siemens

Lamina de chumbo de 4mm de espessura, com abertura retangutar medindo 2 cm

x1em

> Materiais para coleta das pegas

»

*

Eter etilico P.A.
Cloroférmio

Cloreto de sodio

Papel de filiro

Solugao fixadora de Lillie

Vidros com tampa para colocacéo da solugao fixadora e pegas "h'i'stél'égiéas -
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METODOS

Modelo experimental

Foram utilizados para o frabalhoe 75 ratos adultos, machos, de mesma
linhagem ~ Raftus Norvegicus, Albinus, Wistar, procedentes do Biotério Central da
Unicamp, pesando entre 180 e 300 gramas, com idade entre 60 e 80 dias. Os ratos
foram mantides em biotério climatizado, dentro de gaiolas apropriadas, alimentagao
com ragdo balanceada padréo e agua ad libitum desde o nascimento aié a data do
sacrificio.

Grupos experimentais

Os ratos foram dividides aleatoriamente em 3 grupos & receberam
marcas com azul de metileno para identificac@o. Para cada tempo estudado foram
utilizados 3 animais. Os grupos ficaram assim constituidos:

s Grupo GC - os grupos controles foram constituidos por 33 animais sacrificados
aos 2, 4, 5, 7, 10, 11, 14, 17, 20, 21 e 24 dias apoés a ferida, tempos esies que
coincidiram com o tempo de sacrificio dos animais irradiados nos demais grupos
(GFl e GTGI).

» Grupo GFi - feridas irradiadas, imediatamente apds a exciséo do tecido nos
tempos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias. Foram usados 21 animais.

« Grupo GTGI — 21 animais irradiados 72 horas apds a confecg8o da ferida e
sacrificados nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias apos a cirurgia.

A irradiacéo das feridas ocorreu em tempos diferentes em relacéo a realizagio

da ferida (imediatamente ou 72 horas apds), porém o tempo franscorrido entre a

irradiacéo e a coleta do material foi mantido constante.

Nos tempos de coleta do materiai 7, 14 ¢ 17 dias, houve coincidéncia nos
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tempos transcorridos entre a cirurgia e a coleta de material dos grupos GC, GFI,
GTGL

Producao da ferida

Para a realizagac das feridas, os ratos foram pesados em balanca de
precisdo, marcados, & as doses de sedativo foram de’tenﬁihadéé""ééguindo-s'e"a
orientacdo da Disciplina de Farmacologia da Faculdade 'de"'O&_'dh'fblbg'ia de
Piracicaba — Unicamp - 40mg/kg injetadas intraperitoniaimente. Apés a sedacéo com
hypinol e depilagcgo manual, foram realizadas as feridas, usando-se bisturi. B :

As feridas foram feitas de forma retangular e tiveram seus tamanhos
selecionados em piano piloto, medindo 2 ¢m erh seu lado maior ¢ 1 cm em seu lado
menor. Para manter constante o tamanho das feridas, foi co'nfé'ct:i'onédé um "g'abarito
de plastico. O local das incisbes foi marcado com o auxilio de caneta hidrografica, a
uma distancia de 1 cm da espinha dorsal em direcdo laateral (fig.1 A). a

A excisdo tecidual compreendeu as camadas epitelial, dérmé_ e tecido
conjuntivo sub-dermal, até o musculo panniculus camosus, sem a:t'ih'g'i'.'ld_‘ A peca foi
entdo dissecada do misculo resultando em um leito anatdmicamente constante e
rico em suprimento vascular. A ferida produzida teve 'prdfundidédé “de
aproximadamente 2 mm. R

As feridas permaneceram abertas e deixadas descobertas. EP'a.r"'néo haver
indicio de infeccéo, nao foi necessario o uso de antibidticos. -

jrradiacao
Os feixes de elétrons, usados na irradiacdo, foram produzidos eém um

acelerador linear Mevatron 74 pertencente ao CAISM da Unicamp (fig.1.2). A dose
de 1 Gy foi distribuida em uma Unica irradiacdo, a uma distancia alvo- fonte
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de 100 cm. A deposicdo da dose maxima do feixe, com energia de 6 MeV, ocorreu a
1cm de profundidade no tecido.

No momento da irradiagdo do grupo GFI, os animais estavam ainda sob o
efeito da anestesia. A anestesia foi repetida no grupo GGTGI 3 dias apés a cirurgia
para permitir a irradiacdo dos animais. Neste tempo, 0 mesmo procedimento foi
realizado para os oufros animais do experimento, para que nio fosse introduzida
gsta variavel. Durante a irradiagdo, os animais foram colocados em decubito ventral
e protegidos por |amina de chumbo, ficando apenas a drea da ferida exposta ao feixe
de elétrons (fig. 1.3).

Coleta do material

Decorrido o tempo previamente estabelecido para ¢ estudo da evolucgdo
dos tecidos, os animais foram anestesiados pela inalagéio de éter etllico para a
retirada do tecido néo- formado e circundado por tecido normal. As pegas foram
entdo lavadas com solugdo salina fisiclogica para remogédo do sangue da pega, e 0
excesso da solugdo de cloreto de sddio foi retirado com o auxilio de papel filtro.

As pecas foram entdo colocadas em recipientes de vidro com tampas
contendo a solugdo fixadora de Lillie, e ai mantidas por um periodo de 72 horas até
o processamento da peca. Apés a retirada dos tecidos os animais foram sacrificados
por inalagio de cloroférmio .

Preparo das pegas para exames histolégicos

As pecas foram inciuidas em parafina, e processadas em microtomo na
espessura de 7 um. De cada peca foram confeccionadas 9 laminas ¢ submetidas aos
tratamentos de acordo com as técnicas preconizadas; 3 foram coradas pelo método
de hematoxilina - eosina, 3 [Aminas preparadas para reacdo histoquimica de
metacromasia pelo azu!l de toluidina pH 4, em concentracio de 0,025%, de acordo
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com a técnica de Lison (1960), e 3 para impregnacéo argéntica, de acordo coma
técnica de Del Rio — Hortega, como indicado por Lillie. )

A coloragdo pela técnica da hematoxilina-eosina, de acordo com a
técnica de rotina, permitiu a observagdo morfologica do processo de reparo dos
diferentes grupos estudados.

A impregnagéo argéntica, para anéalise da birrefringéncia de forma dos
feixes sob luz polarizada sem o uso de compensadores, permitiu a observaglo do
colageno dos tecidos de granulagéo.

A reacdo histoquimica do azul de toluidina foi usada para observagio
da reacdo do corante com as moléculas de GAGs, pelo dicroismo linear para
verificacdo da orientacdo macromolecular das fibras colagenas.

Todas estas observagbes microscépicas foram feitas com o auxilio de
um fotomicroscopio “Zeiss- Pol 01", onde foram também obtidas as microfotografias.
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FIGURA 1.1- dorso depilado e ferido

FIGU 1.2- Mevatron 74 FIGURA 1.3- irradiagao
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RESULTADOS

§ ; eguem-se os resultados obtidos pelas analises microscopicas do

* material obtido.

DESCRICAO MORFOLOGICA

COLORAGAO POR HEMATOXILINA- EOSINA

GRUPOS CONTROLE E GRUPOS FERIDA IRRADIADA
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2° dia de reparagéo tecidual

GC - o tecido, aos 2 dias, apresentou coberto por restos necréticos, com formagéo
de crosta superficial. Abaixo da zona de necrose, o tecido mostrou um infiltrado de
celulas redondas (linfocitos e plasmdcitos) e também macréfagos. Notou-se também
a presenca de polimorfonucleares, principaimente no limite com a regido necrética.
Mals para a profundidade, cbservou-se a presenga de arteriolas e vénulas dilatadas
{fig. 2.1},

GFI - 0 aspecto geral do tecido foi similar ao controle de 2 dias, sem nenhuma outra
particuiaridade (fig. 2.2).

4° dia de reparacéo tecidual

GC - a regido continuou a exibir a crosta necrdtica superficial e a zona necrética
subjacente, porém, mostrou menor presenca de células inflamatdrias. imediatamente
abaixo desta zona, notou-se o desenvolvimento de um tecido de granulagéo ainda
incipiente, muito celular e vascularizado e praticamente ainda sem fibrogénese (fig.
2.3).

GFl - a ferida mostrou a presenca de crosta superficial e de uma regido necrotica e
quase acelular, imediatamente abaixo. Comparando-se com o controle, quase nao
havia génese do tecido de granulacédo, e sim um tecido ainda néc organizado e de
pequena espessura, com zonas ainda necrdéticas (fig. 2.4).

7° dia de reparagéo tecidual

GC - a este tempo, a zona em estudo mostrou a presenca da crosta superficial
remanescente, com um tecido ainda nédo organizado subjacente a ela. No entanto, o
tecido de granulagdo mostrou-se j& ordenado, com vasos sangliineos orientando-se
verticalmente em direcdo a superficie e fohnandb-éi;:'a"é-.f'ﬂbtou~se também grande
quantidade de fibroblastos, indicando o inicio da fibrogénese. Nas laterais do tecido,
o epitélio superficial iniciou a sua proliferacéo em diregéo ao centro da ferida (fig.
2.5),
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GF! - 0 tecido irradiado, a este tempo, mostrou-se superficiaimente coberto com uma
crosta mais ampla que a correspondente do controle, Subjacente a ela, o tecido
ainda necrético apreseniou-se mais espesso que o exibido pelo grupo controle. Mais
profundamente, o tecido de granulacdo em proliferacdo exibiu aspecto menos
ordenado que o controle, com maior nimero de vasos sanglineos ativos e néo-
formados e mostrou-se bastante ceiular (fibroblastos principaimente). Iniciou-se a
proliferagéo epitelial lateraimente a ferida (fig. 2.6).

11° dia de reparagao tecidual

GG - o tecido de granulagdo apresentou-se completamente recoberio por epitélio
estratificado, ainda com muitas camadas celulares e quase nenhuma gqueratinizagdo.
Abaixo do epitélio, o tecido mostrou-se bem ordenado, com diminuicdo de células e
vasos e aumento da fibrogénese em relagéo ao controle 7 dias (fig. 2.7).

GFl - tecido sem evidéncias de coberiura epitelial, ainda com presenga de crosta
necrotica superficial. O tecido de granulacdo subijacente exibiu células inflamatorias
permeando a proliferac@o de fibroblastos, e fibrinogénese ainda incipiente. O nimero

de vasos sanglineos néo- formados e ativos foi maior que o tecido controle (fig. 2.8).

14° dia de reparaco tecidual

GC - o tecido de granufagdo mostrou-se coberto com um epitélio estratificado de
aspessura normal, com poucas camadas e queratinizado. O tecido retraiu-se e
mostrou-se completamente fibrosado, embora os feixes de fibras colagenas fossem
ainda menos espessos que o fecido normal. Notou-se ainda o inicio de formacéo de
anexos da pele (fig. 2.9).

GFl - tecido de granulagdo coberto com epitélio estratificado ainda bastante
espessado maior que o normal. O tecido de granulagéo subjacente ainda se mostrou
bastante celular e vascular, denotando fibrogénese pouco acentuada em relagéo ao
controle (fig. 2.10).

177 dia de reparagéo tecidual
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GC - regido da ferida bastante contraida, com a cicatriz quase completamente
estabelecida. A zona apresentou-se aitamente fibrosada, embora os feixes de
colageno néo formados fossem ainda menos espessos gue os hormais. Anexos da
pele j& formados povoando o local (fig. 2.11).

GF! - o tecido mostrou-se coberio por epitélio normal e o tecido de granulagédo
apresentou-se bem fibrosado, mas com retracdo ainda pequena. Praticamente néo
houve formacdo de anexos da pele denofando sensivel atraso em relagdo ao
controle (fig. 2.12).

21° dia de reparacdo tecidual

GC - retrac@o notavel do tecido completemente fibrosado e cicatrizado (fig. 2.13},
GFl - tecido coberto por epitélio funcional normal, tecido de granulacdo bem
ordenado mas menos fibrosado que o controle correspondente. Presenca de anexos
da pele mas menor refracdo do tecido em relagao ao conirole (fig. 2.14). '

GRUPOS CONTROLE E TECIDO DE GRANULAGAO IRRADIADO

5° dia de reparagéo tecidual

GC - a ferida exibiu uma crosta necréfica superficial, com uma zona delgada de
tecido também desorganizado, com células inflamatérias em grande quantidade .
Abaixo deste tecido inflamado, apresentou-se um tecido de granulagdo contendo
muitos vasos néo- formados e fibroblastos em proliferagdo. Néo ha formacgéo de
feixes de colageno neste estagio {fig. 2.15). '
GTGI - a ferida apresentou uma grande area necrética superficial, maior gue a area’
necrética do grupo controle. Em contraposico, a area de tecido de granulagéo
subjacente mostrou-se mais deigada e celular que o controle (fig. 2.16)..

7° dia de reparagéo tecidual
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GC - a este tempo, a zona em estudo mostrou a presenca da crosta superficial
remanescente, com um tecido ainda nado organizado subjacente a ela. No entanto, o
tecido de granulag@o mostrou-se ja ordenado, com vasos sanglineos orientando-se
verticaimente em diregdo & superficie ¢ formando algas. Notou-se também grande
guantidade de fibroblastos, indicando ¢ inicio da fibrogénese. Nas laterais do tecido,
o epitélio superficial iniciou a sua proliferacdo em diregdo ao centro da ferida (fig.
247

GTGI - a ferida ndo exibiu sinais de contracéo, permanecendo ainda recoberta pela
crosta necrética, relativamente delgada. Abaixo da crosta, houve ainda a presenca
de um tecido desorganizado, com sinais evidentes de necrose celular. O tecido de
granulacdo subjacente exibit grande nimero de vasos néo- formados, com
arientacdo perpendicular & superficie, formando al¢as. O tecido mostrou-se mais
celular e menos fibroso que o controle correspondente (fig. 2.18).

10° dia de reparagéo tecidual

GC - houve significativa contracéio lateral da ferida, ndc mais exibindo crosta
necrética, mas sendo recoberta completamente pelo epitélio ainda imaturo e
espesso,e mostrou muitas digitactes. O tecido de granulacéio, embora ndo muito
fibroso e consequentemente bastante celular, n&o mais apresentou células
nflamatorias da fase aguda, mas sim um ndmero crescente de fibroblastos em
proliferacdo. Os vasos sangliineos diminuiram em namero, e j§ se apresentaram
ativos (fig. 2.19).

GTGI - a ferida ainda ndo sofreu contracdo lateral, e continuou mostrando a crosta
necrotica superficial, sem sinal de proliferagdo do epitélio das bordas. Abaixe da
crosta mostrou-se um tecido de granulacao ainda incipiente, mas mais evoluido no
gue se refere ao grau de fibrosamento do que o tecido irradiado de 7 dias (fig. 2.20).

14° dia de reparagdo tecidual

GC - o tecido de granulagdo mostrou-se coberto com um epitélio estratificado de
espessura normal, com poucas camadas e querafinizado. O tecido retraiu-se e
mostrou-se completamente fibrosado, embora os feixes de fibras colagenas fossem
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ainda menos espessos que o tecido normal. Notou-se ainda ¢ inicio de formagéo de
anexos da pele {fig. 2.21). _ '
GTGl - a ferida exibiu-se ainda recoberta pela crosta necrofica superficial, sem sinais
de cobertura epitelial lateral. Abaixo da crosta superficial, o tecido de granulagéo,
ainda pouco evoluido, mostrou grande quantidade de vasos sanglineos (alguns
ainda néo- formados) dispostos perpendicularmente & superficie. O tecido
apresentou-se bastante celular, com pequeno grau de fibrosamento (fig. 2.22).

17° dia de reparagdo tecidual

GC - regido da ferida bastante contraida, com a cicatriz quase completamente
estabelecida. A zona apreseniou-se altamente fibrosada, embora os feixes de
coldgeno néo formados fossem ainda menos espessos que 08 normais. Anexos da
pele ja formados povoando o local (fig. 2.23). '

GTGI - a contragio lateral da ferida ja se iniciou, e o epitélio recobriu inteiramente a
superficie, embora ainda espesso e imaturo. O tecido de granulagdo mostrou-se
ainda bastante celular, com feixes de coldgeno comegando a organizar-se apenas na-
profundidade. O tecido apresentou-se ainda muito vascularizado (fig. 2.24). -

20° dia de reparacéo fecidual

GC - a cicatriz evoluiu ao maximo, sendo apenas perceplivel em relagdo ao tecido
normai lateral pela menor espessura dos feixes de fibras coldgenas (fig. 2.25).
GTGI - a ferida apresentou-se recoberta por epitélio estratificado queratinizado,
embora ainda espesso e digitado. O tecido de granuiacdo subjacente feve seu
fibrosamento aumentado e consequentemente mosirou-se menos celular € menos
vascularizado. A contragéio do local foi significativa (fig. 2.26).

24° dia de reparagéo tecidual

GC - A regido da ferida exibiu aspecto totaimente semelhante ao normal. {ig. 2.27)..
GTGI - a ferida exibiu completa cicatrizac@o, com epitélic normal recobrindo-a. No-
entanto, o fibrosamento foi mais delgado que o tecido normal, e a contrac&o ainda
néo se mostrou compieta (fig. 2.28). :
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GRUPOS CONTROLE E TECIDO DE GRANULAGAO IRRADIADO

7° dia de reparacgéo tecidual

GFI - o tecido irradiado, a este tempo, mostrou-se superficiaimente coberto com uma
crosta mais ampla que a correspondente do controle. Subjacente & ela, o tecido
ainda necrético apresentou-se mais espesso que o exibido pelo grupo controle. Mais
profundamente, o fecido de granulacdo em proliferagdo exibiu aspecto menos
ordenado que 0 confrole, com maior nimero de vasos sangllineos ativos e néo-
formados e mostrou-se bastante celular (fibroblastos principaimente). Iniciou-se a
proliferacdo epitelial lateralmente a ferida (fig. 5.1).

GTGL - a ferida ndo exibiu sinais de contracao, permanecendo ainda recoberta pela
crosta necrética, relativamente delgada. Abaixo da crosta, houve ainda a presenca
de um tecido desorganizado, com sinais evidentes de necrose celular. O tecido de
granulagdo subjacente exibiu grande numero de vasos néo-formados, com
orientacado perpendicular a superficie, formando algas. O fecido mosirou-se mais
celular e menos fibroso que o controle correspondente (fig. 5.2).

14° dia de reparagéo tecidual

GFl - tecido de granulagdo coberto com epitélio estratificado ainda bastante
espessado maior que o normal, O fecido de granulago subjacente ainda se mostrou
hastante celular e vascular, denotando fibrogénese pouco acentuada em relacao ao
centrole (fig. 5.3).

GTG! - a ferida exibiu-se ainda recoberta pela crosta necrdtica superficial, sem sinais
de cobertura epitelial lateral. Abaixo da crosta superficial, o tecido de granulagao,
ainda pouco evoluido, mostrou grande quantidade de vasos sangliineos (alguns
ainda néo-formados) dispostos perpendicularmente a superficie. O tecido
apresentou-se bastante celular, com pequeno grau de fibrosamento (fig. 5.4).
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17° dia de reparagdo tecidual

GFl - o tecido mostrou-se coberto por epitélio normal e ¢ tecido de granulacéo
apresentou-se bem fibrosado, mas com retracdo ainda pequena. Praticamente néo
houve formacdo de anexos da pele denotando sensivel atraso em relacio ao
controle (fig. 5.5). '
GTGI - a contrac@o lateral da ferida ja se iniciou, e o epitélio recobriu inteiramente a
superficie, embora ainda espesso e imaturo. O tecido de granulacéo mostrou-se
ainda bastante celular, com feixes de colageno comecando a organizar-se apénas na
profundidade. O tecido apreseniou-se ainda muito vascularizado (fig. 5.6)."

ASPECTOS QUALITATIVOS
EXAME DA BIRREFRINGENCIA ATRAVES DA IMPREGNAGAO ARGENTICA

A birrefringéncia dos feixes de colageno do tecido em desenvolvimento dos
diferentes grupos {(controle e irradiados) foi examinada através de corles histolégicos
submetidos a impregnacgdc pela prata, pelo método de Del Rio-Hortega, sob
microscopia de luz polarizada. | B .

A birrefringéncia intrinseca (prépria) dos feixes de colageno pode ser melhor
evidenciada, principalmente nos primeiros dias de evolugdo do tecido, pela
impregnacéo argéntica, o que a transforma em birrefringéncia de forma igualmente'
valiosa para os propositos de avaliacdo qualitativa empregados neste trabalho.

E conveniente observar que, pelo exame sob luz poiarizada, o brilho dos’
feixes de colageno (que expressa seu grau de orientacéo macromoiecuiar) se torna
tanto mais intenso quanto mais numerosos e mais maduros eies estdo. o
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GRUPO CONTROLE (GC) ~ GRUPO FERIDA IRRADIADA (GFI)

O exame da birrefringéncia nada mostra, uma vez que, em ambos os grupos,
néo existe colageno aos 2 dias (fig. 3.1 e 3.2). A birrefringéncia vai se tornando mais
perceptivel de acordo com o passar do tempo. A partir dos 4 dias de evoiugéo, o GC
mostrou gue a génese e o desenvolvimento dos feixes de colageno foi aumentando
gradativamente até aos 14 dias (fig. 3.3, 3.5, 3.7, 3.9). O mesmo aconteceu em
refacdo ao GFI; no entanio, a birrefringéncia dos feixes de colageno dos mesmos
tempos de evolucdo mosirou-se menos intensa, denotando menor quantidade de
feixes e menor grau de orientacdo macromolecular (fig. 3.4, 3.6, 3.8, 3.10). A partir
dos 17 dias, até aos 21 dias, a diferenca entre a birrefringéncia do colageno dos
tecidos de ambos os grupos, embora ainda mais intensa em favor do grupo GC,
apresentou-se bem menos sensivel (fig. 3.11 e 3.12, 3.13 & 3.14).

GRUPO CONTROLE (GC) - GRUPO TECIDO DE GRANULAGAO
IRRADIADO (GTGH

Nos tempos 5, 7, 10, 14 e 17dias, os grupos exibiram diferenca bastante
acentuada da birrefringéncia do colagenc em favor do grupoe GC (fig. 3.15 e 3.16,
3.17 e 3.18, 3.19 e 3.20, 3.21 € 3.22, 3.23 e 3.24). Nos tempos 20 & 24 dias as
diferencas entre GC e GTG! diminuiram, embora persistisse o maior brilho dos
feixes de coldgeno do GC (fig. 3.25 € 3.26, 3.27 e 3.28).

GRUPO FERIDA IRRADIADA (GFl) E TECIDO DE
GRANULAGAO IRRADIADO (GTGI)

Nos tempos comuns de 7, 14 e 17 dias, pela birrefringéncia verificada nos
tecidos, notou-se que o brilho dos feixes de colagenc do GTGI apresentou-se menos
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intenso do que o correspondente do GFI, mormente nos tempos 14 e 17 dias (fig.
6.1,6.2,6.3, 6.4, 65 6.6). ' R

ASPECTOS QUALITATIVO...
EXAME DO DICROISMO LINEAR PELO AZUL DE TOLUIDINA

O fendmenc do dicroismo (duas cores) foi utilizado para verificagao da
organizagéo tecidual, i.e. detectar a presenca ou auséncia da orientagéo
macromolecutar do tecido em evolugéo. o

Neste meétodo de estudo, as moléculas do corante azul de toluidina se ligam
as glicosaminoglicanas , produzidas pelos fibroblastos, que s&o  ligadas
orientadamente as moléculas de colageno, conforme o tecido evolui.. o

O tecido corado com azul de toluidina 0,025% em solugao aquosa. pH 4,
analisado sob luz polarizada, mostra coloracéo azul orfocromatica quando as fibras
colagenas encontram-se paraielas ao plano de polarizagao da luz; a rotacéo de 90°
na platina ratataria do microscopio imprime coloragao rosa metacrométsca as fibras
colagenas orlentadas Esse fendémeno do dicroismo s6 se apresenta quanda ha
orientacdo macromolecular do tecido. Caso contrario, os teczdos em qualquer p%ano
de polarizacao da luz, permanecem com a cor azul ortocromatica. -

GRUPO CONTROLE (GC) - GRUPO FERIDA IRRAD!ADA [(eld)

Os exames dos tecidos do grupc GC mostraram que o tec;do de granuiag;ao
comeca exibir dicroismo a parlir dos 7 dias de evolug:éo, indicando que, a este
tempo, o tecido ja estd em processo de organizagdo, embora ndo completado.(fig.
41e42) _

Por outro lado o GFI s6 comegou a exibir dicroismo a partir dos 14 dias de
evolucao (fig. 4.7, 4.8), denotando consideravel atraso quando comparado ao GC
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GRUPO CONTROLE (GC) - GRUPO TECIDO DE GRANULAGAO
IRRADIADO (GTGI)

Os exames dos tecidos destes 2 grupos pelo dicroismo mostrou que,
gnquanto o tecido do GC exibiu dicroismo (e por conseguinte inicio de organizacao)
aos 7 dias de evolugdo, o GTGI somente vai exibir tal fenémeno aos 17 dias,
mostrando com isto consideravel atraso na orientacdc macromolecular do tecido
guando comparado ao GC (fig 4.11 e 4.12).

GRUPO FERIDA IRRADIADA (GFl) E TECIDO DE
GRANULACAO IRRADIADO (GTGH

Comparando-se os dados obtidos pelos exames dos tecidos dos dois grupos
irradiados, observou-se que ambos 0§ grupos sofreram atraso no desenvolvimento

do processt em rejacio aos grupos controles, no entanto o atraso e maior no GTGI
{fig. 411 e 4.12)..
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COLORAGAO HEMATOXILINA-EOSINA

FIGURA 2.7- GC 11 dias FIGURA 2.8- GFI 11 dias
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COLORAGCAO HEMATOXILINA-EOSINA

FIGURA 2.13- GC 21 dias FIGURA 2.14- GFI 21 dias
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COLORACAO HEMATOXILINA-EOSINA

% R Wi e g».é"f ; ah, 5 (R '%-Mi
FIGURA 2.15- GC 5 dias FIGURA 2.16- GTGI 5 dias

3

FIGURA 2.19- GC 10 dias
T A

&

FIGURA 2.22- GTGI 14 di

FIGURA 2.21- GC 14 dia as
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COLORAQAO HEMATOXILINA-EOSINA

FIGURA 2.27-GC 24 dlas FIGURA 2.28- GTGI 24 dias
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EXAME DA BIRREFRINGENCIA

o é

IG

FIGURA 3.4- GFIl 4 dias

FIGURA 3.7- GC 11 dias FIGURA 3.8- GFI 11 dias
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EXAME DA BIRREFRINGENCIA

FIGURA 3.10- GFl 14 dias

. WRES 5 BR - R s
FIGURA 3.13- GC 21 dias FIGURA 3.14- GFI 21 dias
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EXAME DA BIRREFRINGENCIA

FIGURA 3.21- GC 14 dias FIGURA 3.22-GTGlI 14 dias
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EXAME DA BIRREFRINGENCIA

i
—E

FIGURA 3.23- GC 17 dias

il T T Ir3

FIGURA 3.25- GC 20 dias

FIGURA 3.27- GC 24 dias FIGURA 3.28- GTGI 24 dias
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DICROISMO LINEAR

FIGURA 4.1- GC 7 dias FIGURA 4.2- GC 7 dias ¥

FIGURA 4.3- GC 11 dias P FIGURA 4.4- GC 11 diasV¥

FIGURA 4.5- GFl 11 dias 9 FIGURA 4.6- GFI 11 diasv

FIGURA 4.7-GFl 14 dias P FIGURA 4.8- GF1 17 dias ¥
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DICROISMO LINEAR

FIGURA 4.9-GTGl 14 dias »  FIGURA 4.10-GTGI 14 dias ¥

FIGURA 4.11-GTGI 17 dias %  FIGURA 4.12- GTGI 17 dias ¥
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COLORAGCAO HEMATOXILINA-EOSINA

FIGURA 5.1- GFI- 7 dias

- TS

FIGURA 5_5 |=| 7 dias | FI 56- l 17 ia
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EXAME DA BIRREFRINGENCIA

o o @kt
oy b 4

FIGURA 6.1- GFI 7 dias

FIGURA 6.2- GTGI 7 dias

7

FIGURA 6.3- GFI 14 dias

S e 4
({5

FIGURA 6.6- GTGI 17 dias

FIGURA 6.5- GFI 17 dias
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DISCUSSAO

§ ) @ra irradiagao das feridas, o feixe de elétrons foi a radiacao de eleigao

nesta pesquisa, por permitir previséo na deposicao da dose no tecido, e
avaliacdo da acdo local da radiacéo ionizante, poupando as células derivadas da
medula Ossea e tecidos adjacentes como citam MOQRE (1984) ¢ BERNSTEIN ef
al, em 1993,

Durante fodo experimento fol observada a mesma ordem na ocorréncia dos
eventos do processo de reparacgdo, tanto para os tecidos irradiados como para
aqueles que nao foram submetidos a acgde das particulas ionizantes, variando
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apenas o tempo de aparecimento e duracdo das fases da reparacdo nas feridas
excisionais de ratos.

A escotha do modelo experimental, feridas excisionais em ratos, foi baseada
na facilidade de obtengdo destes animais, em seu pequeno porte, 0 que facilita o
manuseio € acomodacio e, pelas observacbes de HOWES & HARVEY (1935),
ROSS & ODLAND (1968) dentre os animais de laboratério, sdo os que mostram
similaridade nas respostas inflamatérias ¢ na fibrogénese aquelas apresentadas
pelo homem,

As feridas foram deixadas em aberlo para methor observacdo dos eventos,
pois, na opinido de BERNSTEIN ef al. (1894), apresentam tendéncia a repararem-se
pela combinagéo da formacio de coldgeno novo e contragéo; aliado a estes fatos,
durante a reparacéo de feridas, os fibroblastos danificados sdo induzidos a iniciarem
o processo de proliferacio e tornarem-se metabodlicamente mais ativos, resultando
na expresséo fenotipica dos danos tardios, ainda na fase aguda.

Os elétrons, por serem pouco ionizanies, provocam ionizacéo indiretamente,
causando efeitos biolégico semelhantes sos causados pelos fétons, Para a dose
absorvida de 1 Gy, usada neste experimento, e possuindo os elétrons um fator de
peso da radiacdo (Wg) 1, a eficacia hioidgica para a dose de 1 Gy de elétrons
corresponde & dose equivalente de 1 Sv nos tecidos de reparacéo. Esta forma de
irradiacéo foi anteriormente usada por MUSTOE ef al,, em 1989, e CROMACK ef al.,
em 1993, para, be’éc’iuisarem a eficacia de substéncias topicas na reparagéo de
feridas irradiadas.

A dose de 1 Gy foi usada neste experimento por ser considerada baixa dose e
por ser dose bastante estudada para verificagao dos fendmenos de radioresisténcia
adguirida (JOINER, em 1994, e SALONE ef al, em 1886) e -'veriﬁcéééo da
sensibilidade de fibroblastos a radiacdo em pacientes necessitando radioterapia
{(WEST em 1995, SALONE et af em 1998, NACHTRAB ef al. em 1998); para meihor
individualizag&o do tratamento, quanto a dose de radiagéo. '

Por calculos prévios, a dose administrada de 1 Gy, tendo ¢ feixe a energia de
6 MeV, atingiu a profundidade méxima de 1 cm. Segundo a revisdo da literatura,
realizada por BERNSTEIN ef al. em 19383, a dose de enirada é relativamente alta
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para um feixe com 6 MeV de energia (80% a 90%), quando comparada a fétons de
energia similar, poupando tecidos subjacentes.

A avaliag@o do processo de reparacdo, nas ldminas coradas pelo método HE,
foi baseada nos aspectos histolégicos caracteristicos do tecido de granulagéo:
profiferacéio de pequeno vasos sangliineos neo-formados, migracio de fibroblastos e
formacéo de fibras colagenas.

A grande preocupacgdo dos radiobiologistas, quanto ao melhor momento para
administragéo da radiagdo ionizante, qguando precedida por cirurgia, esta relacionada
& intensa atividade metabdlica do tecido em formacdo que reguer suprimento
nutricional fornecido pela vascularizagao.

Pudemos cohservar que o GC, a partir do 7° dia, mostrava disposicdo ordenada
de vasos, coincidentemente aos achados de VIZIOLI (1971), WATANABE et al.
(1984) ¢ ALMEIDA (1997). O retardo na formagdo, organizacao e disposicédo de
vasos, bem como a permanéncia destes por maior tempo, ficaram patentes, nesta
pesquisa, nos tecidos irradiados, denotando atrasc em relagdo ao GC. No 11° dia,
quando o GC j& apresentava diminuicio dos vasos sanglineos, o grupo GF! ainda
mostrava presenca de vasos neo- formados, sendo ainda bastante vascularizados no
14° dia. No GTGI, o atraso vascular tornou-se mais evidente pela néo- formacéo
observada ainda no 14° dia e presenc¢a de grande ntimero vasos no 17° dia. A maior
sensibilidade de GTG| em relagdo ao grupo GF), concorda com a opinido de BAKER
& KROCHAK (1989) gque encontraram menor radiosensibilidade do tecido de
granulacdo antes da total vascularizagéo e no grupo GFi a irradiacio ocorreu antes
do aparecimento dos vasos no local, e a irradiagdo no GTGI ocorreu durante o
periodo em que os vasos do local proliferavam.

SUM!I et al, em 1883, pelo emprego de microangiografia, observaram
coincidéncia entre o fempo de maior vascularizacéo e o de maior radiosensibilidade,
e afirmaram que encontraram ser maior o prejuizo no tecido vascular guando o
tecido foi irradiado no 4° dia, quando comparado aos grupos irradiados no 2° dia,
Nossos resultados também mostraram maior radiosensibilidade vascular relacionada
a0 aumento da vascularizacdo.
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Em nossos grupos experimentais, pudemos observar maior atraso - na
angicgénese no grupo GTGI, concordando com os achados de DOTTO ef al. (1870),
que estudaram os efeifos da administracdo da irradia¢éo imediatamente, 3 e 6 dias
ap6s a cirurgia e observaram a menor formagdo de vasos quando a irradiagdo
ocorreu no 3° dia, quando comparado ao grupo irradiado imediatamente ‘apds a
cirurgia.

A revista da literatura apontou efeitos discordantes entre os diversos autores,
metodologias diferentes; alem disso, o emprego de doses diferentes que causam
efeitos que delas dependem. BRENK 'em 1859, com a dose de 4 Gy deraios’ X ou v
administrados de 7 a 10 dias apés a infrodugéo de camaras, com a finalidade de
provocarem a formagdo de granuiomas, n@o observou alteraches vasculares
relacionadas. ac tipo de radiagcdo. GRILLO & POTSAID {1961}, pela tecnica de
perfusdo no sistema vascular, observaram inibigio na proliferagéo de capilares em
tecidos irradiados com 7,5 Gy de raios X em feridas excisionais: WANG ef al (1998)
observaram que as microvasos de leitos pré- irradiados podem sofrer danos
radicinduzidos com o uso da dose de 10 Gy.

A transitoriedade das alteragbes vasculares, por nds observadas, nos tecidos
irradiados, foram estudadas quantitativamente por DOTTO et al. (1970) -e GUIDUGLI
NETO (1987), que também encontraram nao haver diferencas significativas entre
tecidos irradiados ou néo, ao tempo final do tempo expérimental; apesar dos autores
terem utilizado doses bastante superiores a por nds empregada. o

0O atraso na néo- vascularizacdo, observado nesta pesquisa, quando 0s
tecidos foram irradiados por elétrons, concorda com a observagao de DOYLE ef al.,
em 1996, em tecidos irradiados por eléirons de mesma energia e na dose de 9 Gy e
por ALMEIDA (1997), com feixes de mesma energia e dose como as usadas neste
experimento. ' ' '

Apesar de ndo ter seu mecanismo esclarecido, outro fator que pode ter
concorrido para as alteragdes verificadas nos grupos irradiados € o extravasamento
prolongado tardio, i.e. aumento da permeabilidade nos capilares e vénulas que se
inicia-se de 2 a 12 horas ap0s a agressao por radiagbes ionizantes ‘e perdura por
varias horas ou dias, segundo a opinido de CONTRAN ef al, em 1896 e
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JOVANOVIC, em 1974, encontrou alteracdes vasculares devido ao aumento da
permeabilidade da membrana basal da tinica adventicia. BAKER & KROCHAK
(1988) acrescentaram que o aumenio da permeabilidade ocorre devido a
despolimerizacdo da substancia cimentante de mucopolissacarideos e liberagéo de
aminas vasoativas.

Nas altas doses as conseqiiéncias da diminui¢do do suprimentc sangiineo
refletem-se nas complicages no processo de reparacas, como relatado por SUMI et
al. (1983), LUCE® (1984), MOORE™® (1984), RUDOLPH et a/.*® (1988), MILLER &
RUDOLPH® (1990), AITASALO ef al. (1992). Dentre os varios danos causados ao
tecido vaso- conjuntivo pela irradiagdo, LUCE (1984) afribuiu as alteracbes
vasculares, resultantes das aitas doses, 0s maiores prejuizos causados aos tecidos.

DOTTO et al. (1970) puderam observar a diminuicdo vascular associada a
reducdo da atividade da fosfatase alcalina, sugerindo que os eventos observados
podem estar relacionados 2 depressao dos fibroblastos. A atividade desta enzima foi
também estudada por VIZIOL!, em 1875, o qual observou aumento relacionado a
sintese de colageno e GAGs e queda de sua atividade apés a organizagao do
granutoma.

Apesar de termos observado atraso concomitante da vascularizagdo e das
sinteses de colageno ¢ GAGs, RUDOLPH ef af, em 1988, @ YANASE ef al, em
1993, por seus experimentos, consideraram iratar-se de eventos independentes, pois
em seus experimentos a nutrico foi fornecida por meio de cultura, e ndo dependia
da vascularizagio.

No GC, o aumento da fibrogénese e diminuicao dos fibroblastos aconieceu por
volta do 11° dia: no GF!, embora tenham sido observados 0s mesmos evenios, 08
fibroblastos continuavam em namero maior € a fibrogénese no periodo
correspondente ac mesmo tempo do GC, ainda em estagio incipiente; quando a
irradiacdo foi ministrada no 3° dia de formagdo do blastema de reparagio,
enconframos tecido bastante celular ainda no 17° dia, tempo no gual os feixes de
fibras coldgenas iniciavam a formacéao.

A reducdo na proliferagdo de fibroblastos em feridas irradiadas foi encontrado
por GRILLO & POTSAID (1861), GRILLO (1963), DOTTO ef al. (1870), BLYTHE ef
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al. (1975), RUDOLPH ef al. * (1988). CROMACK ef al. (1993) observaram que
apesar do uso de substancia aceleradora da reparacao tecidual, havia prejuizo na
reparacac de peles previamente iradiadas,. R

Pela microscopia eletrbnica foi possivel a ROSS & BENDITT (1961)
identificarem a presenga de fibroblastos 24 horas apés a ferida, e pela impregnacéo
pelg prata, verificaram que no 5° dia, quando as fibras ja apresentavam o fendmeno
da birrefringéncia, também apresentavam a periodicidade peculiar as fibras
colagenas. Pelo exame da birrefringéncia, o aparecimento de fibras argiréfilas foi
observado em GC,:ocorrendo por volta do 4° ou 5° dia, concordando com os achados
de ROSS & BENDITT (1961), VIZIOLI (1971), WATANABE eof al. (1894}, ALMEIDA
{1997).

Os cortes histolégicos submetidos a impregnacéo pela prata e analisados sob
fuz polarizada mostraram maior britho no GC denotando maior quantidade de
colageno e maior grau de orientagio macromolecular nos tempos correspondentes-
aos grupos irradiados. Entre os grupos irradiados, o GFi mostrou maior britho e
portanto maior maturidade tecidual em relagéo ao GTGI, demonstraram, desta forma
que, quando a irradiagdo ocorre 72 horas apés o inicio da reparacao € mais danosa
a fibrogénese comparada aos efeitos da irradiagao ministrada logo apés a realizacao
da ferida.

Nossos achados em relagdo 2 questdo do tempo transcorrido entre cirurgia e
irradiacdo sdo bastante concordantes com os achados da literatura, embora os
tempos utilizados nos varios trabalhos sejam bastante variados. Ficou patenie em
nosso experimento que, apés a migracdo, quando as células ja estdo presentes no
local a ser irradiado, os efeitos danosos sd0 mais evidentes. Qutro fator que pode ter
concorrido para-os efeitos mais proeminentes no grupo GTG! foi a presenca dos
vasos no local permitindo maior oxigenacéo fornando as céluias mais sensiveis aos
efeitos da radiacdo. HALL {1994) e BAKER & KROCHACK: (1989) destacaram: 'a
diminuicdo da radiosensibilidade devida a hiipdxia de alguns tumores.

No tempo 24 horas apés a perda tecidual, pela microscopia eletrnica,
SHILLING ef al. {1953) & ROSS & BENDITT (1861) enconiraranm: presenga de
fibroblastos no local a ser restaurado; por estas chservagdes, podemos sugerir gue

78



EFEITOS DA RRADAGAD POR ELEYRONS EM FERDAS E BM TECIDOS DE GRANULAGAD - Solarige Ap. Caldeia Monteio
Capfiuio Vi - Discussio

quando a irradiacéo é administrada e os fibroblastos estio presentes no local e as
células sdo atingidas diretamente pela radiago existe maior prejuizo tecidual.

BLYTHE ef al. (1975), em estudo no qual os tempos transcorridos entre a
cirurgia e irradiagao foram coincidentes com os nossos, também encontraram maior
depressiio na atividade dos fibroblastos no grupo irradiado aos 3 dias quando
comparade ao irradiado imediatamente apés a cirurgia. MOORE (1984} encontrou
ser a radiac&o menos danosa a reparaco antes de significativa proliferacao celulare
que a radiagao ministrada 1 dia apos a perda tecidual pode provocar maior atraso do
gque quando ministrada imediatamente apds a cirurgia, sendo o mesmo verificado por
FOHLE et al. (1831) com a dose de radiagao X de 10 Gy.

As diferencas no tempo de formacao dos feixes de colageno, entre os 2
grupos experimentais (GFl e GTGI) gquando comparados ac GC, foram também
observadas por autores que trabalharam anteriormente com elétrons como WANG ef
al. (1994) com a dose de 9,6 Gy e ALMEIDA (1997), irradiando a periferia de feridas
com a dose de 1 Gy observou maior prejuizo das feridas irradiadas 72 horas apos a
realizaco das feridas quando comparadas as feridas irradiadas imediatamente apés
a perda tecidual.

WATANABE ef al (1994), quando comparando grupos que receberam dose
anica aqueles que receberam dose fracionada, encontraram maior atrasc onde a
mesma dose foi dada de forma fracionada, afingindo desta forma células em periodo
de intensa proliferagéo nas 24 e 48 horas apés a realizacéo das feridas.

O efeito de depressao causado pela radiagdo ionizante sobre os fibroblastos
da derme também foi observado por ARCHER et al. (1970) pela detecgéo de menor
taxa de hidroxitagao da prolina C' do colageno nascente apés uma Gnica dose de
irradiacéo, sendo o grau e dura¢éo da inibicdo dose- dependentes. MUSTOE ef al
{1989) e CROMACK ef al. (1993), utilizando elétrons com & MeV de energia em
doses superiores as por nos utilizadas, também confirmam que a radiacao ionizante
produz depressdo na formacao do colageno.

BRENK (1959) considerou, no final do tempo experimental, a reparacéo bem
sucedida, apesar de uma menor quantidade volumétrica do tecido formado.

Considerou, ainda, que a reparacéo exuberante, quando sao utilizadas altas doses, €
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prejudicial a restauracdo dos tecidos, como acontece nos quelbides e cicatrizes
hiperiréficas. _

A depressdo na formacéo do colageno, devido a agéo de elétrons, tem sido
comprovada por varios pesqguisadores e ufilizada como recurso terapéutico em
pacientes que apresentam tendéncia a formacao de cicalrizes exuberantes. As doses
recomendadas por autores como LO ef al. (1990) em caso de cicatrizes exuberantes
séo superiores as utilizadas nesta pesquisa, e o efeito evidenciado e observado
macroscopicamente.

O atraso na. reparacdo tecidual, embora tenha se mostrado transitdrio nos
grupos irradiados, levam-nos a discordar de autores para os quais os efeitos s6
comecam ser evidentes com doses superiores as ulilizadas nesta pesquisa. MOORE
(1984) e DRAKE & QOISHI (1885) encontraram, na literatura, que a dose de até 3 Gy
ndo afeta significativamente a reparaclo, tendo inclusive efeito estimulante. Em
nossa pesquisa nado encontramos evidéncias de estimulagdo da reparacdc nos
tecidos irradiados. Sugerimos que MOORE (1884) e DRAKE & OiSHI (1985) tenham
considerado a fase final do processo e nidc os eventos que ocorreram durante a
evolucdo do tecido de reparagao,

Q atraso dos grupos irradiados aponta também em direcao confraria a opiniéo
de RODEMANN & BAMBERG (1995). Para os quais as doses compreendidas entre
1 a 10 Gy de radiacdo ionizante, induzem a uma diferencia¢ac terminal precoce do
sistema de células fibroblasios dentro de 2 ou 3 semanas, levando as severas
alteracGes na homeostasia do tecido, resultando no fendtipo fibrético de varios
tecidos como pulmonar, renal e pele de varias espécies de mamiferos inclusive o
homem.

Em cuituras de fibroblastos de UGlceras humanas em. locais: previamente
irradiados, RUDOLPH et af. (1988) verificaram atraso nas culturas: dos fibroblastos
criundos das adjacéncias das Ulceras quando comparados aocs fibroblastos obtidos
de locais nao irradiados, concordando com os nossos achados em relag&o ao atraso
provocado pela irradiacdo na proliferacao celular. L

O atraso temporario na multiplicagdo celular observada em nosso experimento
foi também relatado: nos trabathos de POHLE ef al {1931), POHLE ef al (1548)
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atribuida a aproximacdo das feridas pelos autores, HARRINGTON (1860) em
culturas celulares, WANG ef al. (1994), WATANABE et al. (1994) e ALMEIDA (1897).
O achado de POHLE ef al. (1949) ndo foi confirmado por LOURENCO em 1998.

Em 1856, PUCK & MARCUS concluiram que o atraso provocado pela radiacao
expressa-se na 5° ou 6% geracdo, mas WHITMORE & TiLL (1964) em revista a
literatura, encontraram que o atraso geraimente ocorre na primeira geragéio apds a
irradiagdo e afeta todas as células. Em populacoes assincrénicas, a resposta final de
todo processo, na opinido de ELKIND et a/, (1961) e relatada por WHITMORE & TILL
{1964), seria @ soma dos efeitos de reparagdo do dano sub-letal. Ac mesmo tempo
em que algumas ceélulas apresentam um estado de resposta aumentada a radiacéo,
outras apresentam resposta reduzida, restaurando o dano e progredindo em diregéo
a proxima divisao, e a progressao seria em diregdo ao estado de resposta a radiacao
diminuida.

A dose de 1 Gy mosirou-se suficiente para causar exiensédo da fase G2 ¢
reduzir o indice mitético no trabalho de SALONE ef al (1996). JOINER (1994)
questiona se a localizacdo do reparo do dano reside no controle do ciclo celular ou
em oufro processo.

A irradiacdo no 3° dia da génese tecidual mostrou-se mais prejudicial em
outros aspectos além dagueles por nés estudados; ARCHER ef al (1970) verificaram
diminuicao da resisténcia a forga de tensao;, AITASALO ef al .em 1992, em leitos
pré- irradiados por elétrons com 20 Gy, teceram as mesmas consideractes. Esta
adversidade causada aos tecidos irradiados, para MUSTOE ef al. (1989), parece ser
minimizada pelo uso do fator de crescimento derivado de plaguetas PDGF-BB.
BLYTHE ef al. (1975) encontraram n&o haver diferenca significante entre os grupos
irradiados ou néo, mas verificaram menor resisténcia no 8° dia, em feridas irradiadas
com 10 Gy no 3° dia apéds a produgao da ferida.

Por termos deixado as feridas se repararem por 2° intencéo, pudemos
observar o fendmeno de contracdo, & embora n&o tenhamos realizado mensuracbes,
pudemos observar que nas feridas controles a contragéo foi mais efetiva quando
comparadas as feridas irradiadas. GRILLO ef al, em 1858, e WATTS ef al. (1958)
estudaram o fendmeno da contracao, em feridas que se curam por 2° intengao pela
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mensuracdo das areas, sendo que WATTS ef al.>® (1958) concluiram que & maior
parte da contragdo situa-se nas margens das feridas. GRILLO & POTSAID (1861),
medindo as &reas, observaram efeitos danosos mais pronunciados na coniracao
quando os tecidos foram irradiados 36 horas apés a ferida. YANASE ef al {1993)
relataram inibicdo temporaria na contracdc com dose de 2 a 10 Gy ¢ havendo
retomada do fendmeno na 2° ou 8° semanas.

A irradiac@o parece também interferir com a qualidade do tecido formado
durante a reparacdo. SIEBERT et al (1980) relacionaram a qualidade do tecido
formado, apds a perda tecidual, ac teor de GAGs e que a ocorréncia de regeneracéo
ou reparagdo seria determinada pelo feor de GAGs. WANG et al. (1994) verificaram
que a retomada em diregdo a forca de tens@o normal reflete a taxa de formacéo de
colageno e a sua organizacdo tecidual. ALMEIDA (1997), quantificou o teor de
GAGs em tecidos de reparagdo irradiados ou nao; entre os grupos irradiados
encontrou maior teor de GAGs nos tecidos irradiados imediatamente apés a cirurgia
do que quando irradiado no 3°dia de formac&o, mas a maior quantidade de GAGs
foi encontrada nos tecidos nédo irradiados, sugerindo melhor qualidade do tecido de
reparacao quando néo exposio ao feixe de elétrons.

No tocante a origem dos fibroblastos no processo de reparagio tecidual, ainda
hoje a literatura n@o apresenta tofal concordancia. Alguns autores defendem a
hipotese da. origem local de células quiescentes residentes na periferia da ferida,
enqguanto outros aceitam a hipétese hematégena. GRILLO (1964}, em sua revisdo de
trabalhos anteriores, encontrou que as discordancias na literatura, guanto a origem
dos fibroblastos ser local ou hematégena , sdo devidas aos métodos empregados
sendo impossivel dissociar as respostas proliferativas dos capilares e fibroblastos.

Concordam com a origem local dos fibrobiastos, autores que émpregaram
metodologias, doses, fontes de radiac&o, células diferentes, como MACDONALD, em
1959, que pelo uso de marcadores radioativos, concluiu serem os fibroblastos no
tecido de reparagéo oriundos do tecido conjuntivo fixe que sofrem posterior divisdo
para formarem novos fibroblastos. Concordam, também, com estes achados:
GRILLO & POSTSAID (1961), GRILLO (1863), TOTO & ABAT! (1963) que pela

marcaco radioativa, os fibroblastos mostraram ser originados somente de células
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indiferenciadas do tecido conjuntivo frouxo de reserva da derme e da camada sub-
muscuiar;, ROSS & ODLAND (1968) em feridas humanas e com base no
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso; ROSS et al. (1870) colocam em
animais parabioticos e marcacdo radioativa; STEWART ef al (1981) usando
marcagédo pelo cromossomo sexual em humanos.

G dano dos fibroblastos residentes nas circunjacéncias da ferida e atingidas
pela irradiacé@o foi demonstrado por ALMEIDA (1997), trabaihando com a fonte de
radiacéo e dose, iguais as utilizadas nesta pesquisa; a autora encontrou depressio
na formacéo de coldgeno em feridas cujas periferias foram expostas a irradiacso.

Acreditamos que sendo elétrons a fonte de radiagdo por nds utilizada, com
deposicao da dose maxima a 1 cm da superficie irradiada, e por haverem sido
poupadas as adjacéncias das lesbes pela protecao da ldmina de chumbo, sugerimos
que a depressfo de colageno nos grupos irradiados se deva ao maior tempo
necessaric para a remoc¢do do material necrotico dos tecidos irradiados, com
conseqilente atraso na migracéo fibroblastica. Os danos mais evidentes do grupo
GTG! séo devidos a presenca dos vasos e células, principalmente fibroblastos, no
local, sendo diretamente atingidos pela radiacao e produzindo maior quantidade de
material necrético.

Alem de responsaveis pela formacéo das fibras colagenas, atuaimente é
atribuida aos fibroblastos, a funcéo de degradagéo do coladgeno nos processos de
reparacao, sendo eles responsaveis pela remodelacéo do tecido em formacéo como
registrado na literatura pelos trabalhos de TEN- CATE & FREEMAN (1974), BLYTHE
ef al. {1975), UZUNIAN (1979).

Os fibroblastos, responséaveis pela producac das moléculas de tropocolageno,
& também responsaveis pela sintese das glicosaminoglicanas {GAGs), como relatado
por VIZIOLl em 1871 e por ele estudado pelo aparecimento do dicroismo por meioc da
reacao histoguimica pela metacromasia, indicaram ser o periodo compreendido entre
o 7° e 10° dias, aquele de organizacéo tecidual. Em nosso trabalho, encontramos
gue, em relacdo a este fendmeno, ele ocorreu no 7° dia, concordando com ©
resultado encontrade por VIZIOLI (1871). Pudemos observar atraso na maturacéo

dos grupos irradiados, uma vez que no grupo GFl o fenbmeno do dicroismo
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apareceu a partir do 11%dia e no grupo GTGI a partir do 14° dia demonstrando com
isto consideravel afraso no focante & orientacdo macromolecular dos tecidos
irradiados. O atraso sofrido pelos grupos irradiados fica patente, também, quando
comparamos nossos controles aos resuitados de VIZIOLI, em 1975, que observou
ser o 15° dia o tempo no qual ocorreu diminuicdo da capacidade reativa do tecido a
coloragéo metacromatica indicando a ligagéo substancia fundamental —colageno,; no
GTGI o fenbmeno da metacromasia passou apresentar-se de forma inicial somente
no 14° dia, indicando que até entdo havia presenca de radicais ainda livres nas
moléculas das GAGs para reagirem com o corante.

A desorganizac@o da arquitetura em tecidos de reparagéo irradiados também
foi observada por BLYTHE ef al (1975) e AITASALQ et al (1992) em leitos pré-
irradiados e que posteriormente receberiam enxertos.

No aspecto epitelial, a proliferagéo teve inicio no 7° dia no "GC e no 11° dia
recobria totalmente a ferida, enguanto que, acs 7 dias, o grupo GFl ainda néo
apresentava evidéncias de coberiura epitelial. Os quadros apresentados pelos
grupos GFl e GTGl mostraram atraso maior, pois o epitélio recobria: as superficies no
17° dia, mas ainda mostravam maior espessura € menor matura¢io. Provavelmente
isto tenha ocorrido pelo fato de o epitélio depender inteiramente das condiges que o
tecido conjuntivo lhe proporciona, em térmos de nutricao principalmente. Assim, ele
s0 se assenta sobre a ferida quando o tecido subjacente tem condi¢bes de fornecer-
the nutricao

Em relac@o a cobertura epitelial, chamou-nos a aten¢éo o fato de que em GC
ela ocorria no momento em que o namero de células e vasos sofriam diminuicao e
havia um relativo aumento da fibrogénese (11° dia), ja nos grupos irradiados, a
cobertura epitelial do tecido de granulacéo se deu guando o tecido subjacente ainda
apresentava-se bastante celular e com muitos vasos { GFl no 14°dia e GTGi no 17°
dia); estes resulfados ndo concordam com POHLE ef al. {1949} que concluiram nao
haver diferenca neste aspecio entre os grupos irradiados ou n#o. Observamos,
também, que a cobertura epitelial antecedeu ¢ fendmeno de contracdo da ferida em
todos o©0s nossos grupos; esta seqliéncia de . eventos foi  observada
macroscopicamente por GRILLO ef al (1958) na maioria dos' casos, quando a
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mensuraclo da drea de feridas foi o critério escolhido. MOORE™ (1984) chamou
atenc@io para o fato de que as alteracdes epiteliais, nos casos de radioterapia,
mascaram os efeitos da radiacdo no tecido conjuntivo em se considerando as altas
doses terapéuticas. O atraso na migracéo epitelial em tecidos irradiados foi
observado por WANG ef al. (1994) e WANG ef al. (1996) com o uso de alta dose &
ALMEIDA em 1992 com baixa dose de elétrons. LOURENCO (1998) observou gue o
atraso na migracéo epitelial, em feridas irradiadas com 7 4R, independe da presenga
de sutura.

Os estudos sobre o dano causado pela radiagio tém demonstrado grande
preoccupacéo com relagio ao DNA, pela importdncia na reproducio celular, pela
localizagdo e tamanho da molécula. Enquanio as altas doses causam danos letais e
impedem a reprodugao celular, nas baixas doses os danos sao sub-letais permitindo
recuperacdo da funcio de reprodugdo, intimamente ligada a radiosensibilidade do
DNA, reconhecida e referida como aivo chave por BERNSTEIN ef al. em 1283.

A dose de 1 Gy de elétrons no processo de reparagéo do tecido conjuntivo
mostrou provocar danos sub- letais, pois ao final os grupos irradiados apresentaram
caracteristicas semethantes ao grupo néo irradiado. Ac contrario dos autores
anteriores, PUCK & MARCUS (1886), trabalhando coem células Hel.a, verificaram
danos letais com a dose de 1Gy, mas chamaram a aten¢éo para o alto grau de
sensibilidade dessas células a radiacao.

Uma possivel explicagdo para o atraso na reparagao verificado em nossos
grupos irradiados resida nos genes checkpoint molecular, que tém por fungao
controlar o ciclo celular, assegurando a ordem correta dos eventos apos peguenas
doses de radiacéo, como relatado por HALL (1994). O atraso verificado nos grupos
irradiados sugere que um periodo de tempo tenha side gasto na reparagéo dos
danos da irradiacao, antes que a mitose tenha sido empreendida, ja que no final do
tempo experimental os resultados de todos os grupos mostraram-se baslante
semelhantes ~ reparo do dano subletal.

As evidéncias em popuiacdes sincronicas, i.e. todas as células encontram-se
na mesma fase do ciclo celular em um determinado momento, apontam que o
bloqueio celular tende a ocorrer nas fases G2 e M do ciclo, por serem estas as fases
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mais radiosensiveis. YAMADA & PUCK {1961), trabalhando com dose préxima
aquela por nds utilizada (1,35 .Gy), encontraram que o bioqueio no ciclo celular
ocorre na fase fardia de G2, sendo seguida por um excesso transitério na taxa de
entrada de células na mitose ou divisdo; TILL (1961) com as doses de 20Gy a 50Gy,
WHITMORE & TILL (1864) sugeriram que imediatamente antes da mitose (final de
G2) ocorre o acimulo de células; BACCHETT! & SINCLAIR (1871) confirmam
achados anteriores sobre o afraso em G2 e acrescentaram observagbes sobre ¢
aumento no tamanho das células devido ao actimulo de RNA e cutras proteinas. A
dose de 1 Gy mostrou-se suficiente para causar extensdo da fase G2 e reduzir o
indice mitético no frabalho de SALONE ef al (1996). JOINER (1994) acha
questionavel a localizagdo do reparo do dano, se no controle do ciclo celular ou em
outro processo.

Q atraso, mas o ndo impedimento do processo de reparagio, quando utilizada
a dose de 1 Gy de elétrons, quer seja em ferida ou em tecido de granulagdo com 3
dias de formacéo é visto por MAITY ef al. {1994} como sendo de importéncia, pois a
sua auséncia esta ligada a diminuicéo da sobrevida das células. -

Ao final do periodo experimental, quando os grupos irradiados apresentavam-
se semelhantes aos coniroles, fomos levados a crer na ocorréncia de mecanismos
compensatorios éﬁcientes, para repararem os danos causados pela irradiacio.
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CONCLUSOES

a discussdo dos dados obtidos pela presente pesquisa, e dentro das

condigbes experimentais utilizadas, pode-se concluir que:

1. Airradiac@o por elétrons produziu danos ao processo de reparo dos tecidos;
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2. Esses danos traduziram-se em inibicdo parcial e conseqiente atraso no
desenvolvimento dos tecidos de granulacdo dos grupos experimentais;

3. Os tecidos de granulagdo irradiados 3 dias apés a cirurgia mostraram-se mais
sensiveis & irradiagdo do que os correspondentes irradiados imediatamente apos
a cirurgia;

4. O atraso no desenvolvimento dos tecidos de granulagdo irradiados néo impediu a
evolugdo dos tecidos em direcdo a cicatrizagdo final das feridas, em ambos os
grupos.
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GLOSSARIO

BIRREFRINGENCIA DE FORMA — € o tipo de anisotropia encontrada em corpos mistos,
onde as particulas assimétricas de um dado indice de refragéo s&o dispersos de
uma maneira preferenciaimenie orientada em um meio de diferente indice de
refracéo.

CELuLAs HELA - células oriundas de um carcinoma ginecoldgico. Muito utilizadas
em culturas celulares.

CicATRIZES HIPERTROFICAS E QUELDIDES — lesdes tumorals benignas de tecido mole
que histopatoldgicamente apresentam producéo excessiva de colageno pelos
fibroblastosativos durante a reparacéo e desordem das fibras coldgenas.

CicLo CELULAR ~ Pode ser dividido em quatro fases: mitose (fase M) periodo de
divisdo celular, seguida pela fase aparentemente inativa G1, seguida pela fase de
siniese do DNA (fase 8) que é seguida pela fase aparentemente inativa G2, e
novamente fase de mitose fase M.

Dicroismo {(PLEOCRoismMO} - Fornece indicagdes sobre a orientacdo

macromolecular da substancia examinada a luz da microscopia de polarizagao.

Dose “BuiLp-up” ou de construgio—dose fornecida a regido anterior aquela de
deposicéo da dose maxima.

EsTROMA ~ tecido suporte ou matriz de um drgéo,

FenOMENO DE SUPER-REGENERACAC — competéneia intrinseca do endotélio
irradiado, de permanecer intacto apesar do crescimento cessar no blastema.
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KEV - unidade de energia possuida pelo 2létron acelerado por 1.000 voits .

LET - indica a quantidade de energia transferida pelo feixe ds__e radiacdo por
unidade de comprimento da trajetoria.

Luz PoLarizana — feixe de luz onde sdo removidos todos os componentes
vibratérios, deixando apenas o componente que indica 2 dire¢éo de propagacao.

Vibra em dois planos (vertical e horizontal) mas em uma Unica diregéo.

MicrONUCLEOS — s8o formados por fragmentos de cromatina e de cromossomos
completos (mal distribuidos) apds a mitose e visiveis na interfase.

PARENQUIMA — elementos essenciais ou funcionais de um 6rgao.
R- unidade de exposigéo relacionada a capacidade dos raios X fonizarem o ar.
RBE - energia absorvida por unidade de massa do tecido.

RESPOSTA ADAPTATIVA — Resposta reduzida das células a altas doses de
irradiacao quando precedida por irradiagéio a baixas doses.

SHAM IRRADIADOC ~ Simulacéo perfeita das condigbes impostas ao grupo irradiado.
SUBSTANCIA ANISOTROPA (OU ANISOTROPICA} — possui mais que um indice de
refracdo para uma dada freqléncia sendo entao denominada de birrefringentes ou

substéncia de dupla refracéo.

Wr — fator usado com o propésito de radioprotegdo que leva em conta as
diferengas na efetividade entre radiagbes diferentes.




