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tecido até a demarcac3o. 59

Figura2 - Animal posicionado no momento da irradiag3o. 60
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Atividade especifica da enzima ATPase, segundo o grupo e 0
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momento do sacrificio.
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ATPase - adenosina trifosfatase
brush border - células fitamentosas

°C - graus Celsius
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DNA - Aacido desoxiribonucleico
et al. - e outros (“et alii")

Gy -  Gray

kg - quilograma
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RESUMO

RESUMO

Neste trabalho tivemos por finalidade pesquisar o efeito de baixas
doses de radiacao de elétrons na atividade das fosfoesterases no tecido de
granulacdo, grupo enzimatico este que tem um papel preponderante na nova
formacgéo do tecido. Para tanto, os animais sofreram um procedimento cirtrgico,
sendo efetuada a insergao subcuténea do disco de esponja de PVC, possuindo 8
mm.de diametro por 4 mm. de espessura a uma distancia de 3cm da incisdo. Esse
procedimento foi repetido em 84 animais, os quais foram divididos em dois grupos
experimentais, sendo um irradiado, outro controle, contendo, cada grupo, 42
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DE RADIACAO DE ELETRONS.
RESUMO

animais. Por sua vez, cada grupo teve seus animais distribuidos segundo 7

tempos de evolugao do tecido de granulagdo: 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias, sendo

cada tempo composto de 6 animais. Para a irradiacfo foi utilizado um acelerador

linear, com um feixe de elétrons com energia de 6 MeV, a uma distancia de 100

cm. {fonte até esponja) com dose simples de 1,0 Gy a 1 cm. de profundidade. A

iradiagdo foi realizada 3 dias apds a implantagdo da esponja sendo os seus

corpos protegidos por 4 mm de chumbo com uma abertura permitindo a exposi¢éo
da area correspondente a 5 mm de diametro maior do que © didmetro da esponja.

Decorrido o tempo proposto para o estudo, foram removidos os tecidos formados

e mediu-se a atividade especifica de 3 enzimas:

- A Adenosina Trifosfatase (ATPase), nos tecidos irradiados, mostrou, quando
comparada ao controle, menor atividade, aos 17 dias apds a irradiacio.

- A Fosfatase Alcalina apresentou, aos 11, dias uma maior atividade no grupo
iradiado, decaindo dos 14 aos 21, dias porém n&o significante quando
comparada ao grupo controle.

- A S5'Nucleotideo Fosfodiesterase apresentou maior atividade nos animais
iradiados dos 2 aos 11 dias, sendo que, aos 2 dias, houve diferenca
significante em relagéo ao grupo controle de mesmo tempo. Aos 14 dias houve
queda de atividade estatisticamente significante em relagdo ao grupo nédo
iradiado, seguida de novo aumento de atividade dos 17 aos 21 dias nos
animais do grupo irradiado, com diferenca estatisticamente significante aos 21
dias, guando comparada ao grupo controle.

Palavras chave: Radiacdo, Elétrons, Tecido de Granulaggo, Enzimas, Fosfatase
Alcalina, Efeitos Bioldgicos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This work had the purpose to seek the effect of low doses of
electron radiation on the activity of phosphoesterases in granulation tissue, as
this enzymatic group has a major role in the new tissue formation. With that
purpose, the animals underwent surgical procedure, receiving a subcutaneous
insertion of a disc of PVC foam, averaging 8 milimeters diameter and 4
milimeters thick, at a distance of 3 centimeters away from the incision. This
procedure was repeated on eighty-four animals, which were divided into two
experimental groups, the irradiated group and the control group, each one with
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ABSTRACT

forty-two animails. In their tumn, the groups had their animal distributed into seven
development times for the granulation tissue: five, 7, 10, 14, 17, 20, and 24
days, performing groups of six animals. A linear accelerator was used for
irradiation, with a 6 MeV energy electron beam, at a distance of 100 centimeters
from the source to foam, and with a simple dose of 1.0 Gy , 1 centimeter deep.
lrradiation was performed three days after surgical procedure, with the body
protected by a lead cover, four milimeters thick, with an aperture allowing an
exposition of five milimeters surrounding the foam diameter. After the proposed
times, the formed tissues were removed and the specific ativity of three
enzymes was measured:

- The Adenosine Triphosphatase {ATPase) showed a decreased activity, when
compared to control, seventeen days after irradiation.

- The Alkaline Phosphatase showed, at eleven days, an increased activity in the
iradiated group, decreasing at fourteen and fwenty-one days but not
significant when compared to the control group.

- The 5'Nucieotide Phosphodiesterase showed an increased activity in the
irrradiated animals from two to eleven days, with significant difference from the
control groups. At fourteen days a decreasing activity occurred, statistically
significant, when compared to the non-irradiated group, followed by a new
increasing from seventeen to twenty-one days in the animais belonging fo the
irradiated group with statistically significant difference at twenty-Oone days,
when compared to the control group.

Key words: Radiation, Electron, Granulation Tissue, Enzymes, Alkaline
Phosphatase, Biological Effects.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUGAO

Radiagéo lonizante é um termo aplicado para radiagbes que dao
origem & ionizag&o, por ocasido de sua interagdo com a matéria. Essas radiagdes
compreendem as radiacdes eletromagnéticas, como os raios X e raios gama, e as
radiacbes corpusculares nas quais temos particulas alfa, particulas beta,
pésitrons, néutrons, prétons e, em particular, radiagdo por elétrons. A absorcéo de
energia da radia¢io pelas células predispde a ionizacdo dos atomos e a produgdo
de ions nessas mesmas céluias. O exato mecanismo de interacdo da radiagdo
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1. INTRODUGAO

ionizante ainda ndo & conhecido, entretanto radiagdo danosa é considerada e
relatada como aqguela onde ocorrem os eventos acima descritos.

Desde a descoberia dos raios X, por Wilhelm Conrad Roentgen
em 1895, até os dias atuais, as radiacbes ionizantes tém sido largamente
estudadas e utilizadas.

Segundo HOBBS & MC. CLELLAN'™ | em 1980, logo foi possivel
detectar os efeitos deletérios que essa forma de energia ocasionava sobre o0s
tecidos vivos e, com a evolugdo desses estudos, foi sendo observado que tais
efeitos deletérios apresentavam-se nas mais diversas formas, conforme a
qualidade, a quantidade da radiagdo, ¢ volume e o tecido exposto.

A interagdo da radiagdo com a matéria e 0 seu poder de
penetragdo, principaimente o das radiagbes corpusculares, guando usada com
finalidade terapéutica, se dd entre energia e tecido vivo. Portanto, um
entendimento dos mecanismos bioldgicos e bioquimicos que ocorrem nos
organismos vivos, como O processo de reparacdo tecidual, € de grande
importancia. Sabendo-se da ac@o lesiva dessa radiag@io sobre 0s componentes
teciduais, € fundamental tentar esclarecer como esses componentes reagem.

Muitos fatores, tanto externos como internos, podem modificar a
resposta de uma reparagdo tecidual, e um deles é a radia¢&o. No entanto, ha
alguma controvérsia com relacdo & cura de feridas produzidas em tecidos
irradiados antes ou depois do ato cirdrgico, sendo que alguns autores reiatam que
baixas doses de radiacdo estimulariam e altas doses retardariam o processo de
reparo.

Entre as formas de radiac@o ionizante do tipo corpuscular,
destaca-se a radiag&o por elétrons, na qual um grande nuamero de pesquisadores
utilizaram altas doses dessa radiaco, doses estas empregadas com finalidade
terapéutica. Esse tipo de radiagio € caracterizado por apresentar um poder de
penetracdo menor que aquele dos raios X de megavoltagem, sendo, portanto,
destinados ao tratamento de lesdes superficiais ou de média profundidade.
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Contudo, ha escassez na literatura a respeito de pesquisas sobre
os efeitos bioldgicos provocados pela radiagio de elétrons sobre o processo de
reparo tecidual; conseqlentemente, nada se conhece sobre 0 comportamento de
proteinas quando s&o atingidas por baixas doses de radiacio de elétrons, em
pariicular sobre 0 dano que essa radiacdo pode causar nas enzimas, as quais tém
um importante papel no desenvolvimentc do processo de reparo, mais
especificamente sobre esse tecido néo-formado.

Fundamentado em estudos iniciados por VIZIOLI® em 1975,
BOSCOLO® em 1989, TOSONI* no ano de 1992 e ALMEIDA? em 1997, estudou-
se o efeito de baixas doses de radiagdo de elétrons na atividade das
fosfoesterases: fosfatase alcalina que esta ligada ao processo de agregagéo do
colageno e as glicosaminoglicanas; ATPase que gera grandes quantidades de
energia para um tecido que estéd se multiplicando, células em divisdo necessitam
de energia; 5'nucleoctideo fosfodiesterase em que os tecidos, nessas condigdes,
apresentam um metabolismo alto e, para permanecer nestes niveis devido ao giro
dos nuclectideos, tem que ter uma atividade alta desta enzima.
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2. REVISAQO DA LITERATURA

A literatura ao nosso alcance demonstrou haver poucas citacdes
de trabalhos que fizessem referéncia sobre os efeitos das radiagdes de eléfrons
no tecido conjuntive de reparo, principalmente sobre as enzimas que compdem
esse tecido. JA com relacdo a radiagdo X, os efeitos foram mais estudados e
esses trabalhos variam de acordo com a fonte de radiacdo, dose utilizada, e o
componente do tecido estudado.
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TRABALHOS ENVOLVENDO RADIAGAO X E/ OU REPARO

MILLER & RUDOLPH?®, em 1990, estudaram lesbes que surgem
na pele circundante em conseqiéncia da radiacdo ionizante de uma terapia de
cancer. Os sintomas agudos (pele eritematosa, seca e descamada ou
avermelhada e descamacao umida com ulceragdo superficial) e as alteracgbes
dérmicas crénicas se resolvem deniro de 6 meses. Em alguns pacientes, em
resposta a trauma leve e, ou espontaneamente, a pele pode se romper e
desenvolver uma uicera podendo abranger a drea de dano pela radiac@o. A base
é torpe e aspera, o tecido de granulacdo é esparso e nio saudavel, e a lesdo
apresenta pequena propensao para se epitelializar ou se contrair, podendo-se
estabelecer canceres de células escamosas. Embora a obliteracdo microvascular
e endarterite obliterativa ocorram na injuria cronica por radiacdo, vasos normais
podem estar presentes ao longo desses tecidos. A hipdxia que ocorre em tecidos
subcutaneos, na fase aguda da injdria, torna-se menos evidente 11 semanas apoés
a irradiacdo, estando acima de 20 mmHg, nivel necessério para sintese e acumulo
de colageno. No tratamento da osteorradionecrose, a indugdo da angiogénese traz
a lesdo uma nova populagio de fibroblastos nao irradiados. Alguns experimentos
sugerem que a radiagdo ionizante tem efeito direto na proliferacdo de fibroblastos
e que 0s mesmos podem ser permanentemente danificados. A diminuicdo do fluxo
de sangue, apos a irradiacdo, pode ser também apontada como uma das causas
para a cicatriza¢&o pobre ou ausente da pele injuriada. A observacéo freqlente da
pele, pelo paciente e pelo médico, & essencial de modo a reconhecer areas com
tendéncia & ulceragio, ou ja ulcerada, de forma a prevenir efou minimizar o
rompimento da pele. Infelizmente, pequenas dlceras por radiagdo freglientemente
progridem para ulceras maiores, infectantes e dolorosas. Para pacientes terminais
efou nagqueles em que importantes estruturas repousam dentro dos tecidos
lesados, faz-se a cobertura por retalhos, nem sempre com sucesso. Atencdo e
cuidados constantes podem proporcionar um tratamento bem sucedido para as
lesbes irradiadas.
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EHRLICHMAN ef a/® em 1991, estudaram varios mediadores
celulares e bioguimicos requeridos na cicatrizagdo normal de uma ferida. Fatores
gue promovem proliferacdo celular (citoquinas), como o fator beta transformante
de crescimento (TGF B), fator de crescimento plaqueta - derivado (PDGF), fatores
de crescimento ligacbes heparina / fator de crescimento fibroblastico basico e fator
de crescimento fibroblastico acido (FGF/HBGF bésico e &cido), fator alfa
transformante de crescimento {TGF «), fator de crescimento epidermal célula
derivado (EDGF), fator | de crescimento insulina semelhante/somatomedina-C
(IGF-/SM-C) e interleucina 2 (iL-, 1L-2) atuam em suas células alvos através de
receptores especificos e de alta afinidade. Alguns desses fatores induzem,
também, a transcricdo de oncogenes (¢ - fos) e (c - myc) associados com
proliferacéc celular e possiveimente tumorogénese. Na fase aguda da injiria ao
tecido, plaquetas, macrdfagos e linfocitos s8o as principais fontes dessas
citoquinas que ampliam a populacio celular tais como fibroblastos, que migram na
ferida e indiretamente influem na sintese de colégeno. O processo de ligagbes
integrina-maitriz extracelular é apresentado como um dos meios pelos guais a fase
celular da cicatrizacdo da ferida pode ser controlada. Quando complicacbes se
desenvolvem, ndo ocorrerd a cicatrizagio da ferida [sepsia, ma nutricdo, idade
avancada, sindrome da deficiéncia imunolégica adquirida (AIDS), em tratamento
com quimioterapia, drogas imunosupressivas ou radiacio]. A cicatrizaco da ferida
por segunda intencdo depende: da formagdo do tecido de granulagéo
desenvolvido na base da ferida, logo apés a fase inflamatoria; da confracdo da
ferida onde as células miofibroblasticas especializadas repbem colageno e
promovem a contrac&o do musculo liso; da epitelializacdo, ou seja,z migracéo de
células epiteliais sobre a ferida, 0 que ocorre simuiltaneamente com a contracéo da
mesma. Feridas de radia¢do apresentam tecidos danificados tais como a isquemia
tecidual secundaria e uma endarterite obliterativa progressiva com fluxo sanglineo
diminuido e um efeito direto da radiagdo nos fibroblastos e sua proliferagéo.
Miofibroblastos encontram-se atrasados em toda a ferida irradiada e a mesma
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apresenta baixa resisténcia ténsil e deposicdo total de colageno. Tecidos
irradiados apresentam cicatrizacdo extremamente pobre e uiceram facilmente.

BERNSTEIN ef al> em 1993, apresentaram um estudo sobre
radiacdo, desde os tipos de radiacdo, seus feixes de energia (orfovoltagem e
megavoltagem), profundidade da dose méaxima (Dmax) e dose de superficie,
juntamente com as possiveis conseqdéncias no campo da biologia celular. Para
os efeitos colaterais, agudos e tardios (cronicos) da radiagdo ionizante, destacam
a importancia da dose total, tamanho da fragéo da dose, volume total tratado e
tempo decorrido durante a radiag@o, que atuam de forma varidvel sobre os
diferentes tipos de células que compdem a pele: gueratindcitos, melandcitos,
fibroblastos dermais e colagenos. Para os fibroblastos dermais, a radiacdo
provoca diminuicdo na proliferacdo dos mesmos causando diminuicdo na
habilidade de deposicdo e remodelamento do coldgeno e conseqliente déficit na
cicatrizac@o da derme, aiteracbes tardias e fibrose. Para cicatrizag&o de feridas,
os autores destacam a habilidade do fator BB de crescimento plaqueta-derivados
(PDGF-BB) para reverter cicatrizacdo de feridas prejudicadas por radiacao local, o
que n3o se verifica quando a irradiacdo se dé no corpo todo. Apontam como um
dos parametros importantes na avaliagdo de feridas, em aplicacdo fracionada de
doses de radiacdo, a resisténcia da pele aoc rompimento que tem sua forga
reduzida com o aparecimento de feridas (RRF) , com diminuicéo de producgdo de
colageno. Verifica-se a recuperacao parcial da resisténcia da ferida e um aumento
na expressdo do gene colageno, tratando-se a ferida irradiada com exdgenos
TGF-B, PDGF-BB e com injecdo, nas feridas, de fibroblastos singénicos normais,
reveriendo, parcialmente, a cicatrizacdo prejudicada. Cirurgias feitas em tecidos
com alteracdes tardias de radiagéo podem resultar em morbidade aumentada. O
risco de tumores cutaneos sa@o mais prevalecentes em peles com aiteracbes
cronicas de radiacéo.

DRAKE & OISHI®, em 1995, descreveram o processo normal de
cicatrizacao de lesbes nas etapas: inflamacéo, proliferacdo e maturacdo, sendo a
primeira a mais sensivel aos efeitos da quimioterapia e radioterapia. A injuria do
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tecido resulta ou do dano direto do DNA celular, ou do dano indireto do DNA
celular, pela criagcdo de radicais livres. Dose total de radiacdoc e o tempo de
administrac&o sé&o fatores determinantes dos principais efeitos da radioterapia pré-
operatdria que apresenta comptlicagfes na cicatrizag@o. A radioterapia feita apés &
a 7 dias pode ser considerada segura. A derme cronicamente irradiada € mais
suscetivel & invasdo bacteriana, que pode levar a necrose da leséo; porianto,
cirurgia, nessa area, deve ser planejada cuidadosamente para evitar bordas
minadas que podem desenvolver isquemia do tecido e evitar as complicagbes de
hematomas € seromas. A braquiterapia (implantes radioativos dentro do leito da
lesdio), a quimioterapia e agentes especificos (adriamicina) sdo adjuvantes
desenvolvidos para aumento da taxa de scbrevivéncia e intervalos livres de
doenca. Estudos adicionais sobre as deficiéncias na cicatrizacdo de lesbes
causadas por estes agentes e o desenvolvimento de terapias interventivas
permitem manipular o meio da les&o para atingir o teto da terapia citorredutora
oncoldgica, sem efeitos prejudiciais na cicatrizacéo da leso.

Efeitos de baixas doses de radiagc&o X, na génese e evolugdo do
tecido de granulacio induzido pela implantacéo de esponjas de PVC sob a pele
de ratos, foram motivos de estudos por ABDALLA ef al' em 1991. Os animais
foram divididos em 3 grupos. O grupo 1 n&o recebeu radiagéo, ficando como
controle, 0 grupo 2 recebeu uma dose Unica de radiagdo, 5,28 R, logo apds a
implantacdo da esponja e o grupo 3 recebeu doses fracionadas de radiagao,
também de 5,28 R, s6 que a cada 2 dias apds o implante da esponja até o 14°
dia, e a cada 4 dias até completar o 28 ° dia com uma dose total de: 58,08 R. Os
animais foram sacrificados nos tempos: 4, 7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados
mostraram existicr uma parcial inibicdo na evolucdo do tecido de granulagao,
observados tanto no grupo 2 como no grupo 3 quando comparados ao controle,
sendo que esta inibicdo foi mais evidente para o grupo que recebeu dose
fracionada. Foi também observado que os efeitos danosos da radiag@o X s&o mais
intensos nas fases iniciais da evolucdo do tecido.
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WATANABE ef a/. %, em 1994, efetuaram estudos sobre os efeitos
de baixas doses de radiacdo sobre a génese e evolucio do tecido de granulacio
em ratos. Em todos os animais foram efetuadas feridas cirtrgicas na regido dorsal
e mediana da coluna vertebral. Os animais foram divididos em 3 grupos de 21
animais cada: Grupo Controle: ndo irradiados; Grupe Dose Unica: Irradiados numa
exposicdo total de 7 R, imediatamente apés ser feita a ferida; Grupo Dose
Dividida, irradiados em 3 etapas: todas subsequentes & confecgdo da ferida,
sendo a 1* dose imediatamente apds, a 2° dose 24 horas e a 3° dose 48 horas.
Todos os animais foram sacrificados nos tempos: 2, 4, 7, 11, 14, 21 e 28 dias apés
ferimento. Segundo os autores, foi possivel observar um atraso na génese e
evolugdo do tecido de granulac@o para o grupo dose dividida, comparados aocs
outros dois grupos. A andlise qualitativa da organizagdo do tecido de granulacdo
pela impregnacao argéntica ndo mostrou nenhuma alteracdo significativa dos
tecidos irradiados.

LOURENGCO', em 1998, também estudou o efeito de baixas
doses de radiacdo X no processo de reparacdo tecidual em feridas suturadas e
n&éo suturadas na regido dorsal de ratos. Os animais sofreram um procedimento
cirdrgico, sendo efetuada uma ferida de forma retangular com as dimensdes de 20
mm. x 5 mm. na porcdo anterior lado direito da coluna numa profundidade
aproximada de 2 mm., sendo retirado o tecido incisado. Esse procedimento foi
repetido em 84 animais, os quais foram divididos em 4 grupos: grupo 1. controle
sem sutura; grupo 2: irradiado sem sutura; grupo 3. controle com sutura e grupo
4: jrradiado com sutura, sendo 3 animais por grupo. O tecido de granulacao foi
avaliado aos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias para cada grupo estudado. Os animais
pertencentes aos grupos 1 e 3 n&o sofreram irradiagdo e serviram de controle para
os grupos 2 e 4. Os animais dos grupos 2 e 4, no momento da irradiacao, tiveram
os corpos protegidos com um protetor de chumbo de 2 mm de espessura com
uma abertura permitindo que fosse exposta somente a ferida cirurgica. Cada
animal sofreu 18 segundos de irradiacao, totalizando 8 R.
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O processo de reparacio tecidual foi avaliado pelos seguintes
métodos: Coloracdo por hematoxilina-eosina, que possibilitou verificar a
morfologia do tecido de granulacdo e a impregnacgdo argéntica em que foi
observada a sintese de colageno, através da microscopia de polarizacéo
(birrefringéncia).

Os resultados mostraram que a radiacdo, apesar de fer causado
atraso, ndo impediu a reparacao tecidual, sendo que o grupo que sofreu irradiacio
e nao foi suturado mostrou maior retardo guando comparado aos outros grupos.

TRABALHOS ENVOLVENDO RADIAGAO E / OU ENZIMAS

YUKAWA & NAKAZAWA?® em 1973, efetuaram estudos sobre o
efeito da radiacao X na atividade da hidroxilacéo no figado de ratos em estagio de
aleitamento durante seu desenvolvimento. Com dose de radiagdo de 200 R foi
suprimida parcialmente, e totalmente, com 400 R, deu-se o aumento de atividade
no periodo pés aleitamento, sem mudanca evidente no contetido de proteina
microsomal do figado. Aos 40 dias de idade, nos ratos iradiados com 400 R, as
atividades do sistema de transporte elétron microsomal foram levemente inibidas,
mas tanto o conteldo de citocromo p-450 como a mudanca espectral induzida por
hexobarbital foram suprimidas consideravelmente. As atividades de adenosina
trifosfatase e da inosina difosfatase foram mais altas que aquelas do controle,
enquanto a atividade da glucose-6-fosfatase foi menor acs 40 dias de idade, nos
ratos irradiados.

Ainda em 1973, BHATAVDEKAR et al* estudaram
bioguimicamente o efeito de uma dose de 120 R de radiacdo X nas fosfatases
alcalina e acida, nos acidos nucleicos e nas proteinas em tecidos (figado, rim,
musculo, adrenal e baco) de cobaias normais, irradiada e em recuperacio. As
concentracbes de fosfatase foram significativamente diminuidas nos tecidos
iradiados e valores normais na&o foram encontrados até mesmo em 72 horas de
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hidroliticamente ativas se tormaram detectaveis na membrana da 'vilo”. O
aparecimento das proteinas precursoras citoplasmaticas foi um pré-requisito para
o aparecimento das enzimas da membrana "brush border”. Isto € consistente por
serem proteinas precursoras verdadeiras.

Em 1975, VIZIOLI®®, em um de seus estudos, pesquisou a
presenca @ o possivel papel do grupo enzimatico das fosfomonoesterases no
tecido de granulacéo induzido por implanta¢éo de esponjas de policlorovinil (PVC)
no tecido subcutaneo do rato. O tecido de granulacio foi estudado aos 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35 e 40 dias de evolugio. Os resultados mostraram que a sintese de
colageno e de mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagio inicia-se iogo
aos primeiros dias de desenvolvimento e atinge o ponto maximo entre 15 e 20
dias, decaindo visiveimente apOs esse tempo. A pesquisa histoguimica das
fosfomonoesterases demonstrou que a fosfatase alcalina tem atividade
progressivamente crescente a partir dos 10 dias de evolug&o do tecido. E atinge o
maximo da atividade aos 15 dias, mantendo-se até 20 dias, quando cai
bruscamente. Essa atividade, coincidente com o periodo maximo de sintese de
colageno e de mucopolissacarideos acidos, demonstra que a fosfatase alcalina
tem wum papel importante na agregagdc do compiexo colageno-
mucopolissacarideos acidos, agindo em algum ponto da formacéo das cadeias de
carboidratos e, conseglentemente, da formacdo dos mucopolissacarideos acidos.
A ATPase e a 5 nucleotidase tambéem tem a sua atividade maxima no periodo
entre 15 e 20 dias, sendo portanto relacionadas com os processos energéticos de
alta intensidade, exigidos pelo tecido cujo metabolismo € muito ativo.

KAUR ef al.'® em 1975, estudaram a fosfatase alcalina e a
glucose-6-fosfatase em trés regiGes anatomicamente diferentes do intestino
delgado de ratos submetidos @ uma dose de 400 R, de uma fonte de Co 60 de
raios gama. Foi notado o aumento da atividade enzimatica em ambas as enzimas
no duodeno, jejuno e ileo, 24 horas apds a radiacdo. No terceiro dia, a atividade
da fosfatase alcalina tendeu a ser baixa quando comparada a do 1° dia apos a
radiacdo, mas a giucose-6-fosfatase permaneceu aumentando mesmo no 3° dia.
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0O aumento maximo da glicose-6-fosfatase foi observado no jejuno. No 9° dia, a
fosfatase alcalina foi reduzida abaixo dos controles em todo o intestino, mas voltou
ao normal no 10° dia. Entretanto, as atividades da glucose-6-fosfatase no duodeno
e jejuno foram comparaveis aquelas de rato controle, mas no ileo, a atividade
desta enzima manteve-se abaixo dos valores normais. Parece existir implicacdes
fisiolégicas na absorgéo de glicose ao longo do intestino pela fosfatase alcalina e a
glucose-6-fosfatase, e tem sido relatado que o transporte de glicose € diminuido
durante o periodo inicial apdés a radiacdo, mas subseqientemente aumentado
apds 24 horas. Decorridas 24 horas, a absorgdo de glicose é marcadamente
diminuida e, deste modo, a resposta difasica da absor¢éo é sugerida. Os niveis
aumentados das fosfatases em questio podem, deste modo, ser associados a
absorcdo aumentada de glicose pelas células epiteliais mais maturadas nos dias 1
e 3, ap6és a radiagdo. Um declinio da fosfatase aicalina no 9° dia, com uma
tendencia & normalidade no 10° dia, parece estar associado com a absorgéo
diminuida da glicose pelo intestino irradiado.

PALVA?' em 1978, estudou a atividade epitelial da Na-K-ATPase
nos othos de ratos apds radiacdo X (1500 R), em intervalos de 3 a 90 dias. A
enzima foi demonstrada histoquimicamente por microscépio de luz polarizada e foi
medida bioguimicamente por método fluorométrico. Os resultados bioguimicos e
histoquimicos sugerem que a afividade da Na-K-ATPase das membranas das
células epiteliais dos olhos n&c € primariamente afetada pela radiacdo X.
Entretanto, deve ser observado que a radiacdo X causa edema relativamente
precoce nas ceélulas epiteliais. Desse modo, pode ser sugerido que essas
alteragbes precoces nos oihos, apds a radiagdo X, séo, em primeiro lugar, devido
a sua permeabilidade passiva aumentada, das membranas celulares aos cétions e
nao um defeito no sistema ativo da bomba de sddio e potassio.

KRIZALA ef al.'® em 1980, estudaram, em cées irradiados com
3.0 Gy de radiag@o gama, as mudangcas da atividade iotal, em soro sanglineo, da
fosfatase alcalina e de suas isocenzimas ossea e intestinal. As atividades das

isoenzimas da fosfatase alcalina foram determinadas pelo método inibigdo-
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inativacdo pelo calor. Apds a radiacdo, as atividades no soro, da fosfatase
alcaling, foram, em geral mais baixas. No caso da isoenzima éssea, a diminuigdo
foi mais pronunciada. As mudan¢as na atividade total da fosfatase alcalina e da
isoenzima intestinal foram menos distintas.

MATSUDA et a.'®°, em 1982, mediram, em diferentes tempos, a
atividade da Na-K-ATPase dos olhos de coelhos expostos a uma dose Unica de
2000 rads de raios X e compararam com olhos controle contralaterais. Foi
observado, primeiro, a diminuicdo da atividade enzimatica em ambos os olhos e
no epitélio capsular isolado nas 3% e 4% semanas apos a radiacio, que se fornou
significantemente aumentada na 7® semana e meia apos a irradiacdo. Esses
achados coincidiram com suas primeiras observagbes sobre ser o transporte ativo
de cétions reduzido nesses olhos e apoiam a idéia de que a perda da ATPase da
membrana & responsavel pelo enfraquecimento da bomba de cations nos olhos
irradiados.

CATRAVAS et a/.®, em 1988, estudaram "in vivo" os efeitos da
radiacéo ionizante nas enzimas endoteliais pulmonar conversora de angiotensina
e na 5 nucleotidase. Coelhos foram expostos a uma unica dose de (30 Gy),
utilizando-se urn acelerador linear Varian Clinac 4. Este aparetho produz um feixe
de raios X de 4MeV bem definido, semelhante ao Co 80. Utilizaram técnicas
multiplas de diluicgo - indicadora, e foram estudados o metabolismo de [°H]
Benzoyl-Phe-Ala-Pro (BPAP) e de ['C] 5-AMP, pela enzima conversora
angiotensina (ACE) e pela §' nucleotidase (NCT), respectivamente, durante uma
Unica passagem transpulmonar em coelhos conscientes, cronicamente
cateterizados. Dos dados foram calculadas duas constantes cinéticas, Km e
Amax. Foi observado um decréscimo significativo no metabolismo das
quantidades de BPAP e 5AMP nas 2, 24 e 48 horas apds a radiacgo. Foi
observado um igual decréscimo nas taxas das constantes (Amax / Km) de ACE
nas primeiras 2 horas, mas que retornou aos niveis de controle nas 24 e 48 horas
apo6s radiacdo. Os valores de Km de ACE para BPAP e NCT para &' AMP foram
elevados nas 2, 24 e 48 horas pés - tratamento, ao passo que a Amax (produto da
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massa enzimatica e a constante de formacdo de produto, Kcat) de ACE foi
elevada nas 2 e 24 horas, mas ndo nas 48 horas, e Amax para NCT foi elevada
somente nas 2 horas pds - tratamento. Nao foi observada nenhuma mudanca na
estrutura endotelial nas 2 horas pOs - radiagdo a niveis de microscopio otico e
eletrdonico. Conduiram que a fase inicial de radiagio induziu a uma injdria
pulmonar, incluindo mudangas na funcdo da enzima endotelial na auséncia de
danos estruturais como refletidos em uma aparente diminui¢o na afinidade de
ACE e NCT para seus substratos, permitindo a possibilidade de disturbios
hemodinamicos ou suas seqlelas poderem, também, ter contribuido para a
diminuigdo da fuungao enzimatica.

BOSCOLO et a/®> em 1989, realizaram um trabalho que foi um
dos precursores desta linha de pesquisa. Efetuou estudo da variagéo de enzimas
do globo ocular, em cé@es, com emprego de baixas doses de radiagéo X, tendo o
aparelho operadio com os seguintes fatores: 65 kVp e 10 mA, totalizando 7,34 R.
de exposicdo. Foram pesquisadas atividades das enzimas glutation redutase
(GR), glucose-6-fosfatase desidrogenase (GEPD), B-n-acetil hexosaminidase (H) e
fosfatase acida (FA). O olho direito foi utilizado para irradiacéo, engquanto ¢ outro
servia como controle protegido por uma lamina de 5mm. de chumbo. A dosimetria
foi obtida utilizardo-se dosimetros termoluminescentes de fluoreto de litio-700. Os
animais, apos serem irradiados, foram conservados no canil em condigGes
normais. Os termpos observados apos a irradiacdo foram, 6, 12, 24, 48, 72 e 96
horas. Decorridos 0s tempos estabelecidos, os animais foram anestesiados; em
seguida foi tomaada a presséo intra~ocular em ambos os olhos, sendo os animais
sacrificados, emm grupos de irés, nos tempos de 12, 24 e 48 horas,
respectivamente. Tempos estes em que, durante a execugédo de planc piloto,
apresentaram-se& com algumas alteragdes na atividade das enzimas. Ambos os
olhos foram removidos, lavados em soro fisiolégico € secados. Promoveu-se a
secgdo equatorial de cada globo ocular. Na porgéo anterior de cada olho, foi
separado o cristalino do epitélio interno. Da mesma forma, nas seccles
posteriores, foram removidos os epitélios internos. Essas estruturas foram
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submetidas a analise bioquimica, € os autores concluiram: redugdo da atividade
da enzima GR do cristalino nos tempos de 24 e 48 horas apés a irradiacao;
aumento da atividade da enzima G6PD no epitélio no tempo de 24 horas e caindo
para 48 horas apos a irradiagdo (0 mesmo fato ocorrendo ao cristalino); reducdo
da atividade da enzima H do epitélio interno, por¢ao anterior e posterior para 12,
24 e 48 horas apés a irradiagdo; aumento inicial da atividade da enzima FA do
epitélio interno, porgdo anterior e posterior para 12 horas apés a irradiagdo,
decaindo para porgao anterior e aumentando para a por¢éo posterior nas 48 horas
apés a iradiag&o e decaindo na porgéo posterior 48 horas apos a irradiagéo.
TOSONI?* em 1992 , mostrou, em um trabalho na mesma linha de
pesquisa, um estudo da atividade enzimatica em tecidos de granulacéo de ratos
submetidos a baixas doses de radiacio. Foi pesquisada atividade das enzimas
fosfatase alcalina, 5 nuclecotidec fosfodiesterase e adenosina trifosfatase
(ATPase) no tecido de granulacdo induzido por implantacdo de esponjas de
policiorovinil (PVC) no tecido subcuténeo de ratos submetidos a baixas doses de
radiacdo X. Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo |, que serviu como
controle; Grupo ll, que recebeu 7,14 R de raios X de uma unica vez, logo apds a
implantacdo da esponja; Grupo lil, que recebeu os 7,14 R de forma dividida, logo
ap6s a implantagdo da esponja e nos 3° e 5° dias apds o implante. Os tecidos
foram removidos e mediu-se a atividade das 3 enzimas nos dias 2, 4, 7, 11, 14, 21
e 28 de desenvolvimento do tecido. Observou-se, como resultado, que a enzima
fosfatase alcalina no Grupo Il mostrou maior atividade no 14° dia de evolugao do
tecido, em reia¢éo aos Grupos i e Ill. A atividade da enzima 5 nucleotideo
fosfodiesterase no Grupo | foi semelhante em todos os dias estudados, porém no
Grupo I a enzima mostrou-se com maior atividade no 7° dia e menor atividade no
21°. No Grupo lll, a atividade foi mais alta nos dias 14 e 07 e mais baixa nos dias
28 e 21. Nao foi observada alteracdéo no comportamento da atividade da enzima
adenosina trifosfatase ( ATPase), quando os 3 grupos foram comparados.
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TRABALHOS ENVOLVENDO RADIAGAO DE ELETRONS

FOWLER ef al.'', em 1965, determinaram o efeito moderado do
fracionamento da dose de radiagdo de elétrons em um tecido normal, observando
a reagdo da pele irradiada em pata de rato. Os parametros usados foram a dose
necessaria, unica ou fracionada, para produzir uma reacdo combinada na pele que
fosse avaliada em uma escala arbitraria. Para isso foram utilizados grupos de 5 a
8 ratos, com 11 semanas de idade. Cada rato foi anestesiado, sendo posicionados
aos pares em uma plataforma com uma ponte de perspex, na qual um teve o pé
de sua pata traseira esquerda atado com fita adesiva a pata esquerda de um
segundo rato. Foram posicionadas sob o centro do diafragma de chumbo - ago
com um feixe vertical de 15 MeV de elétrons, do acelerador linear do St.
Bartholomew’'s Hospital (Rotblat 1955). As patas dos animais foram irradiadas a
1,2 m. da fonte de espalhamento do acelerador, com dose fracionada de 1 - 1,5
rads por 1,3 us pulso repetida 400 vezes por segundo, dando uma dose total de
400 - 600 rads/s. Cada exposicdo foi monitorizada por camara de ionizagéo de
perspex, calibrada com uma correcdo de 4% e as doses recebidas foram
checadas com dosimetros termoluminescentes de fluoreto de litio. As reagbes da
pele nas patas esquerdas dos ratos irradiados foram registradas diariamente, por
30 dias apos a irradiacio, por um ou mais observadores. Observou-se as reagbes
na pele dos ratos, que foram desde ampla extenséo de ruborizacéo até completa
necrose do membro. A hipdxia afetou a resposta da pele de rato irradiada quando
o animal estava respirando ar efou oxigénio em pressdo atmosférica normal. A
curva dose - resposta mostra que € possivel comparar a dose total necessaria
para produzir uma certa resposta biolégica em uma porgdo da escala que é dose -
dependente.

WILLIAMS et al®, em 1979, descreveram com sucessc a
modificacdo de um egquipamento fixo para tratamento, de corpo todo, com eiétrons
de baixa energia em pacientes com micose fungoide. Nesta técnica o paciente &
movimentado em relacdo ao feixe de elétrons de (3 MeV). A 0,9 cm da superficie
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tem-se 80% da dose maxima. A dose foi checada em fantons e em pacientes,
usando-se fluoreto de litio, e foi confimado que doses uniformes foram
encontradas sobre toda a superficie, exceto virilha e axila. A contaminac&o pelos
raios X foi medida em, no maximo, 2% da dose no centro do feixe de elétrons.
Doses de 1600 a 3000 rads foram distribuidas para cada paciente em quatro
fracbes, divididas em campos, completando o tratamentoc de corpo todo em uma
semana, repetindo-se o procedimento por trés semanas consecutivas; a maioria
dos pacientes receberam 2400 rads em 12 fracbes em 18 dias. Observou-se, em
um paciente, reacdo eritematosa na superficie medial das coxas com melhora
expontanea. Nenhuma descamag@o seca ou Umida foi vista e a longo prazo néo
se detectou estigma da pele e nem fibrose subcutanea. As areas ndo envolvidas
foram protegidas com 2 mm. de chumbo; os olhos foram protegidos e em alguns
pacientes toda a cabecga pbde ser protegida com chumbo. A fungio das glandulas
sudoriparas continuou durante e ap6s o tratamento. Nenhum paciente teve
alteracdo significativa no indice hematolégico durante o fratamento, tendo a
medula o0ssea apresentado excelente tolerancia, o que € um ftributo & baixa
contaminagéo por raios X do feixe de elétrons.

Em 1993, CROMACK ef al.’ analisaram ratos adultos machos,
divididos em 3 grupos: Irradiades Corpo Todo (ICT), Irradiados Superficial (IS) e
Controles ndo lrradiados (CNI). O grupo ICT recebeu 800 rads e o grupo IS 2500
rads de radiac&o, dois dias antes de todos animais sofrerem pares de incistes
lineares de 6 cm na pele dorsal. As feridas foram coaptadas com trés clipes
cirtrgicos € limpas com recombinante humano TGF - B1 para os grupos irradiados
e veiculo para o grupo CNI. Apds 7 e 12 dias, os animais foram sacrificados e
colhide material das feridas observando-se déficit de cicatrizardo acentuado nas
feridas iradiadas. Os ratos ICT apresentaram uma marcada depressdo dos
mondcitos circulantes e efeitos minimos nos fibroblastos da derme; enquanto os IS
tiveram marcadamente prejudicada a cicatrizacdo superficial, pela inibicdo da
sintese de colageno da reparacdo, poupando os mondcitos e medula 6ssea. Nos
ratos ICT, o tratamento com TGF-B1 acelerou a reparagéo do tecido mole e
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resisténcia & ruptura, pela indugdo da sintese de colageno. Nos animais IS
observou-se deé&ficit de cicatrizacao por prejudicar a fung¢do dos fibroblastos da
derme.

WANG et a/.® em 1994, investigaram a resposta morfolégica da
cicatrizacgdo de feridas em pele de ratos irradiados com elétrons, com
profundidade controlada. Para tanto, foram utilizados 24 ratos machos divididos
em 2 grupos: — 12 controles e 12 experimental irradiados, sendo os irradiados
posicionados emm grupos de 3 animais de forma que a posigdo ventral fosse
iradiada com wam feixe de elétrons de 4MeV que distribuiu uma dose de corpo
parcial simples de no maximo 9,6 Gy e a uma profundidade de 3mm. sobre toda a
regido, 5 cm. ao longo do dorso do animal. Sete dias apos a irradiagdo, todos os
ratos sofreram feridas incisionais, pradronizadas, de 20 mm. de comprimento, na
face médio dorsal da regido depilada; o procedimento cirdrgico também foi
efetuado no grupo controle. Trés ratos de cada grupo experimental foram
sacrificados com 1, 3, 7, e 14 dias de intervalos apds o ferimento. O efeito
morfoldgico da radiagdo de elétrons na reparacdo de cada ferida foi pesquisado
pela microscopia de luz e eletrdnica de varredura. Observagdes indicaram que a
iradiacéo de elétrons retardou tanto o espessamento epitelial quanto a unido
epitelial até o 7° dia. A formacé&o de tecido de granulacZo foi restaurada em torno
de valores controles perto dos 14 dias - pds incisdo, ocasidoc em que os epitélios
em ambos os grupos estavam aproximadamente similares em aparéncia. Na
terapia por radiacgdo, em patologias superficiais elétrons-sensitivas, os autores
apoiam a pré-irradiacdo e posterior pratica cirdrgica uma vez gue a cicatrizagéo
normal do tecido néo foi impedida.

ALMEIDA?, em 1997, na mesma linha de pesquisa, estudou o
efeito de baixas doses de radiac@o por elétrons no processo de cicatrizagdo
tecidual em ratos. Feridas retangulares foram feitas na por¢ac dorsal dos animais,
os quais foram divididos em 2 grupos controles e 2 irradiados, sendo um destes
irradiado imediatamente apds abertura da ferida. O processo de cicatrizagdo foi
observado nos tempos: 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias. O outro grupo foi irradiado 3
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dias apbds o procedimento de abertura das feridas;, nesse caso, os tempos de
observacgo e sacrificio dos animais foram: 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. O
processo de reparacdo tecidual foi observado por 3 métodos de coloracdo:
hematoxilina - eosina, azul de foluidina e impregnacédo argéntica. Os resultados
mostraram que com 1,0 Gy de radiagdo de elétrons houve retardo, mas nao
impediu o processo de reparacao tecidual em ambos os grupos irradiados.
Comparados com os controles, todos os grupos irradiados sofreram prejuizo na
reparacac tecidual em todos os tempos estudados. Para os irradiados
imediatamente apds, destaca-se o retardo para os 7° e 14° dias e para o grupo
irradiado 3 dias apés, o retardo na cicatrizagdo € evidente estatisticamente em
todos os tempos. Quando comparados os grupos irradiades, 0s danos mais
evidentes ficarm por conta dos irradiados 3 dias apds a abertura da ferida, com
destaque para os tempos 7, 14 e 17 dias. Na impregnacg&o argéntica, quando
analisadas sob luz comum, as laminas mostram uma coloragéo mais escura; para
os irradiados imediatamente apds, o tecido apresenta fibras colagenas mais
densas, caracteristica de tecido mais evoluido, engquanto que o irradiado 3 dias
ap6s nao é tao denso, mostrando atraso na génese e evolugdo do tecido de
granulacao.
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3. PROPOSICAO

Sendo a radiagdo de eléfrons, um tipo de energia com
propriedades suficientes para criar alteracfes fisico-guimicas nos organismos
vivos, nos propusemos a estudar o efeito dessa energia sobre a atividade das
enzimas adenosina irifosfatase (ATPase), fosfatase alcalina e 5'nucleotideo
fosfodiesterase em tecido de granulacao.
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MATERIAL

Selegado dos animais
Neste estudo, foram utilizados 84 exemplares Ratfus norvergicus,
Albinus, Wistar machos, pesando entre 180 e 300 gramas, com idades
compreendidas entre 60 e 90 dias {adulios jovens), sendo alimentados durante
todo o periodo do experimento com ragéo balanceada padréo e dgua “ad libitum”.
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Procedimentos experimentais
Os procedimentos experimentais para a obtencdo do tecido de
granulacdo consistiram do processo de pesagem, identificagdo, anestesia,
tricotomia, incis&o e implantacgo da esponja, irradiacdo, obtengdo do tecido de
granulagéo com posterior sacrificio dos animais e remocao e processamento do

tecido para extragdo das enzimas. Na execugdo dessas etapas foram utilizados os
seguintes materiais:

Pesagem e identificagdo
- balanga, tipo digital, modeio: TEB 1000 {Tecnal)
- recipiente em aluminio com tampa, para pesagem dos animais
- pingas: reta, angulada e porta agutha
- algedac hidréfilo
- azul de metileno

Anestesia e tricotomia
- solucéo antisséptica incolor Merthiolate
- seringa para insulina com agulha intradérmica 12,7mm.x 0,33mm

- anestésico Hypnol (Pentabarbital Sdédico), Laboratdrio (Fontoveter
Diviséao Cristalia)

Incisdo e implantagdo da esponja
- gaze estéril
- gabarito plastico e caneta hidrogréafica para demarcagéo
- tesouras: ponta fina e romba, reta e curva
- bisturi com lamina n® 11, estéril
- pinc¢a especial para insercéo subcutanea da esponja
- disco de esponja de palivinil (PVC) estéril, na forma de pastilha com
8mm. de diametro por 4mm. de espessura

- fio de seda espessura 4.0 com agulha (Ethichon da Johnson & Johnson;)
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Irradiacao
- acelerador linear, modeloc Mevatron 74, da Siemens
- protetor de chumbo com 4mm. de espessura

Remocao do tecido de granulagao
- soro fisiolégico, solugdo de Na Cl a 0,9%
-  bomba d'agua manual
. frascos de Becker
- placade Petri
- papel de filtro
- recipiente com gelo

Materiais e drogas utilizadas na extrac&o enzimética
- tris (hidroximetil) aminometano p.a.(Merck)
- phosphatase substrate (Sigma 104)
- adenosine 5T P dissodium (Sigma)
- P. nitrophenyl phenylphosphonate (Sigma)
- hidréxido de sodio p.a.(Merck)
- 1-amino 2-naphthol 4-sulfonico acid (Sigma)
- acido sulfurico (Merck)
- carbonato de sodium (Ecibra)
- reativo de Folim ciocalteau (Sigma)
- &cido tricloroacético (Riedel de Haén)
- tubos de centrifuga para aita rotagdo
- homogeneizador de tecido marconi modelo TE 099
- centrifuga Incibras modelo SPIN |
- DU - 65 spectrophotometer BECKMAN
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METODOS

Distribuicdo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos de forma aleatéria em dois grupos
experimentais, sendo um irradiado e o outro controle, contendo cada grupo 42
animais. Por sua vez, cada grupo teve seus animais distribuidos segundo 7 (sete)
tempos de evolucdo do tecido de granulacdo; tempos estes em que foram
sacrificados os animais e assim definidos: 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 21 dias, sendo
cada tempo composto de 6 animais, divididos em 2 (duas) gaiolas:
gaiola A - animais 1, 2 e 3, gaiola - B animais 4, 5 e 6. Todos os animais sofreram
incisdo e implantagéo de esponja e a partir dai foram diferenciados da seguinte
forma: um grupe foi irradiado e o outro serviu como controle. O grupo irradiado
sofreu iradiacdo 3 dias apds implantagido da esponja. Sendo assim, os grupos
foram nomeados, utilizando-se os tempos de evolugdo do tecido de granulagdo
(tempos de sacrificios), da seguinte forma:

Grupo irradiado
Grupo Irradiado — 05 dias
Grupo Irradiado — 07 dias
Grupo Irradiado — 10 dias
Grupo Irradiado — 14 dias
Grupo Irradiado — 17 dias
Grupo Irradiado — 20 dias
Grupo Irradiado — 24 dias
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Grupo controle
Grupo Controle — 05 dias
Grupo Controle — 07 dias
Grupo Controle — 10 dias
Grupo Controle — 14 dias
Grupo Controle — 17 dias
Grupo Controle — 20 dias
Grupo Controle — 24 dias

Pesagem e identificacao
Todos os animais sofreram o processo de pesagem em balanga
digital para determinagéo do peso corpéreo para estabelecer a dosagem do
anestésico. Em seguida os animais foram separados em n° de 3 por gaiola, sendo
identificados no dorso, porgéo caudal, por uma marca feita com azul de metileno.

Anestesia e tricotomia

De posse do anestésico Hypnol (Pentabarbital Sodico) solucdo
injetédvel a 3% do Laboratdrio Fontoveter Divisdo Cristalia, devidamente dosado
com auxilio de uma tabela previamente elaborada para conversdo peso x
dosagem do anestésico, promoveu-se a anestesia do animal, via intraperitonial
numa concentracdo de 40 mg. por kg. de peso corpdreo do animal, sendo feita
anti-sepsia prévia do local . A seguir realizou-se a tricotomia do lado direito do
dorso de cada animal, da porcdo mediana para encefalica, manualmente e com
auxilio de pin¢a e tesoura, a fim de evitar-se irritagcdo quimica na pele do animal
(FIG. 1).
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incis@o e implantacao da esponja

Com auxilio de um gabarito plastico e caneta tipo hidrogréfica |
foram delimitadas as areas a serem incisadas e implantada a esponja,
conservando-se a uniformidade da amostra. Utilizando uma pinga porta agulha,
gaze estéril @ solugo anti-séptica incolor foi executada assepsia do local a ser
incisado. Logo apds efetuou-se uma incisdo de 15 mm. na pele,
perpendicularmente ao longo eixc da coluna vertebral, com uma tesoura reta de
ponta romba foi efetuada a divuls&o do tecido para facilitar a implantagéo do disco
de esponja.

Com auxilio de uma pinca especial para inser¢io, o disco de
esponja devidamente esterilizado foi inserido, de forma subcutanea, através da
incisdo até o local pré demarcado e ja divulcionado, a uma distancia de 3 cm. da
incis8o, a fim de evitar que o processo de cicatrizacdo da inciséo interferisse no
tecido de granulacdo em desenvolvimento na esponja (FIG. 1).

Uma vez implantada a esponja, a incisdo foi suturada com um
ponto simples usando uma pinga porta agulha com fio de sutura de seda preta
trancada multifilamentar 4-0 de 45 cm. acoplada & agulha tipo atraloc de 1,7 cm.
marca Ethichon da (Johnson & Johnson). Decorridos 3 dias, os animais do grupo
irradiado foram levados até o aparelho para sofrerem irradiagéo.

58



B0 T ULAS LM AW ILAMEID LAAS FUDFUES T ERAMDTS EM TEUL DE GRANULALAU SO EFENQ LDE BAIXAS DOSES
DE RADIACAQ DE ELETRONS.
4. MATERIAL E METODOS

FIGURA 1 - Dorso do animal com a tricotomia efetuada e a demarcacio onde se
encontra posicionada, sob a pele, a esponja de PVC; observa-se, também,a
incis&o por onde foi divulcionado ¢ tecido até a demarcagio.

Irradiagao

Precedendo a irradiacdo, os animais desse grupo  foram
anestesiados conforme o processo de anestesia e tricotomia anteriormente citado.

Para a irradiagéo dos animais foi utilizado um acelerador linear,
modelo Mevatron 74, da Siemens com um feixe de elétrons com energia de 6
MeV, a uma distancia de 100 cm. (fonte até a esponja), a dose simples aplicada
foi de 1,0 Gy, que permaneceu por igual a 1 cm. de profundidade. Para a
realizacdo desse procedimento, apenas a area demarcada correspondente ao
diametro da esponja e mais 0,5 cm. além desta demarcacdo foi irradiada. Todo
restante do corpo do animal foi protegido por um avental de chumbo com 4,0 mm.
de espessura especialmente confeccionado para esse fim (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Animal posicionado no momento da iradiacgo.

Remocdo do tecido de granulagao

No prazo estabelecido para o sacrificio, os tecidos de granulacéo
foram retirados (FIG. 3). Com os ratos mantidos sob anestesia, as pegas foram
removidas e rapidamente lavadas com soro fisiologico, com auxilio de uma bomba
manual d'agua provocando jatos em forma de spray. Em seguida, as pecas
sofreram nova lavagem, passando por dois frascos de Becker contendo também
soro fisiologico, a baixa temperatura.

Na sequéncia, as pecas foram colocadas sobre papel de filtro
embebido em NaCl a 0,2% em uma placa de Petri e também mantidas a baixa
temperatura até o seu processamento (FIG. 4).
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Extracdo enzimatica

A seguir os tecidos foram pesados, com prévia secagem. Na
extracéo das enzimas desse tecido foi utilizada uma solugdo tampao constituida
de Tris-HCI 0,1 M, Mercaptoetano!l 1 mM, EDTA 1 mM de pH 7,4 (SASSAKI &
NICOLAU?% , 1982).

Para cada 100 mg. de peso do tecido, foi acrescentado 1,0 ml de
tampao e feita a homogeneizagdo utilizando-se homogeneizador de tecido, tipo
Potter- Elvehgen.

Apds a homogeneizacéo, o extrato foi centrifugado a 11000 x g
por 2 minutos.

Determinagao enzimatica
O sobrenadante dos extratos foi utilizado para determinagéo de
atividades das enzimas adenosina ftrifosfatase (ATPase), fosfatase alcalina e
5nucleotideo fosfodiesterase.

Fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi determinada
utilizando-se solugdo contendo p-nitrofenilfosfato 1mM como substrato e tampéo
Tris-HC! 0,1 M e pH 9,0 (KELLY & BUTLER'"™, 1975 ). Para cada 0,10 ml de
extrato, foi acrescentado 2,80 m! de solugcdo de substrato e incubado a 30 °C.
Apds 30 minutos, foi acrescentado 0,10 mi de NaOH 1M e feita a leitura no
espectrofotdmetro, medindo-se as absorbancias a 400 nm.

Foi estipulado, para a fosfatase alcalina, que uma unidade de
atividade enzimatica é a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol! de produto
por minuto, a uma temperatura de 30 °C.

A atividade especifica da fosfatase alcalina foi expressa em
unidade de enzima por mg de proteina. A medicao da quantidade de proteina dos
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extratos foi feita contra padréo de proteina de 100 pg/mi, através do método de
(LOWRY et a/."® 1951).

5’ nucleotideo fosfodiesterase

Para a determinagcdo da atividade da 5'nuclectideo
fosfodiesterase, utilizamos uma solug&o contendo p-nitrofenilfosfonato 1 mM como
substrato em tampao Tris-HC! 0,1 M, pH 8,0. (KELLY et a/.™®, 1975)

Para cada 0,10 ml de extrato foi acrescentado 2,80 mi de solucéo
de substrato e incubado a 30 °C. Apés 30 minutos, foi acrescentado 0,10 mi de
NaOH 2N e feita a leitura no espectrofotdmetro, medindo as absorbancias a
400 nm.

Foi estipulado, para a 5nuclectideo fosfodiesterase, que uma
unidade de atividade enzimatica é a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol
de produto por minuto, a uma temperatura de 30 °C.

A atividade especifica também foi expressa em unidade de enzima
por mg de proteina, como ja citado no item anterior.

Adenosina trifosfatase (ATPase)

Foi determinada a atividade da enzima ATPase na solugdo: ATP
(trifosfato de adenosina) 2,0 mM como substrato, tampéo Tris-HCi 0,0063 M, MgCl
2,5 mM e pH 7.4 (SEIDEL & GERGELYZ, 1963).

Para cada 0,10 ml de extrato, foi acrescentado 1,90 mi de solugéo
de substrato e incubado a 30 °C, por 15 minutos. Depois acrescentou-se 2,0 mi de
acido tricloroacético (TCA) 15% e centrifugou-se a 2000 x g por 5 minutos. Do
sobrenadante foi feita a dosagem de fosforo liberado de acordo com o método de
(FISKE & SUBBAROW'®, 1925).

Para a ATPase foi estipulado que a unidade de atividade
enzimatica é a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ug de fésforo por minuto,
a uma temperatura de 30 °C.
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A atividade especifica também foi expressa em unidade de
enzima por mg de proteina da mesma forma como ja citado.
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5. RESULTADOS

As atividades especificas encontradas em cada uma das 3 enzimas foram
consideradas isoladamente e submetidas a andlise de variancia (VIEIRA®, 1981)
e estdo expressas em unidade de enzima por mg de proteinas.
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A - ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENZIMA ADENOSINA TRIFOSFATASE

Os dados sobre a atividade especifica da enzima ATPase em 84
ratos no momento do sacrificio, segundo ¢ grupo € o nimero de dias decorridos
apbs a implantacao da esponja, estdo apresentados na (TAB. 1).

TABELA 1
Atividade especifica da enzima ATPase, segundo ¢ grupo e o nimerc de dias

decorridos apds a implantacdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Contrcle irradiado
5 3,220 2,220 3,730 4,370 4,700 5,020
3,490 2,840 3,090 4,050 4,970 4,930
7 6,410 7,080 6,020 6,670 5,830 5,160
6,860 7,030 8,990 5,570 4,740 7,950
10 3,810 4,200 5,030 4,100 5,270 3,810
4,700 5,330 4,220 4,730 4,230 4,740
14 <,.450 4,590 5,650 3,880 4130 3,560
<,950 3,670 4,080 4,590 3,560 3,850
17 5,050 4,400 3,910 5,500 4180 5140
5,070 6,390 5,150 4470 3,690 3,860
20 12,010 3,650 5,310 0,030 5,720 5,150
5,000 5,500 5,600 4810 5,520 5,980
24 5,330 6,190 4,510 5,060 6,150 5,340
5,000 5170 4,620 4 380 5,660 4 010

Os dados apresentados na {TAB. 1) foram submetidos a analise
de variancia para verificar se a irradiac¢ao e o tempo decorrido apos a implantacio
da esponja tém efeito sobre a atividade especifica da ATPase. Essa analise esta

apresentada na (TAB. 2)
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TABELA 2
Analise de variancia para os dados apresentados na (TAB. 1).
Causas da variacdo G.L Q.M F P
Tempos ] 90793 8,36 0,0000
5 1 7,4419 5,22 0,0239
7 1 3,3814 2,37 0,1243
10 1 0,0080 0,01 0,9386
14 1 1,1532 0,81 0,6249
17 1 0,8164 0,57 0,5416
20 1 8,1016 5,68 0,0188
24 1 0,0040 0,00 0,9566
Residuo 70 1,4266

Os valores F apresentados na (TAB. 2) mostram que existe
diferenca entre as médias de tempos. Entdo, as médias de tempos, apresentadas
na (TAB. 3), foram comparadas pelo teste de Tukey. Com base nos resultados
desse teste, pode-se afirmar que, decorridos 7 dias apds a implantacdo da
esponja, a atividade da ATPase €, em média, maior do que decorridos 5, 10, 14 ou
17 dias apos a implantagdo da esponja. Isso significa que a atividade da ATPase

tem um pico aos 7 dias e depois diminui significantemente, nos dois grupos.
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TABELA 3
Médias da atividade especifica da enzima ATPase,
segundo o ndmero de dias decorridos apos a

implantagdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Média de tempos

5 3,8858 B
14 6,5342 A
10 4,5225 B
14 4,2550 B
17 47342 B
20 5,3567 AB
24 51183 AB

NOTA: Letras diferentes indicam que as médias
sao significantemente diferentes.

As médias de cada grupo, em cada tempo, estdo na (TAB. 1), e no
(GRAF. 1). Os valores F apresentados na (TAB. 2) mostram que existe diferenca
entre as médias de grupos decorridos 5 e 20 dias apds a implantagdo da esponja.
E interessante notar que, decorridos 5 dias ap6s a implantagdo da esponja, a
atividade da A TPase era maior no grupo irradiade, mas depois a situacdo mudou
(TAB 4) . Embora nédo existam diferencas estatisticamente significantes, é facil ver,
observando o ( GRAF. 1), que a atividade especifica da ATPase é, em geral, maior

no grupo contrale do que no grupo iradiado.
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TABELA 4
Médias da atividade especifica da enzima ATPase,
segundo o grupo e o numero de dias decorridos apos a
implantagéo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Controle Irradiado
5 3,0983 A 46733 B
7 7,0850 A 6,0033 A
10 4,5483 A 44967 A
14 45650 A 3,9450 A
17 49950 A 44333 A
20 6,1783 A 45350 B
24 51367 A 51000 A

NOTA: Letras diferentes indicam que as médias
sio significantemente diferentes.

—s— Comdrole
~#- lrradiado

ATPase
F-S

5 7 10 14 17 20 24

Tempo

GRAFICO 1 - Médias da atividade especifica da
enzima ATPase, segundo ¢ grupo € o numero de dias
decorridos apds a implantagdo da esponja, no

momento do sacrificio.
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B - ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA

Os dados scbre a atividade especifica da enzima fosfatase
aicalina dos 84 ratos no momento do sacrificio, segundo ¢ grupo e o numero de
dias decorridos apos a implantacio da esponja, estdo apresentados na (TAB. 5).

TABELA S
Atividade especifica da fosfatase alcalina, segundo o grupo e o numero de dias

decorridos apds a implantacdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Controle Irradiado
5 1,556 1,036 1,390 1,720 1,292 2,125
1,406 1,294 1,575 1,728 1,301 1,017
7 0,634 0,999 1,382 1,746 0,917 0,277
0,845 0,685 0,801 0,775 0,468 1,914
10 1,745 1,663 2,330 2,238 1,735 1,831
2,007 1,939 1,779 2,857 1,568 1,674
14 1,518 1,643 1,658 1,536 1,915 1,740
1,352 1,107 1,631 2,152 1,715 1,755
17 2,435 1,714 1,884 1,724 1,347 1,576
1,937 2,115 1,529 1,523 1,575 3,137
20 1,744 1,851 2,200 1,387 1,632 2,084
1,420 1,820 1,176 1,129 1,278 1,611
24 1,935 1,698 1,311 1,176 2,432 1,803
1,764 2,895 2,132 1,446 1,526 1,579

Para verficar se a uradiacdo e o tempo decorridc apds a
implantagdo da esponja tém efeitc sobre a atividade especifica da fosfatase
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alcalina, subrneteram-se 0s dados apresentados na (TAB. 5) a analise de

variancia. Essa analise esta apresentada na (TAB. 8).

TABELA 6
Ana lise de variancia para 0s dados apresentados na (TAB. 5).
Causas da variacéo G.L Q.M F P
Tempos 6 1,3655 8,08 0,0000
5 1 0,0715 0,42 0,5247
7 1 0,0470 0,28 0,6060
10 1 0,0161 0,10 0,7563
14 1 C,3021 1,79 0,1823
17 1 0,0448 0,26 0,6150
20 1 0,0990 0,59 0,5471
24 1 0,2332 1,38 0,2424
Residuo 70 0,1690

Existe diferenca estatistica entre as médias de tempos. Para
comparar essas medias, duas a duas, optou-se pelo teste de Tukey ac nivel de
5% de signific&ncia. Com base nesse teste, pode-se afirmar que, decorridos 7
dias da implantacdo da esponja, a fosfatase alcalina apresenta, em média, menor
atividade que &0s 10, 14, 17, 20 e 24 dias. Entao, a atividade da fosfatase alcalina

aumenta signifi cantemente apés os 7 dias, nos dois grupos.
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TABELAY
Medias da atividade especifica da enzima fosfatase alcaling,
segundo o numero de dias decorridos apos a

implantacdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Media de tempos

5 1,4533 AB
7 0,9536 B
10 19472 A
14 1,6435 A
17 1,8747 A
20 16110 A
24 18164 A

NOTA: Letras diferentes indicam que as médias
so significantemente diferentes.

Nao existe diferenga estatistica entre as médias de grupos em
cada tempo, conforme mostram os valores F da (TAB. 6) Essas médias esto
apresentadas na (TAB. 7) e no (GRAF. 2). E facil ver, observando esse grafico,
gue embora néo existam diferengas significantes entre grupos, a atividade da
enzima € maior no grupo iradiado até os 14 dias e, dos 17 dias em diante, no

grupo controle.
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TABELA 8
Méedias da atividade especifica da enzima fosfatase alcalina,
segundo 0 grupo e © numero de dias decorridos apos a

implantacdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Controle Irradiado
5 1,3762 1,5305
7 0,8910 1,0162
10 1,9105 1,8838
14 1,4848 1,8022
17 1,9357 1,8137
20 1,7018 1,5202
24 1,9558 16770

2.5
////
T s
g% 15 - & T S T ]
= # 0, i _ : —— Controie
B : :
= - |rradiado
o 1 -
[
0.5
0

5 7 10 14 17 20 24
Tempo

GRAFICO 2 - Médias da atividade especifica da
enzima fosfatase alcalina, segundo o grupo e o
numero de dias decorridos ap6s a implantacéo

da esponja, no momento do sacrificio.
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C - ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENZIMA 5" NUCL.EOTIDEO FOSFODIESTERASE

A (TAB. 9) apresenta os dados sobre a atividade especifica da
enzima fosfodieasterase nos 84 ratos estudados, segundo o grupo € o ndmero de
dias decorridoss apds a implantagdo da esponja, no momento do sacrificio.

TABELAS
Atividade especifica da enzima fosfodiesterase, segundo o grupo e o ndmero de

dias decorgidos apés a implantacdo da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Controle Irradiado

5 1,011 0,911 1,034 1,813 0,992 1,695
1,080 0,858 1,320 1,277 1,599 1,921

7 1,500 1,398 1,382 1,898 2,285 1,192
1,237 1,977 1,639 1,431 1,682 2,388

10 11,089 1,124 1,492 0,965 1,940 1,596
0,751 1,603 1,924 1,694 1,714 1,405

14 -1,155 1,073 1,025 1,013 1,180 0,994
-1,006 0,752 0,615 1,537 0,942 1,556

17 1,371 1,207 1,270 0,809 0,743 1,103
€,951 1,994 0,968 0,720 0,988 1,118

20 €,064 0,710 0,938 1,128 1,118 1,013
-1,030 1,630 1,351 1,261 1,360 1,237

24 -1,099 1,623 1,140 1,373 2,690 1,405
-1,363 1,514 0,271 1,299 2,089 1,174

A andlise de variancia para os dados apresentados na (TAB. 9)
esta na (TAB. 10). Os valores F, nesta tabela, mosiram que existe diferenca
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estatistica entze as medias de tempos. Essas medias estdo apresentadas na
(TAB. 11).

TABELA 10
Analise de varidncia para os dados apresentados na (TAB. 9).
Causas da variacao GL QM F P
Tempos 6 0,5689 4,58 0,0006
5 1 0,7921 6,38 0,01323
7 1 0,2532 2,03 0,15415
10 1 0,1476 1,18 0,27891
14 1 0,2123 1,71 0,19239
17 1 0,4332 349  0,06264
20 1 0,0203 0,16  0,68967
24 1 0,7600 6,12 0,01503
Residuo 70 0,1242

TABELA 11
Mée&dias da atividade especifica da enzima fosfodiesterase,
sexgundo o grupo e o numero de dias decorridos apoés a
implantacao da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Meédia de tempos

5 1,2926 AB
7 1,6674 A
10 1,4414 AB
14 1,0707 B
17 1,1035 B
20 1,1450 B
24 1,4200 AB
Media 1,3058

NOTA: Letras diferentes indicam que as medias
sdo significantemente diferentes.
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Com base no resultado do teste F e nos resultados do teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia apresentados na (TAB. 11), pode-se afirmar
gue, decorridos 7 dias apds a implantacdoc da esponja, a atividade da
fosfodiesterase €, em média, maior do que decorridos 14, 17 e 20 dias apds a
implantacao da esponja. Entdo, a atividade da fosfodiesterase atinge um pico aos
7 dias e depois decresce.

As médias de fosfodiesterase em cada grupo e em cada tempo
estdo apresentadas na (TAB. 12) e no (GRAF. 3). Existe diferenca estatistica entre
as meédias de grupos nos tempos 5, 17 e 24 dias. Os valores de fosfodiesterase
sdo, em média, maiores no grupo irradiado do que no grupo controle; mas, aos 17
dias, a média do grupo controle foi significantemente maior do que no grupo
irradiado.

TABELA 12
Médias da atividade especifica da enzima fosfodiesterase,
segundo o grupo e o nimero de dias decorridos apds a

implantacao da esponja, no momento do sacrificio.

Tempo Controle Irradiado
5 1,0357 A 1,5495 B
7 1,5222 A 1,8127 A
10 1,3305 A 1,5523 A
14 0,9377 A 1,2037 A
17 1,2935A 0,9135B
20 1,1038 A 1,1862 A
24 1,1683 A 16717 B

NOTA: Letras diferentes indicam que as médias

sdo significantemente diferentes.
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GRAFICO 3 - Médias da atividade especifica da enzima
fosfodiesterase, segundo o grupo e o numero de dias

decorridos apods a implantacdo da esponja, no momento
do sacrificio.
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6. DISCUSSAO

Procurando estudar o comportamento do processo de cicatrizacdo
em feridas que receberam baixas doses de radiacdo, pudemos observar, na
literatura, que os efeitos da radiacdo X na terapia de cancer, como citam MILLER
& RUDOLPH?Z, 1990, t&ém os sintomas agudos e as alteragdes dérmicas cronicas
resolvidas dentro de um prazo de seis meses, sendo que a hipéxia que ocofre no
tecido subcutaneo, na fase aguda da injuria, torna-se menos evidente onze
semanas ap0s a irradiagdo, estando com valores acima de 20mmHg, nivel
necessario para sintese e acumulo de colageno. Os autores citam, ainda, que
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alguns experimentos sugerem que a radiagdo ionizante tem efeito direto na
proliferacao de fibroblastos, que s&@o responsaveis pela reposicdo do colageno,
fato que tambem foi observado por EHRLICHMAN et al® 1991, ao estudarem
varios mediadores celulares e bioguimicos requeridos na cicatrizacdo de feridas,
em que a cicatrizacio por segunda intengéo depende da formagio do tecido de
granulacdo, e feridas irradiadas apresentam tecidos danificados tais como
isquemia tecidual secundaria, endoartrite obliterativa progressiva com fluxo
sanguineo diminuido e efeito direto nos fibroblastos e sua proliferacéo, efeito este
também citado por BERNSTEIN et al® 1993, gue mencionam a diminuicdo e a
habitidade de deposi¢do e remodelamento do colageno e conseqlente déficit na
cicatrizacgo.

Utilizando baixas doses, porém, de radiagdo X, ABDALLA et al.',
1991 e WATANABE et a/.®, 1994, enconfram resultados que mostraram uma
inibicgo parcial na evolucéo do tecido de granulagdo sendo mais intensa nas fases
iniciais da evolucéo do tecido. Resultados estes que coincidem com as alteragdes
nas atividades das enzimas por noés estudadas, embora, no nosso caso, a
radiag3o utiizada tenha sido de elétrons e 1,0 Gy, portanto maior. LOURENCO",
1998, também encontrou um atraso na cicatrizacdo de feridas irradiadas, com e
sem suturas, porém como nos dois autores acima citados, ao final de vinte e oito
dias a reparacaoc tecidual se apresentava normal .

Utilizando doses duas e quatro vezes maiores do que as por nés
utilizadas, e de radiacdo X, portanto mais penetrante, YUKAWA & NAKAZAWA?!
1973, enconiraram um aumento nas atividades da adenosina trifosfatase e da
iosina difosfatase, enquanto que a atividade da glucose-8-fosfatase foi menor do
gue no grupo controle, para © mesmo tempo. Do mesmo modo,
BHATAVDEKAR et al.®, 1973, estudaram bioquimicamente o efeito de uma dose
de 120 R de radiagdo X, na atividade de enzimas e entre elas a fosfatase alcalina
e acida, e encontraram uma diminuicdo significante na atividade dessas enzimas,

mesmo depois de setenta e duas horas de recuperacao, resultado este que difere
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dos nossos, j& que nos encontramos um aumento de atividade na fosfatase
alcalina.

Contudo devemos salientar que, em nosso estudo, embora a dose
seja muito proxima, utilizamos radiacdo de elétrons com profundidade de apenas
1cm e somente no local da injaria, enquanto que os autores citados utilizaram
dose de corpo todo e radiacao X, muito mais penetrante.

No nosso caso, os demais tecidos e o conjunto sistémico estavam
preservados. FPorém, os nossos resultados foram préximos dos encontrados por
KAUR ef al."®, 1975, quando estudaram as atividades de enzimas, € entre elas a
fosfatase alcalina, em que utilizaram 400 R de radia¢@o gama no corpo todo, um
resultado que também difere dos encontrados por BHATAVDEKAR et al.®, 1973,
embora essa se€ja uma dose quatro vezes maior € mais penetrante do que a que
nés utilizamos, e o autor relata um aumento de atividade dessa enzima até o
terceiro dia. NOs também encontramos um ligeiro aumento, em relagdo ao grupo
controle, permanecendo até o décimo primeiro dia, e depois essa atividade
decresce até o vigésimo primeiro dia, tempo em que a reparacdo foi considerada
completada.

E oportuno lembrar os estudos de VIZIOLI® 1975, sobre o
possivel papel do grupo enzimatico das fosfomonoesterases no tecido de
granulagéo induzido, cujos resultados mostraram que a sintese de coldgeno e de
mucopolissacarideos acidos se inicia logo nos primeiros dias de desenvolvimento
do tecido de granulacdo e atinge © ponto maximo entre quinze e vinte dias,
decaindo visivelmente apds esse tempo. A fosfatase alcalina tem atividade
progressivamente crescente a partir do décimo dia de evolugdo do tecido,
atingindo o maxime no décimo quinto dia. Essa atividade coincide com o periodo
maximo de sintese de colageno e de mucopolissacarideos acidos e demonstra
gue a fosfatase alcalina tem um papel importante na agregacdo do complexo
colageno-mucopolissacarideos &cidos. Assim também, a ATPase e a 5-
nucleotidase tém a sua atividade maxima entre o décimo dia e o vigésimo dia,
sendo portanto relacionadas com 0Os processos energéticos de alta intensidade,
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exigidos pelo tecido cujo metabolismo é muito alto. Baseados nesse estudo, e ao
iradiarmos o tecido de granuiagdo com 1,0 Gy de radiagio de eiétrons, pudemos
observar um aumento da atividade da fosfatase alcalina no tecido irradiado, ainda
gue né&o significante, quando comparado ao grupo controle, porém decrescendo
apbs o décimo quarto dia. Esse resultado mostra um efeito marcante da radiacéo
de elétrons sobre a atividade dessa enzima: primeiro um ligeiro aumento e depois
uma diminuicdo em relacdo ao controle.

Com relagéo a 5'-nucleotideo fosfodiesterase, os resultados foram
semelhantes a fosfatase aicalina, com um ligeiro aumento até o décimo primeiro
dia, um decréscimo significante no décimo quarto dia e um aumento no décimo
sétimo e no vigesimo primeiro dia, sendo neste ultimo significantemente maior.

Aqui também iremos notar uma influéncia marcante da ac&o da
radiacd@o de elétrons quando comparada com o grupo controle. Essa mesma acéo
marcante da radiacdo iremos observar com relacdo & atividade da enzima
ATPase na qual temos um aumento significante no segundo dia apos a irradiagao
e depois um decréscimo de atividade até o vigésimo primeiro dia, mostrando
resultados diferentes dos encontrados para o grupo controle.

O efeito das radiagdes ionizantes tem suscitado intumeras
pesquisas a respeito da acdo da radiagdo X sobre a atividade de enzimas, e
autores como PALVA?' 1978, MATSUDA et al."®, 1982, estudaram a atividade da
Na-K-ATPase em olho de ratos e cobaias. BOSCOLO ef a/> 1989, também
estudando a variagdo de enzimas em globo ocular, s6 que em cées, com emprego
de 7,34 R de exposi¢ac de radiagdo X, constataram também a predominancia da
reducdo da atividade das enzimas glutation redutase, glucose-6-fosfato
desidrogenase, B-n-acetil hexosaminidase e fosfatase acida.
Ja KRIZALA et al'®, 1980, estudaram a acdo da fosfatase alcalina e de suas
isoenzimas no soro sangiineo, em caes irradiados com 3Gy de radiagdo gama no
corpo todo, e também encontraram uma diminuigdo pronunciada principaimente
nessas Uitimas.
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CATRAVAS et al.®, 1988, estudaram os efeitos de 30 GY de
radiacdo X nas enzimas pulmonarias convertoras de angiotensina e 5'-
nuclectidase, e constataram também uma diminui¢do na agdo dessas enzimas.

Comparando os nossos resultados com os de TOSONI?? 1992,
iremos notar algumas diferengas, tais como: na ATPase, nds encontramos uma
atividade diminuida até o vigésimo primeiro dia, porém significante somente nos
segundo e décimo sétimo dias, e TOSONI®* 1992, ndo encontrou essa
singificancia, na fosfatase alcalina esse autor encontrou uma maior atividade no
décimo quarto dia, enquanto que nds enconframos uma ligeira diminuicdo na
atividade, porém néo significante. Nos demais tempos, os resultados coincidiram,
e na 5-nucleotideo fosfodiesterase os resuliados foram semelhantes até o décimo
quarto dia € depois nés obtivemos um aumento significante da atividade até o
vigésimo primeiro dia. Essa diferenga nos resultados possivelmente esteja
associada aos tipos e doses de radiagdes utilizadas, pois nds utilizamos 1,0 GY
(100 rads) de elétrons com 6 MeV de energia e TOSONI**, 1992, utilizou 5,7 rads
de radiacgo X, portanto quase vinte vezes menos energia.

Qutros autores que também estudaram os efeitos da radiacdo de
elétrons na cicatrizagdo foram CROMACK ef al.”, 1993, porém utilizando doses
gue variaram de 800 rads no corpo todo e 2500 rads na injuria € em ambos os
casos foi observado um déficit acentuado na cicatrizago das feridas.

O mesmo resultado também foi observado por WANG ef al.®,
1994, que concluiu gue houve retardo na cicatriza¢go até o décimo quarto diag, e a
partir deste momento houve uma similaridade entre o grupo controle e o irradiado.
Esse autor utilizou radiagdo de elétrons de 4 MeV de energia e nds utilizamos 6
MeV de energia, energias muito proximas e os resultados foram semelhantes.

Os nossos resultados também foram coincidentes com os
encontrados por ALMEIDA?, 1997, em estudo histoldgico e histoquimico do efeito
de 1,0Gy de radiagdo de elétrons no processo de reparo de feridas. O autor
estudou a reparagdo em feridas irradiadas imediatamente e trés dias apds o ato
cirdrgico e constatou que em ambos 0s casos houve prejuizo na cicatrizagao,
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Em nosso estudo, e também nos de outros autores, pudemos
constatar qgue por menor que seja a dose de radiacdo empregada, independente
do tipo, sempre havera um efeito, ainda que transitério, e que o organismo, ao
final pode repara-o.
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Os nossos resuitados nos permitem concluir que:

1 - Adenosina trifosfatase (ATPase)

» A atividade da ATPase, decorridos 5 dias apos a implantagio da esponja, foi
maior no grupo irradiado.

» Esse incremento de atividade enzimatica, no grupo irradiado, foi temporario;
a partir do 7° dia, o grupo controle manteve-se na dianteira.
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« Houve diferencas significantes entre os grupos nos tempos 5 e 20 dias,
sugerindo a principio uma maior geracdo de energia no sistema para os
animais irradiados gos 5 dias, podendo estar associada a um tecido que
esteja se multiplicando mais intensamente naquele exato momento.

+ Para a situacio do tempo de 20 dias, uma atividade enzimatica apresentou-
se mais acentuada no grupo controie em relacdo aos irradiados, sugerindo
gue a auséncia de radiagdo possa estar estimulando uma maior diviséo
celular.

2 - Fosfatase alcalina
« Com relacao a fosfatase alcalina, embora nao haja diferencgas entre grupos, a
atividade foi maior no grupo irradiado até os 14 dias e, dos 17 em diante, no
grupo coritrole.
« Poderiamos sugerir a partir do tempo 17 dias que a aiteragdo da atividade
enzimatica causada pela radiac&o de elétrons de alguma forma interferiu no
processo de agregacio de colageno e as glicosaminoglicanas.

3 - 5’nucleotideo fosfodiesterase

« A gtividade da enzima 5'nuclectideo fosfodiesterase mostrou que houve
diferencas significantes entre os grupos nos tempos 5, 17 e 20 dias.

+« Os valores das atividades foram, em média, maiores no grupo irradiado do
que no controle, mas aos 17 dias a média do grupo controle foi
significantemente maior do que no irradiado.

« Pudemos notar que houve um comportamento diferente das atividades dessa
enzima para 0s grupos; uma vez iniciado o declinio de atividade enzimética,
0 grupo irradiado demorou uma fragdo de tempo maior para reagr e
aumentar a atividade enzimatica e poderia induzir a uma formagao nao
satisfatéria de colageno e glicosaminoglicanas.
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