&

%o OF AW

%
N

g@
> 4
UERJ

%, M
@ tsmapo
Ll

AWNOISYy,

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Centro Biomédico
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

Cherley Borba Vieira de Andrade

Avaliacao de alteracdes morfoldgicas da pele apos
lesdo radioinduzida em ratos Wistar

Rio de Janeiro
2010



Cherley Borba Vieira de Andrade

Avaliacao de alteracGes morfoldgicas da pele apos

lesdo radioinduzida em ratos Wistar

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa
de Pos-Graduacdo em  Biociéncias, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Veloso de Almeida

Rio de Janeiro
2010



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA/CB-A

A553  Andrade, Cherley Borba Vieira de.
Avaliacdo de alteragcbes morfoldgicas da pele apds lesdo radioinduzida
em ratos Wistar / Cherley Borba Vieira de Andrade. — 2010.
88 f. il

Orientador: Carlos Eduardo Veloso de Almeida.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. Pés-graduagdo em
Biociéncias.

1. Pele — reparos e reconstrugdo — Teses. 2. Pele — Cancer — Imagens —
Teses. 3. Radioterapia — Teses. 4. Efeitos de radiacdo. 4. Radiagdo
ionizante - Dosimetria. 5. Fator transformador de crescimento beta. 6.
Colageno — Teses. |. Almeida, Carlos Eduardo Veloso de. 1. Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcantara. I11.
Titulo.

CDU 616-003.9

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta

dissertacéo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Cherley Borba Vieira de Andrade

Avaliacao de alteracGes morfoldgicas da pele apos

lesdo radioinduzida em ratos Wistar

Dissertacdo apresentada, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre,
ao Programa de Pds-Graduacdo em
Biociéncias, da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro.

Aprovada em 25 de fevereiro de 2010.

Orientador:

Prof. Dr. Carlos Eduardo Veloso de Almeida
Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Jorge Jose de Carvalho
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof. Dr. Alexandre Felip Silva Corréa
Universidade Veiga de Almeida - UVA

Prof.? Dra. Nadja Lima Pinheiro
Faculdade de Medicina - UGF

Rio de Janeiro
2010


User
Retângulo


DEDICATORIA

Dedico primeiramente a Deus, por ser o governante da minha vida.

Aos meus pais José Paulo (in memorian) e Aurelina por estarem sempre ao meu lado, me

dando apoio nos momentos em que mais precisei.

Ao meu irmdo Charles pelo companheirismo em todas as horas.

A minha filha Raphaelly razdo do meu viver e amor da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, meu irmdo e minha filha pela compreensdo nos momentos de
auséncia que ndo foram poucos, carinho e companheirismo constante em minha vida.

Ao meu orientador Carlos Eduardo pela confianga no meu trabalho e pela ajuda no
meu crescimento profissional.

Aos funcionarios do Centro Universitario de Controle de Cancer da UERJ, sem eles
boa parte desse trabalho ndo aconteceria.

Aos amigos do Laboratorio de Ultraestrutura e Biologia Tecidual. Laboratério o qual
passei boa parte da minha caminhada.

A professora Andrea Monte Alto pela disponibilidade constante em me ajudar na
analise do material do projeto.

Ao professor Jorge José de Carvalho por me acolher mais uma vez em seu
laboratério e pela orientacéo.

Aos técnicos do Laboratorio de Microscopia Eletronica, em especial ao amigo Alan
Cesar por sempre estar disponivel para me auxiliar, sem esquecer das varias risadas que me
proporcionou.

Aos amigos mais que amados do Laboratdrio de Ciéncias Radioldgicas: Claudia,
Shirlei, Rubens, Leonardo, Ronaldo, Luis, Marcio, Renato, Josmael, Marilene, Andréia,
Marcela, Sane, entre outros pelo incentivo constante, pela distracdo proporcionada, pelas
risadas, por tudo.

As minhas amigas Claudia Marcello, Camilla Sampaio, Camila Salata e Viviane
Fernandes por fazerem meus dias mais alegres e por todo carinho demonstrado.

As amigas Ana Heloisa Medeiros e Aluana Santana por tudo que me proporcionaram
e que ainda irdo proporcionar.

A amiga de todas as horas Marcia Gianfaldoni, obrigada por fazer parte da minha
vida pessoal e profissional.

Um agradecimento mais que especial a Bidloga Ana Lucia do Nascimento, que
sempre esteve presente na minha caminhada profissional, € mais do que uma amiga é uma
irma.

Ao professor Antonio Carlos de Freitas um amigo que encontrei.

Aos meus familiares por entenderem minha auséncia em varios momentos

A todos os meus amigos que fazem da minha vida uma constante alegria.

Ao CNEN pela bolsa concedida.



Ao meu pai José Paulo (in memorian), onde quer que o0 senhor esteja sei que torce
por mim. Mais uma vitoria conquistada.

A Deus por estar sempre ao meu lado.



RAIOS

Raios de sol que aquecem e iluminam...
Raios cdsmicos, grande exploséo...
Raios que matam e raios que curam...
Vida! ... Meia - vida! ... Radiacéo...

Radiacao apreendida e domada...
Colocada pelo homem a trabalhar...
Fazendo com que a vida, condenada...
Possa por mais tempo, continuar...

Ah! Feixes de elétrons comportados...
Para total beneficio dos pacientes...
Cumpram seu papel, acelerados...
Destruindo todas as células doentes...

No entanto, com todo o cuidado...
As doses devem ser administradas...
S6 o tumor deve ser bombardeado...
Sendo a vida pode ficar complicada...

Raios de sol que aquecem e iluminam...
Raios cosmicos, grande exploséo...
Raios que matam e raios que curam...
Vida! ... Meia — vida! ... Radiac&o...

(Marcia Garcia Gianfaldoni)



RESUMO

ANDRADE, Cherley Borba Vieira. Avaliacdo de alteracdes morfoldgicas da pele apds lesdo
radioinduzida em ratos Wistar, 2010. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2010.

A radioterapia é uma das modalidades terapéuticas mais utilizadas no tratamento do
cancer, visando a destruicdo das células neoplésicas, a partir da utilizacdo de radiagéo
ionizante. Um dos fatores limitantes da radioterapia é o dano em tecidos sadios vizinhos ao
tumor. A irradiacdo da pele, acidental ou para fins terapéuticos, pode desencadear uma série
de lesbes culminando na fibrose, o que implica na alteracdo funcional deste 6rgdo. A
avaliacdo dos efeitos morfoldgicos associados a irradiacdo da pele torna-se fundamental para
estabelecer estratégias de irradiacdo mais eficazes e diminuicdo da morbidade; e em caso de
acidentes, adequado manuseio da vitima. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes
dérmicas radioinduzidas, utilizando um modelo em ratos. Ratos Wistar, machos, com trés
meses de idade, tiveram sua pele irradiada, em um campo de 3cm? com doses Unicas de 10,
40 e 60 Gy de elétrons com energia nominal de 4MeV. Apo6s a irradiacdo, 0s animais
permaneceram sob avaliacdo constante, sendo as lesdes registradas fotograficamente. Os
animais foram divididos em grupos e eutanasiados: no dia da irradiacdo, 5, 10, 15, 25 e 100
dias apds a irradiagcdo. Parte da pele foi fixada em formaldeido, incluida em parafina e
submetida a microtomia. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina, picrosirius red e
imunomarcados com anticorpo anti-TGF-betal. Outra parte do tecido foi fixada em
glutaraldeido e processada para microscopia eletronica de varredura. Foi observado
macroscopicamente o surgimento de lesGes cutaneas semelhantes a queimaduras em toda area
irradiada. Ao microscdpio oOptico foi verificado o inicio de desenvolvimento de lesdo 5 dias
apos irradiacdo. Decorridos 10 dias da irradiacdo observou-se indicios de cicatrizacdo
epidérmica abaixo da crosta formada pela lesdo. Aos 15 dias apds a irradiacdo o tecido abaixo
da lesdo apresentava epiderme reconstruida e caracteristicas de cicatrizacdo tecidual. Foi
visualizado também um infiltrado de polimorfonucleares significativo. Apds 25 dias nas doses
mais elevadas as lesdes persistiam, o que ndo ocorreu ha menor dose, na qual a area irradiada
dos animais j& se encontrava completamente cicatrizada. Apés 100 dias da irradiacdo na dose
de 40 Gy ocorreu a cicatrizacdo da ferida. Na dose de 60 Gy em alguns animais a lesdo
persistia. Nos animais em que ocorreu a cicatrizagdo houve uma hipertrofia da epiderme
(acantose). Foi visualizado um tecido com aspecto morfoldgico totalmente descaracterizado, e
necrosado. Os resultados encontrados na analise através de microscopia eletrbnica de
varredura corroboram os dados encontrados na microscopia de luz, onde observou-se a
descaracterizacdo das fibras de colageno nas doses mais elevadas. Os resultados indicam que
as doses utilizadas induziram um processo inflamatoério importante na pele, ativando o sistema
imunologico. Este fato promoveu um aumento na expressdo do TGFbetal, um dos
responsaveis pelo aumento da producdo da matriz extracelular por vérios tipos celulares,
principalmente por fibroblastos em tecidos lesionados. Alem do aumento de expressdo da
MEC, o TGFbetal também promove a inibi¢cdo dos processos de degradacdo da mesma. A
intensa expressao desta citocina na pele irradiada pode desencadear o processo de fibrose e,
conseqlientemente, afetar a homeostase deste érgao devido ao acuimulo da MEC.

Palavras-chave: Pele. Radiacdo ionizante. Reparo Tecidual. TGF-beta. Colageno.



ABSTRACT

Radiation therapy is one of the most commonly used therapeutic modalities in cancer
treatment, aiming the destruction of neoplastic cells using ionizing radiation. A limiting factor
is the radiation damage in healthy tissues neighboring the tumor. The irradiation of the skin,
accidentally or for therapeutic purposes, can trigger a series of injuries culminating in fibrosis,
causing functional alterations in this organ. The morphological evaluation of the effects
associated with skin irradiation becomes essential to establish more effective strategies for
irradiation and decreased morbidity, and in case of accidents, proper handling of the
victim. The aim of this study was to evaluate the radiation-induced dermal changes, using a
rats model. Male Wistar rats, three months old, had their skin irradiated, in a 3cm® field, with
single doses of 10, 40 and 60 Gy of electrons with nominal energy of 4MeV. After irradiation,
the animals were kept under constant observation, lesions were recorded
photographically. The animals were divided into groups and euthanized: on the day of
irradiation, 5, 10, 15, 25 and 100 days after irradiation. Part of the skin was fixed in
formaldehyde, embedded in paraffin and subjected to microtomy. Sections were stained with
hematoxylin-eosin, picrosirius red and immunostained with anti-TGF-betal. Another part of
the tissue was fixed in glutaraldehyde and processed for scanning electron microscopy. It was
observed macroscopic skin lesions similar to burns throughout the irradiated area. It was
verified, by optical microscopy, the early development of lesions 5 days after irradiation.
After 10 days of irradiation there was evidence of epidermal wound healing under the crust
formed by the injury. At the day 15 days the tissue below the lesion was reconstructed and
had characteristics of healing, displaying a significant polymorphonuclear cells
infiltration. After 25 days, at the higher doses, the lesions persisted, which did not occur at the
lowest dose, which the irradiated area was already completely healed. After 100 days of
irradiation with 40 Gy the wound was healed. With 60 Gy, in some animals, the lesion
persisted. In the animals which the healing took place there was a hypertrophy of the
epidermis (acanthosis). It was observed a tissue totally morphological mischaracterized, and
necrotic. The results obtained by scanning electron microscopy analysis corroborate with the
optical microscopy findings, where the higher doses collagen fibers were
mischaracterized. The results indicate that the doses used induced a significant inflammation
in the skin, activating the immune system. This fact promoted an increased expression of
TGFbetal, which is responsible for an increased production of extracellular matrix (ECM) by
various cell types, mainly fibroblasts in injured tissues. Besides the increased expression of
ECM, the TGFbetal also promotes the inhibition of the degradation processes of the
same. The intense expression of this cytokines in irradiated skin can trigger the process of
fibrosis and, consequently, affect the homeostasis of the body due to accumulation of ECM.

Keywords: Skin. lonizing Radiation. Wound healing. TGF-beta. Collagen.
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INTRODUCAO

Radioterapia

Céancer € 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum 0
crescimento desordenado (maligno) de células as quais invadem os tecidos e 6rgaos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. (INCA, 2002; Dalerba et al, 2007)

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas. Outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer entre si sdo a
velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou
distantes (metastases) (INCA, 2002; Gatenby e Gillies, 2008).

O céncer € uma das maiores enfermidades que acometem a populacdo mundial. Dados do
INCA informam que no Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano
de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a
excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prdstata e de pulméo,
no sexo masculino, e os canceres de mama e de colo do Gtero, no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2007).

Dentre as modalidades terapéuticas contra o cancer, a radioterapia é uma das mais
utilizadas, visando a destruicdo das células cancerosas, a partir da utilizacdo de radiacéo
ionizante. Esta tem o objetivo de danificar ao maximo as células tumorais, que apresentam
uma frequéncia de divisdo celular superior as células normais (INCA, 2002; Basavaraju e
Eastely, 2002).

Os danos causados nos tecidos vivos pela radiacdo sdo decorrentes da sua interacéo direta
com macromoléculas ou de reacdes fisico-quimicas que levam a producdo de radicais livres
(Magne et al, 2006). A exposicdo a esses radicais conduz ao aparecimento de alteragdes
bioldgicas diversas, que podem pdr em risco também a integridade genética. Os radicais livres
em especial as espécies reativas de oxigénio, sdo metabolitos instaveis com capacidade de
alterar importantes biomoléculas incluindo lipidios, proteinas e &cidos nucléicos. O aumento
do nivel desses metabdlitos causa lesdes celulares que, por sua vez, podem estar relacionados

na génese de uma série de doencas.
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A radioterapia pode ser realizada de duas formas, com fontes de radiagOes internas ao
paciente, em contato direto ou préximas ao tumor, fazendo com que o mesmo receba uma
maior dose (braquiterapia), ou entdo com uma fonte de radiacdo externa, que se encontra a
uma distancia de 60-100 cm do paciente, emitindo um feixe que alcanca a massa tumoral
(teleterapia) (Berberich et al, 2001; INCA, 2002).

Na radioterapia (teleterapia), geralmente sdo utilizados feixes de elétrons ou fétons, sendo
a energia e o design do tratamento estabelecidos a partir de parametros tais como: tamanho e
posicdo do tumor, profundidade em relacdo a pele, tipo celular do tumor, caracteristicas
individuais do paciente entre outros (INCA, 2002).

Um dos fatores limitantes do tratamento radioterapico é o fato da radiacdo, além de
promover a morte das células da massa tumoral, alcancar também tecidos sadios vizinhos ao
tumor, promovendo lesdo e morte dos mesmos, podendo também provocar, em muitos casos,
lesBes indesejaveis na pele.

Nesse 6rgdo a radioterapia pode ocasionar Vvérias alteracfes histolégicas como reacdo
aguda com edema, dermatite, escamacao, ulceracdo, fibrose radio - induzida tardia, necrose e
tumores secundarios, como sarcoma, carcinomas basocelular e espinocelular (Kupper, 1990;
Hopewell, 1990; Archambeau et al, 1995; Harper et al, 2004). O surgimento destas lesdes
depende, dentre outras causas, da dose depositada na pele e de fatores biol6gicos inerentes ao
paciente (Nouailhetas, 2007).

Acidentes Radioldgicos

Com a crescente utilizacdo de fontes radioativas nas areas médica e industrial, o risco de
acidentes radiologicos aumenta consideravelmente. Entende-se como radiacdo acidental a
exposicdo ndo planejada de um individuo a radiagdo ionizante, de qualquer natureza, atraves
de uma fonte externa ao organismo. Podem ser citados trés tipos de irradiacdo acidental:

* irradiacdo de corpo inteiro — quando varias regides do organismo forem expostas, nesse caso
a distribuicdo da dose, nas diferentes regides, podera ter carater homogéneo ou nio. E
extremamente improvavel que numa exposicéo de corpo inteiro haja uma distribuicéo de fato

homogénea da dose;
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* jrradiacdo parcial — quando apenas um territdrio € exposto, como o segmento cefalico, o
abdome ou o térax. A repercussdo clinica de uma irradiacdo parcial vai depender da extensao
do dano e da quantidade de medula dssea preservada;

* jrradiacdo localizada — por exemplo, quando um membro € irradiado acidentalmente, essa
irradiacdo pode trazer consequéncias completamente diversas da irradiacdo de corpo inteiro
ou parcial com comprometimento de um grande territorio corporal.

Para minimizar a ocorréncia de tais eventos, deve-se implantar e manter condutas de
radioprotecdo adequadas. No entanto, como se pode observar, nos diversos relatos de
acidentes descritos pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA), estes eventos
ainda ocorrem com certa frequéncia, com a exposicéo de pessoas, por vezes, a altas doses de
corpo inteiro ou localizadas de radiacdo, com a incidéncia de casos, com gravidade variavel,
das Sindromes Aguda e/ou Cutanea da Radiacdo (SAR/SCR). Os dois exemplos descritos
abaixo séo acidentes registrados pela IAEA.

* Falha no interlock do acelerador do tipo NEPTUN 10P® - ocorreu interrupcdo do
fornecimento de energia elétrica durante o tratamento de um paciente, apds o retorno da
energia, o acelerador foi reiniciado ap6s a checagem de seus controles internos. Os
procedimentos de tratamento continuaram com mais quatro pacientes, dois deles reclamaram
de uma sensacdo de queimacdo durante a irradiacdo, devido a essas reclamacdes o técnico
resolveu interromper o tratamento. Foram feitas medidas dosimétricas subseqlientes e
revelaram que o output do acelerador estava significativamente maior do que esperado,
checagens posteriores verificaram que o sistema de monitoramentos de dose do acelerador
ndo estava funcionando corretamente e, que um dos componentes do sistema de interlocks de
seguranga estava danificado. Consequentemente, todos o0s cinco pacientes tratados
desenvolveram lesBes radioinduzidas de diversos graus de severidade. Os exames médicos
revelaram que as lesbes de todos 0s cinco pacientes foram suficientemente graves para indicar
o tratamento cirargico. Alguns pacientes apresentavam doencas concomitantes que
complicavam sua condicdo (Bialystok, Pol6nia - 2001);

* Dados do Decaimento Incorretos Para Uma Fonte de Cobalto - Durante o Periodo de 1974 a
1976, o fisico ndo executou medidas regulares para verificar a calibracdo e o controle de
qualidade, confiando em estimativas do decaimento da fonte de cobalto e com esta estimativa,
calculou a taxa de dose e tempo de tratamento dos pacientes. Desta forma, a curva da taxa de
dose extrapolou. O decaimento da fonte era determinado através de uma reta, construida em

um papel semi-log, relacionando a data com a atividade. O fisico ao invés de usar um papel
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semi-log, usou um papel comum para plotar a curva de decaimento da fonte de cobalto. Ele
continuando a usar a escala linear do papel, na qual plotou a curva de decaimento, gerou dois
problemas que sdo: No eixo Y, os valores de decaimento da fonte passaram a nao
corresponder aos valores corretos como também no eixo X os valores foram incorretos para as
datas. O erro na taxa de dose durou o periodo de 1974 até1976. Os pacientes tratados durante
este periodo receberam dose de 10% a 55% superior aos valores prescritos. E a magnitude do
erro na taxa de dose aumentava quase linearmente com o tempo. Este acidente veio a ser
descoberto, porque os pacientes comegaram a manifestar sintomas que caracterizavam super-
exposicdo: 426 pacientes receberam overdoses significativas, 57%, ou seja, 243 morreram no
primeiro ano, pacientes que sobreviveram apresentaram complica¢fes no segundo ano devido
a overdose, 74 pacientes tiveram complicacdes significativas durante o primeiro ano depois
do tratamento, 78 pacientes sobreviveram mais de 5 anos, dos 78 pacientes, 68%
desenvolveram algum tipo de tumor. Complicacdes especificas nos pacientes do local: 22
pacientes tiveram complicacdes de pele, 51 pacientes tiveram complicacdes na bexiga e reto,
15 pacientes tiveram complicacbes respiratdrias, 6 pacientes tiveram complicacdes
cardiovasculares, 18 pacientes tiveram complicacdes no sistema nervoso. (Ohio, E.U.A.-
1974 a 1976).

A radiobiologia da pele

Descricdo Histolégica da Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano. Ela consiste em duas camadas histoldgicas de
origens diferentes, que se encontram firmemente aderidas uma a outra: a epiderme e a derme
(Junqueira et al, 1999).

A epiderme é constituida por um epiteélio estratificado pavimentoso queratinizado
(queratindcitos) de origem ectodérmica e apresenta outros tipos celulares: os melandcitos, as
células de Langerhans e as células de Merkel. Sua espessura e estrutura variam com o local
estudado, sendo mais espessa e complexa na palma das maos e planta dos pés (Hopewell,
1990; Junqueira et al, 1999).

A pele sofre um processo de regeneracdo constante com células localizadas em sua

camada basal, mais profunda, migrando deste para o estrato mais superficial, onde sofrem
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alteracbes morfologicas tornando-se queratinizadas. A seguir, ocorre um processo de
descamacdo, que da lugar a continua reposicdo de células mortas por células novas,
facilitando o processo de regeneracdo da epiderme (Ross, 2005). A renovacdo da epiderme
ocorre na espécie humana cada 20 a 30 dias, essa atividade mitdtica segue um ritmo diario
que é aumentado por estimulos mecanicos (Hopewell, 1990; Junqueira et al, 1999).

A derme é o tecido conjuntivo de origem mesenquimal, sobre o qual se apdia a epiderme e
que comunica a epiderme com a hipoderme. A derme apresenta espessura variavel. Sua
superficie externa é extremamente irregular, observando-se saliéncias que acompanham as
reentréncias correspondentes da epiderme (Junqueira et al, 1999; Ross, 2005).

A derme apresenta duas regides de limites poucos distintos, que s&o a papilar, superficial e
a reticular, mais profunda. Ambas as camadas contém muitas fibras elasticas, responsaveis,
em parte, pelas caracteristicas de elasticidade da pele. A derme é composta por fibroblastos,
fibrocitos e seus produtos extracelulares; fibras colagenas e reticulares; matriz contendo
glicosaminoglicanas; vasos sanguineos e pequenos numeros de macréfagos, linfécitos e
mastocitos. Também sdo encontradas na derme as seguintes estruturas: pélos, glandulas
sebaceas e sudoriparas e unhas (Archambeau, 1987; Hopewell, 1990; Junqueira et al, 1999;
Harper et al, 2004).

As fibras colagenas correspondem aproximadamente a 75% do peso da pele. O
colageno tipo | compBe parte consideravel das fibras extracelulares, que sdo, basicamente,
responsaveis pela forca de tenséo da pele. Estima-se que o colageno tipo | corresponde a 80%
de todo colageno da pele normal de um adulto humano (Uith et al, 1999). Outro tipo de
colageno é o tipo Ill que é geneticamente diferente do tipo | e representa aproximadamente
10% do coléageno presente na pele normal de um adulto humano (Epstein Jr, 1974)

Foi estabelecido que a propriedade de degradacéo de fibras de colageno é um dos pré-
requisitos para o funcionamento normal da pele. O acumulo inadequado das fibras colagenas
velhas restringem a remodelacdo e adaptacdo da pele. Os colagenos | e 111 sdo degradados por
diversas proteinases extracelulares, sendo as colagenases, sintetizadas por fibroblastos
presentes na pele ou mucosa, a mais importante (Oishi et al, 2002)

A hipoderme é formada por tecido conjuntivo frouxo que une de maneira pouco firme
a derme aos 6rgdos subjacentes. E a camada responsavel pelo deslizamento da pele sobre as
estruturas na qual se apodia. Dependendo da regido em estudo e do grau de nutricdo do

organismo, a hipoderme podera ter uma camada variavel de tecido adiposo, sendo nele que se
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deposita a maior parte dos lipidios. Atualmente a hipoderme ndo tem sido considerada como
sendo uma camada da pele (McQuestion, 2006).

Limiares de Dose

Os acidentes com radiolesfes localizadas vém aumentando nos ultimos anos e ha a
perspectiva para um incremento ainda maior, uma vez que, o uso de fontes radioativas, em
diversas aplicagdes médicas, industriais e de pesquisa vem crescendo (Valverde, 2003).
Torna-se, portanto, necessario o conhecimento das alteracGes de pele radioinduzidas, para
minimizar os efeitos associados a irradiacao deste 6rgao.

E extremamente importante em relacdo a radiossensibilidade celular, tissular e
organica, o enunciado de Bergonie e Tribondeau (1959): “a sensibilidade das células a
irradiacdo ¢ diretamente proporcional ao seu grau de diferenciacdao”. Ou seja, quanto menos
diferenciada e com maior capacidade de reproducéo for a célula, mais radiossensivel. Quanto
mais diferenciada e menor for sua capacidade proliferativa, mais resistente. Encontra-se
excecdo apenas nos linfdcitos do sangue periférico, que apesar de contrariarem o enunciado
sdo extremamente radiossensiveis, a ponto de se constituirem num indicador biol6gico da
gravidade do dano, em caso de irradiacdo de corpo inteiro (Valverde, 2003).

Os efeitos deterministicos ou com limiar de dose sdo aqueles que sdo reproduzidos se
a dose absorvida de radiagdo estiver acima de um determinado limiar. Por exemplo, para que
se desenvolva a sindrome aguda da radiacdo (SAR) é necessario que pelo menos haja uma
dose Unica absorvida entre 0,8 e 1 Gy, atingindo o corpo inteiro; para o desenvolvimento de
uma radiolesdo de pele de grau I, a dose local, dependendo da energia da radiacdo, deve estar
entre 3 e 5 Gy. A catarata radioinduzida, a esterilidade, a epilacdo transitoria ou definitiva
também sdo efeitos deterministicos. Estes sdo dependentes da morte celular (necrose ou
apoptose) (Valverde, 2003).

O tempo decorrido entre a exposicdo e o surgimento de lesdes independe da energia
transferida pela radiagdo ao tecido (dose); depende do tempo de trénsito das células das
camadas mais internas para as camadas mais externas do tecido. Na pele, o tempo de laténcia
corresponde a uma dezena de dias; nas vilosidades intestinais a ulcera¢do tem inicio por volta

do quarto dia apos a exposicao (Nouailhetas, 2007).



23

A manifestacdo apresentada na pele, proveniente da absorcdo de uma dose de radiagao
ionizante, a partir de uma fonte externa ao corpo é conhecida como Sindrome Cuténea da
Radiacdo (SCR) ou radioleséo localizada. Este efeito bioldgico das radiacdes ionizantes tem
carater deterministico, com limiar de dose entre 3 e 5 Gy. As radiolesdes podem ser divididas
em dois tipos: agudas e cronicas. As Ultimas sdo extremamente raras atualmente, devido ao
controle de doses ocupacionais dos trabalhadores expostos as radiacfes. J& as agudas sao
invariavelmente provocadas por acidentes, nos quais a dose foi Unica ou fracionada, porém
em altas taxas, ao longo de alguns dias. Um exemplo de como pode ocorrer uma radiolesédo
aguda é o extravio de fontes de gamagrafia industrial, as quais sendo encontradas por leigos
podem ser colocados em um bolso ou levadas para suas residéncias. E desta forma, podem
ndo s6 provocar dano localizado, como também irradiacdo de corpo inteiro, embora
normalmente ndo uniforme (Jammet et al, 1980).

Existem doses de radiacdo que, quando depositadas na pele humana, e dependendo da
energia correspondente, séo associadas a determinados efeitos. Como exemplo, pode-se citar
a epilacdo temporaria (> 4 Gy), epilacdo definitiva (16-20 Gy), radiodermite eritematosa (6-
12 Gy), radiodermite exudativa (16-20 Gy) e radionecrose (25 Gy) (Harper et al, 2004;
Nouailhetas, 2007).

Os critérios do RTOG séo utilizados para identificar os graus das lesdes geradas pela
radiacéo ionizante na pele: Grau 0: sem mudancas; Grau I: eritema folicular fraco ou apagado,
epilacdo, descamacdo seca, diminuicdo da sudorese; Grau Il: eritema brando, descamacéo
umida em placas, edema moderado; Grau Ill: descamacdo umida confluente, edema em
“casca de laranja”, eritema rubro escuro, brilhante e doloroso; Grau IV: ulceragao,
hemorragia, necrose (Cox et al, 1995).

A avaliacdo dos efeitos morfologicos e/ou moleculares associados a irradiacdo da pele,
torna-se fundamental para estabelecer estratégias de irradiacdo mais eficazes e com menor
morbidade (Seares et al, 2001).

Reparo Tecidual

O reparo tecidual ocorre para restaurar a integridade anatémica e funcional do tecido.

O mesmo é um estado dinamico que compreende diferentes processos, entre eles, inflamacéo,

proliferacdo celular e sintese de elementos que constituem a matriz extracelular, como
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colageno, elastina e fibras reticulares (Clark, 1993; Amadeu et al, 2008). A sintese de
colageno é processo rapido e harmdnico que tem seu inicio com a lesdo intersticial e se
estende até o final da fase de cicatrizacdo, quando ocorre a remodelacdo dos tecidos
(Rochkind et al, 1989; Amadeu et al, 2008).

O primeiro colageno depositado, de 3 a 5 dias ap6s a lesdo, possui fibras mais finas e
corresponde ao colageno do tipo 11l (Cotran et al, 2000). Progressivamente, esse colageno é
substituido pelo colageno tipo I, que é mais resistente. Em duas semanas as fibras colagenas
tipo | sdo predominantes (Brasileiro et al, 2004).

Os processos de cicatrizacao e reparo tecidual ocorrem ap0s trauma ou doenca (Shal et
al,1994; Amadeu et al, 2008). O reparo das feridas e sua reestruturacdo constituem
mecanismo complexo, em que varios fatores contribuem para a criacdo de diversos tipos de
cicatrizacdo, como hipertrofia, atrofia ou normotrofia, da area lesionada. Esses processos
compreendem trés fases: inflamacdo, granulacdo e formacdo de matriz extracelular e
remodelamento. Essas fases ndo possuem limites muito distintos e sdo sobrepostas no tempo
(Clark et al, 1995; Amadeu et al, 2008). Normalmente no processo de cicatrizacdo de feridas,
apos o inicio do estagio de granulacdo, ha sutil predominancia de macréfagos e aumento do
namero de fibroblastos com sintese de nova matriz extracelular, ocorrendo a remodelacdo
desses tecidos com a contracdo do tecido de granulacdo. Na fase de formacgdo da matriz, os
fibroblastos produzem quantidades abundantes de matriz extracelular (Scharffetter et al,
1989).

A fase inflamatéria € iniciada apos a ruptura de vasos sanguineos com extravasamento
dos constituintes sanguineos, iniciando-se a producao provisoria de matriz extracelular (Clark,
1996). Com o tempo, as plaquetas ativam véarios mediadores vasoativos e fatores
quimiotaticos, como por exemplo, interleucinas, fator de crescimento vascular endotelial,
fator de crescimento epidermal, fator de crescimento derivado de plaquetas e TGF-beta, que
faz o recrutamento de células inflamatérias, incluindo neutréfilos e macréfagos, alem de
fibroblastos e células endoteliais para o local da lesdo (Singler et al, 1999; Peled et al, 2000;
Amadeu et al, 2003).

Esse estimulo € essencial para a proxima fase, formacdo do tecido de granulacéo,
caracterizado pela angiogénese, diferenciacdo miofibroblastica e fibroplasias (Clark, 1996;
Singler et al, 1999). Durante essa fase, algumas células se diferenciam em miofibroblastos

para sintese de matriz extracelular e gerar forca mecénica para contracdo da lesdo (Tomasek
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et al, 2002).0Outros eventos sdo cruciais para promover a re-epitelizacao e para isso ocorre a
proliferacdo e migracéo de células epiteliais para o tecido lesionado (Usui et al, 2005).

Apls a completa reepitelizacdo, a fase de remodelamento inicia-se. Essa fase é
caracterizada pela diminuicdo do tecido de granulacdo no tecido lesado, ocorrendo
significativa diminuicdo de macrdfagos e fibroblastos, e ativacdo de metaloproteases (MMPS)
da matriz para degradacdo dos componentes da MEC (Zitelli, 1989; Amadeu et al, 2008).

Citocinas e seu papel regulador da radiofibrose

A fibrose é um processo caracterizado pela proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos
e pela elevada sintese de colageno tipo I, 1l e V, proteoglicanas e outros componentes da
matriz extracelular. Analise histolégica das lesbes fibréticas tem revelado a presenca de
celulas inflamatorias, fibroblasto e uma quantidade variada de componentes da matriz
extracelular (fibronectina, proteoglicanas e colageno)(Rodemann e Bamberg, 1995; Sime e
O’Reilly, 2001; Wynn, 2008) .

Como vem sendo descrita por varios autores, a fibrose induzida pela radiacdo parece
ser um processo multicelular, que é mantido através da comunicacgdo entre diferentes células.
Essa interacdo de diferentes tipos celulares, em especial células endoteliais, macréfagos e
fibroblastos envolve a reprogramacao genética das células que passam a expressar dentro de
poucas horas apés a irradiacdo uma série de fatores de crescimento como PDGF, IL-l, TGF-
beta e TNF-alfa (Lijnen et al., 2000; Amadeu, 2008). Essa inicial modulacdo na expresséo de
genes pode estar relacionada com efeitos tardios da irradiagdo. A alterada expressdo de
fatores de crescimento e citocinas podem resultar na interacdo de varias células que
participam no processo fibrotico.

As citocinas sdo proteinas produzidas, principalmente por células do sistema imune,
dentre outros tipos celulares, que tém papel na regulacdo do crescimento e desenvolvimento
celular (Rodemann e Bamberg, 1995). Elas agem basicamente de forma autocrina e paracrina
e sdo encontradas em locais onde houve lesdo tecidual (Branton e Kopp, 1999). Acredita-se
que existam dois tipos principais de citocinas: as do tipo 1, consideradas anti-fibroticas,
promovendo o reparo com restauracdo do tecido. As do tipo 2, consideradas pro-fibroticas,

desencadeando o processo de fibrose. Em condigdes de fibrose parece haver um desequilibrio
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entre esses dois tipos de citocinas, prevalecendo as citocinas do tipo 2 (Sime e O’Reilly,
2001; Wynn, 2008).

Por exemplo, TGF-beta tem mostrado influenciar na proliferacéo dos fibroblastos, que
pode ser a etapa inicial da fibrose. Ao contréario, IL-I tem demonstrado ter papel
radioprotetor. Sua administracdo 24 horas antes da irradiagdo fracionada, pode reduzir as
les6es em pulmdo (Sime e O"Reilly, 2001; Atamas, 2002).

Numerosos dados tém mostrado TGF-betal como uma molécula sinalizadora que
apresenta diversas funcdes incluindo controle do crescimento celular (negativo ou positivo),
diferenciacdo, apoptose (indutor ou inibidor) e producdo de matriz extracelular (Chin et al.,
2004; Bujak e Frangogiannis, 2007, Berta et al, 2009).

O TGF-betal, in vitro é capaz de induzir um significante aumento na sintese de DNA e
na proliferacdo de fibroblastos em pulméo. Essa citocina também é capaz de inibir a sintese
da enzima colagenase (Ruiz-Ortega et al., 2007).

O TGF-beta participa do processo de fibrogénese e no remodelamento normal do
tecido ap6s uma lesdo. Apresenta um significante papel nas complicacBes fibréticas de
radioterapia, quimioterapia e transplante de érgdos. Algumas evidéncias: o nivel de TGF-beta
esta aumentado em areas de fibrose, a administracdo exdgena de TGF-beta em cobaias conduz
o desenvolvimento de fibrose em alguns o6rgaos (Sime e O’Reilly, 2001; Bujak e
Frangogiannis, 2007; Verrechia e Mauviel, 2007).

A ligacdo entre fibrose e TGF-beta tem sido demonstrada claramente em pulmao,
figado e rim. Em doencas fibrdticas de todos os trés tecidos mostrou-se nas regides da matriz,
aumento de TGF-beta, especialmente da isoforma TGF-betal (Ruiz-Ortega et al., 2007;
Verrecchia e Mauviel, 2007).

Parte da resposta fibrotica induzida por essa citocina parece estar relacionada com o
descontrole do equilibrio do sistema fibroblasto/miofibroblasto, levando ao actimulo de
coldgeno tipo I e 1ll. O TGF-betal pode ser produzido por uma variedade de células,
incluindo as células envolvidas no processo inflamatorio, como os macrofagos, linfécitos,
células endoteliais, plaquetas e pelos proprios fibroblastos. Essas citocinas sdo potentes
ativadores da produgdo de colageno e outros integrantes da matriz (Sime e O’Reilly, 2001;

Bujak e Frangogiannis, 2007; Verrechia e Mauviel, 2007).
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Estratégias de tratamento de fibrose

Embora sejam observadas semelhancas na instalacdo da fibrose em diferentes 6rgaos,
deve-se atentar que existem importantes diferencas a serem levadas em consideracao para
criar estratégias de tratamento para a condi¢do, em funcéo do acometimento de cada 6rgéao
especificamente (Sime e O"Reilly, 2001).

As estratégias de tratamento da fibrose radioinduzida precisam ser desenvolvidas para
garantir que o paciente receba os beneficios do tratamento radioterapico, minimizando-se 0s
efeitos colaterais. Em virtude dos inibidores de HDAC reduzirem os niveis de citocinas
radioinduzidas, estes podem ser candidatos para o tratamento da SCR (Chung et al, 2004).

O uso de inibidores de HDAC é uma estratégia promissora, pois, paradoxalmente,
podem agir como radiossensibilizadores e radioprotetores, dependendo do tipo celular, do
contexto bioldgico e da forma de administracdo. Embora alguns trabalhos estejam em
desenvolvimento neste sentido, ainda existem muitas lacunas a serem esclarecidas
(Karragiannis & El-Osta, 2006).

O uso de antioxidantes, como por exemplo, vitaminas C, E (tocoferol) também auxilia
na prevencao de lesdes radioinduzidas, pois eles “seqiiestram” os radicais livres gerados pela
radiacdo ionizante, com isso diminuindo a probabilidade desses radicais interagirem com
biomoléculas, o que ocasionaria efeitos deletérios no tecido irradiado (Pathak et al, 1968;
Fuchs et al, 1989; Record et al, 1991; Dirier et al, 2007).
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo Geral

A avaliacdo morfoldgica dos efeitos radiologicos sobre a matriz extracelular tendo
como base de estudo um modelo radiobiologico de dose-resposta, desenvolvido com a

utilizacdo de ratos Wistar (Rattus novergicus).

1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o surgimento e o grau de lesdes radioinduzidas através dos parametros
propostos pelo RTOG;

e Estudar a cicatrizacdo do tecido lesionado através da radiagdo ionizante;

e Observar as alteracbes morfoldgicas da matriz extracelular da pele, de acordo com a
exposicao a diferentes doses de radiacdo e em funcdo do tempo apos a irradiacao;

e Analisar a expressdo da citocina TGF-betal (proteina envolvida no processo de
fibrose), na pele dos ratos em diferentes tempos, apds a irradiacao e

e Analisar a modelagem tecidual ap6s o reparo das lesdes provenientes da irradiacao.
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2 MATERIAS E METODOS

2.1 Animais utilizados no trabalho

Nesse trabalho foram utilizados 85 ratos da espécie Rattus novergicus albinus, da
linhagem Wistar, clinicamente sadios, machos, com idade aproximada de 3 meses e peso
médio de 300 gr. Esses animais foram acondicionados em grupos de 5 animais por gaiolas,
cada gaiola medindo 50x32x17 e mantidos em condi¢des ambientais de temperatura (22°C) e
luminosidade (ciclo 12horas dia/12 horas noite), alimentados com racdo comercial sélida sob
a forma de pelotas (Nuvilab ® CR1) e com agua ad libitum. Manuseados de acordo com as
normas do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UERJ, através do processo de

nimero CEA/248/2008, sendo eutanasiados em dias especificos.

2.2 Irradiacdo dos animais

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais com dose de 10, 40 e 60 Gy
conforme Quadro 1. Os ratos foram pré-anestesiados, via intraperitoneal, com xilasina
(2mg/kg) e midazolan (2,5 mg/kg) e anestesiados com tiopental (15 mg/kg). Apds a anestesia
foram tricotomizados na regido dorsal inferior numa area de 3 cm? ,conforme mostrado na
figura 1, imobilizados em suporte de isopor na posi¢do de decubito ventral. Os animais foram
submetidos a uma sessdo Unica de radioterapia, tendo como fonte ionizante um acelerador
linear modelo CLINAC 2100® da VARIAN, do Centro Universitario de Controle do Cancer
da UERJ, com doses Unicas de 10, 40 e 60 Gy, com feixes de elétrons de energia nominal de 4
MeV, na regido tricotomizada. Foi utilizado um bloco de protegédo feito de Alloy adaptado
num aplicador para irradiacdo de elétrons, delimitando dois campos, para que desta forma
pudesse ser realizada a irradiagdo 2 animais por vez, conforme ilustrado na figura 2. Foi
utilizado material equivalente ao tecido (b6lus) na espessura de 0,5 cm em cima da area a ser
irradiada, para obter uma distribuicdo mais homogénea da dose, conforme ilustrado na figura
2.



Grupo/ Data ) ) ) ) ) 100
) 0 dias 05dias | 10dias | 15dias | 25dias ) Total

da eutanasia dias

Controle 5 - - - - - 5

10 Gy 5 5 5 - 5 - 20
40 Gy 5 5 5 5 5 5 30
60 Gy 5 5 5 5 5 5 30
Total 20 15 15 10 15 10 85

Quadro 1: Distribuicdo dos animais, de acordo com a dose de radiacdo ionizante e o
tempo de analise apds o procedimento de irradiacgéo.

Figura 1: Na fotografia A podemos observar o processo de anestesia da cobaia antes
da irradiacdo. A fotografia B mostra a regido tricotomizada no animal,
pronta para a irradiag&o.




Figura 2: Na fotografia A observamos o bloco de protegédo feito de Alloy, adaptado
num aplicador para irradiacdo de elétrons, que foi utilizado para delimitar 2
campos e com isso realizar a irradiacdo de 2 animais por vez. Fotografia B
observa-se o acelerador linear Clinac 2100 utilizado para irradiacdo dos
animais. Na fotografia C visualizam-se 0s animais na posi¢ao adequada para
a irradiacdo e com o b6lus na area tricotomizada.
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2.3 Analise Macroscopica

Ap0s a irradiacdo os animais foram avaliados diariamente, sendo as lesdes registradas
fotograficamente. Para esse registro foi utilizada uma camera digital Nikon Coolpix L1
(numero de série v30359831). As imagens foram tratadas no software Photoshop C3®. As
avaliacdes dos niveis de lesdo seguiram os parametros ditados pelo RTOG.

2.4 Coleta do Material.

Apébs a irradiacdo, os animais foram eutanasiados numa camara de CO; nos dias
especificos, conforme o quadro 1. Os fragmentos da pele foram fixados em formol a 10% para
posterior processamento para microscopia de luz. Outra parte da pele foi fixada em
glutaraldeido a 2,5% para processamento para microscopia eletronica de varredura.

2.5 Processamento para microscopia de luz

Apos a fixacdo dos fragmentos de pele por 72 horas, os mesmos foram lavados 20
minutos em agua corrente para retirada do excesso de fixador. A pele clivada passou por uma
etapa de desidratacdo através de banhos em concentracdes crescentes de alcool etilico P.A.
(70%, 90% e dois banhos de 100%) com duracdo de 40 minutos cada. Apos a desidratacao, a
pele passou por um processo de clarificagdo através de 2 banhos em xileno de 40 minutos
cada. Em seguida, a pele foi para a etapa de infiltracdo (processo no qual a parafina ocupa 0s
espacos ocupados pelo xilol) de parafina através de um primeiro banho de 20 minutos em
parafina I, seguido de outro banho de 40 minutos em parafina Il (parafina pura).
Posteriormente, foram confeccionados blocos atraves da incluséo da pele em parafina P.A. na
temperatura de 60°C. A pele foi cortada (em microtomo da marca Microm modelo HM 325)
com espessura média de 5 um. Os cortes foram recolhidos em laminas histoldgicas para

posterior coloragdo com corantes especificos e submetidos a técnica imunohistoquimica.
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2.6 Analise histoldgica

Ap0s o processamento para microscopia de luz as laminas histologicas foram coradas
com corantes especificos para a visualizacdo de varias estruturas celulares.

As laminas ficaram por 30 minutos em estufa a 37°C e depois ocorreu 0 processo de
desparafinizacdo que consiste na retirada da parafina (para que as solugbes utilizadas
posteriormente pudessem infiltrar no material) através de 3 banhos em xileno (por 2 minutos
cada). Apos a desparafinizacdo, os cortes foram hidratados com banhos decrescentes (100%,
90% e 70%) de alcool etilico P.A. e agua destilada (todos os banhos tiveram a duracgéo de 2
minutos). Ap6s o banho de agua destilada as Iaminas foram mergulhadas nos corantes
especificos, que serdo citados abaixo. Depois do tempo necessario em cada corante, as
laminas passaram por banhos de &gua destilada para retirada do excesso de corante.
Posteriormente, as laminas foram desidratadas atraves de banhos crescentes (70%, 90% e
100%) em &lcool etilico P.A. e diafanizadas por 3 banhos de xileno, cada banho teve a
duracdo de 2 minutos. As laminas foram montadas com entelan e laminula para posterior

visualizacdo no microscopio de luz.

2.6.1 Coloracdo com Hematoxilina-Eosina

Apds a desidratacdo dos cortes, estes foram corados com hematoxilina por 6 minutos.
Seguidamente corados com eosina por 3 minutos.

Essa técnica de histol6gica tem como objetivo corar os nucleos das células de roxo, e 0
citoplasma de rosa.

O material foi visualizado no microscépio Olympus BX51 e com as imagens

capturadas através da camera DP-72 da Olympus, com software préprio.

2.6.2 Coloracdo com vermelho de picrosirius red

Ap0s o banho de agua destilada as laminas foram coradas com solucéo de vermelho de
picrosirius por 30 minutos. Posteriormente, as laminas foram mergulhadas em solucdo de

acido cloridrico a 0,1N por 2 minutos, seguidamente lavadas em agua destilada para retirada
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do &cido e mergulhadas em hematoxilina por 6 minutos. Nessa coloracao foi a utilizado um
microscopio de luz polarizada (Microscépio Olympus BX51) para observacdo do material
Essa técnica foi utilizada pelo fato de ser um método histoldgico especifico para
deteccdo do colageno, sendo til no estudo da distribuicao estrutural e diferenciada dos tipos
de colagenos, pelo fato da birrefringéncia da molécula estudada demonstrar diferentes

intensidades de cores.

2.7 Técnica Imunohistoquimica

Uma parte das amostras foi utilizada para identificacdo, através da técnica de
imunohistoquimica, da expressao de determinas das proteinas no tecido analisado.

As laminas foram clarificadas e hidratadas conforme descrito no item 3.6 (anélise
histologica). Apds o banho de &gua destilada, as I&minas foram transferidas para camara
umida. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado por 15 minutos, através do perdxido
de hidrogénio a 3%. A retirada do excesso de peroxido de hidrogénio a 3% foi realizada com
3 banhos em tampdo PBS de 5 minutos cada. Foi realizada recuperagdo antigénica por 20
minutos, através de tampdo citrato pH 6,0 a 96°C. O excesso foi retirado através de 3 banhos
em tampdo PBS de 5 minutos cada. A reacdo das amostras com PBS/BSA a 3% por 20
minutos foi realizada para que ocorresse o bloqueio de sitios inespecificos. Apds este
intervalo de tempo ocorreu a incubacdo da amostra com o anticorpo primario (diluido em
PBS/BSA a 1%) por 18 horas a 4°C. Apos este periodo o excesso de anticorpo primario foi
retirado com 3 banhos em tampédo PBS, de 5 minutos cada. Seguidamente foi realizada a
incubacdo do anticorpo secundério, conjugado com biotina (DAKO®) durante 30 minutos, e
retirado o excesso do anticorpo secundario através de 3 banhos em tampéao PBS de 5 minutos
cada. A incubacdo com com streptavidina (utilizado para se conjugar a biotina do anticorpo
secundario e com isso amplificar o sinal da reagdo antigeno-anticorpo (KIT DAKO®)) foi
realizada durante 20 minutos. Passado esse intervalo o excesso de streptavidina foi retirado
por lavagem Unica em tampdo PBS. Apos essa lavagem foi aplicado uma gota de DAB (KIT
DAKO®) durante 20 segundos, para evidenciar a reacdo antigeno-anticorpo, tornando
possivel a visualizagdo da mesma ao microscopio de luz. A reacdo com o DAB foi
interrompida através da colocacdo das Iaminas em &gua destilada. O material foi contra

corado com hematoxilina por 1 minuto. Apdés a contra coloragdo as amostras foram
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desidratadas, diafanizadas e montadas, conforme descrito no item 3.6 (anélise histoldgica). O
quadro 2 mostra os anticorpos utilizados no projeto com as diluigdes utilizadas e os
fabricantes. O material foi visualizado no microscépio Olympus BX51 e com as imagens

capturadas através da camera DP-72 da Olympus, com software préprio.

Anticorpo Diluicao Fabricante Cadigo

TGF-beta 1 1:200 Santa Cruz Sc-146

Quadro 2: Anticorpo utilizado no projeto, diluigéo utilizada e fabricante.

2.8 Processamento para microscopia eletronica de varredura

Os fragmentos de pele apds terem sido fixados por 48 horas em glutaraldeido a 2,5%
passaram por 3 lavagens em tampao cacodilato de 15 minutos cada. Foi realizada uma pds
fixacdo com tetroxido de ésmio e ferrocianeto de potéssio durante 60 minutos. Apds a pos
fixacdo com tetroxido de désmio, ocorreu uma nova etapa de 3 lavagens com tampédo
Cacodilato por 15 minutos cada. Decorridas as lavagens foi realizada uma etapa de
desidratacdo das amostras através de banhos de 30 minutos em concentracdes crescentes de
acetona P.A. (30%, 50%, 70%, 90%e dois banhos de 100%).

A partir da desidratacdo foram realizadas as etapas de ponto critico (que consiste na
substituicdo do solvente por CO;) no aparelho Critical Point Dryer CPD2 e metalizacdo
(realizacdo de uma camada fina de material condutor) no aparelho Sputter Coater 108
Cressington. Ap6s essas etapas o material foi visualizado no microscépio eletronico de
varredura LEO 1450 VP.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo macroscépica

3.1.1 Grupo 10 Gy

Foi observado predominantemente o aparecimento de eritema (figura 3 A),
descamacéo seca (figura 3 B) e descamacédo umida com formacéo de exsudato inflamatorio na
pele de alguns animais. Ap6s 15 dias (figura 3 C) a pele dos animais ja se encontrava
completamente cicatrizada e com o crescimento normal de pélos. Seguindo os critérios do

RTOG as lesdes visualizadas foram de grau I e II.

C

Figura 3: Lesdes radioinduzidas em animais irradiados com dose de 10 Gy. A — 3
dias ap0s irradiacdo; B — 5 dias; C — 15 dias e D — 25 dias
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3.1.2 Grupo 40 Gy

Observou-se na pele dos animais o aparecimento inicial de eritema (figura 4 A)
evoluindo para descamacdo seca (figura 4 B) e posteriormente descamacdo Umida com
formacdo de exsudato inflamatorio (figura 4 C). Pode-se visualizar também que as lesdes
geradas foram bem semelhantes as queimaduras (figura 4 D) que freqlientemente aparecem
em pacientes tratados com radioterapia e em acidentados. Houve uma evolucdo temporal da
lesdo até o 12° apds esse periodo visualizam-se as linhas de contracdo (figuras 4 E),
indicando a cicatrizacdo da lesdo. Apos 76 dias ocorreu a cicatrizagao das lesdes (figura 4 F),
porém sem o crescimento normal de pélos no local irradiado. Seguindo os critérios do RTOG

as lesdes visualizadas foram de grau Il e 11I.
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10 dias 15 dias

100 dias

Figura 4: Les6es radioinduzidas em animais irradiados com dose de 40 Gy. A — 3 dias apés
irradiacdo; B — 5 dias; C — 10 dias, D — 15 dias; E — 25 dias e F — 100 dias
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3.1.3 _Grupo 60 Gy

Nesse grupo foi observado que as lesdes foram bem mais agressivas, devido a alta
dose cujo os animais foram submetidos. Visualizou-se que as lesdes foram evoluindo em todo
campo irradiado (figura 5 A), algumas com pontos de sangramento (figura 5 B), descamacéao
umida bem acentuada (figura 5 C e D), mesmo apds 80 dias a pele de alguns animais nédo se
encontravam cicatrizadas (figura F). Algumas das lesdes visualizadas se assemelham a lesdes
ocasionadas em diversos acidentes radioldgicos (figura 5 E), como se pode verificar na figura

5. Seguindo os critérios do RTOG as lesdes visualizadas foram de grau 1l e IV.



10 dias 15 dias

100 dias

Figura 5: Lesdes radioinduzidas em animais irradiados com dose de 60 Gy. A — 3 dias
apos irradiacdo; B — 5 dias; C — 10 dias, D — 15 dias; E — 25 dias e F — 100
dias
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3.2 Avaliagdo da microscopia de luz

3.2.1 Resultados da técnica de histoldgica

3.2.1.1 Grupo 10 Gy

3.2.1.1.1 Coloragdo com Hematoxilina — Eosina

Ap06s 10 dias (figura. 6. D) de irradiacdo nao foi visualizado alteragdo significativa.
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Figura 6: Fotomicrografias de cortes histolégicos corados com HE, dos animais irradiados
com 10 Gy. A- grupo controle; B - grupo 0 dias, C — grupo 5 dias; D — grupo 10
dias; E — grupo 25 dias. Barra = 100 pum.
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3.2.1.1.2 Coloragéo com PicroSirius Red

Foi observada birrefringéncia amarelada nos grupos 5, 10 e 25 dias (figura7 C, D e E,
respectivamente). No grupo 5 dias foi observado o encurtamento de alguns feixes de fibras de
coladgeno na regido da derme papilar. No grupo 10 dias observou-se 0 encurtamento nessa
mesma regido, além de algumas fibras estarem mais espessas, podendo indicar um
aglomerado destas. No grupo 25 dias, foi observado um paralelismo das fibras em relacéo a

epiderme.
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Figura 7: Fotomicrografias de cortes histologicos corados com picrosirius red, dos
animais irradiados com 10 Gy. A- grupo controle; B - grupo O dias, C —
grupo 5 dias; D — grupo 10 dias; E — grupo 25 dias. Barra = 100 um
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3.2.1.2 Grupo 40 Gy

3.2.1.2.1 Coloragdo com Hematoxilina — Eosina

Apo6s 5 dias (figura 8 C) de irradiacdo foi visualizado um intenso infiltrado
inflamatdério composto por muitos polimorfonucleares (figura 9 A), demonstrando a fase
aguda da inflamacéo; regides de lesdo, onde observou-se a crosta formada, além de regides
com pouca matriz extracelular, onde foram encontradas muitas células inflamatérias (figura 9
B); e outras regibes com adelgacamento das fibras de colageno. O infiltrado inflamatorio
persiste nos grupos 10 e 15 dias, no grupo 10 dias (figura 8 D) em regides mais profundas da
derme reticular se pode observar fibras colagenas mais espessas (figura 9 D), porém no grupo
15 dias (figura 8 E) foi visualizado um adelgacamento dessas fibras (figura 9 C). No grupo 25
dias foi (figura 8 F) observado uma reducéo do infiltrado, regides com fibras mais delgadas e
outras com fibras mais espessas. Ocorreu a cicatrizacdo da area lesionada com regibes de
acantose (figura 9 E). No grupo 100 dias (figura 8 G) foi observado, na regido mais profunda
da derme reticular, fibras de coldgeno delgadas em contraste com outras mais espessas, além

de um tecido cicatrizado bem caracteristico (figura 9 F), com regides de acantose.



Figura 8: Fotomicrografias de cortes histologicos corados com HE, dos animais
irradiados com 40 Gy. A- grupo controle; B - grupo 0 dias, C — grupo 5 dias;
D — grupo 10 dias; E — grupo 15 dias; F — grupo 25 dias; G- grupo 100 dias.
Asterisco — infiltrado de polimorfonucleares; FCD — fibras de colageno
delgadas; FCE — fibras de colageno espessas; TC — tecido cicatrizado; F —
fibrose; AC — acantose. Barra = 100 um.
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Figura 9: Fotomicrografias de cortes histologicos corados com HE, dos animais irradiados
com 40 Gy. A- infiltrado inflamatério composto por polimorfonucleares
(asterisco); B — regido com escassez de matriz extracelular e com células

inflamatdrias (estrela), C — fibras de colageno delgadas (FCD); D — fibras de
colageno espessas (FCE); E — acantose (AC); F — tecido cicatrizado (TC). Barra
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3.2.1.2.2 Coloracéo com PicroSirius Red

Apols a irradiacdo no grupo O dia (figura 10 B) foi observado colageno com
birrefringéncia vermelho, podendo ser indicativo de colageno tipo 1, alem da visualizacdo do
encurtamento significativo dessas fibras; o mesmo ocorrendo 5 dias (figura 10 C) apds a
irradiacdo. Nos grupos 10 e 15 dias (figura 10 D e E, respectivamente) foi observado na
derme reticular profunda, coldgeno com birrefringéncia para o amarelo e fibras mais
alongadas, porém foi visualizado o encurtamento das fibras na regido da derme reticular
superficial. Nos grupos 25 e 100 dias (figura 10 F e G, respectivamente) verificou-se uma

equivaléncia entre a birrefringéncia das fibras de colageno e fibras encurtadas e alongadas.
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes histol
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3.2.1.3 Grupo 60 Gy

3.2.1.3.1 Coloragdo com Hematoxilina — Eosina

No grupo 5 dias (figura 11 C) foi observado um infiltrado inflamatério com muitos
polimorfonucleares (figura 12 A) mais concentrado na regido da derme reticular mais préxima
da derme papilar (que foi perdida na lesdo) e uma crosta no local da lesdo, observou-se
formacéo de tecido de granulacéo, alem de regibes com adelgacamento das fibras (figura 12
B). No grupo 10 dias (figura 11 D) ainda observa-se tecido de granulagdo na area da leséo e o
inicio de fibrose (figura 12 C) e celulas inflamatorias em toda derme reticular. Foram
visualizadas fibras de coladgeno delgadas e fibras mais espessas em diferentes regifes da
derme reticular no grupo 15 dias (figura 11 E). Apds 25 dias (figura 11 F) as fibras de
coldgeno encontravam-se espessas, a lesdo ainda persistia porem nas regides cicatrizadas
houve o aparecimento de acantose. O infiltrado inflamatdrio ainda era expressivo em toda a
derme reticular (figura 12 D e hipoderme). No grupo 100 dias (figura 11 G) observou-se
regibes em toda a derme com adelgacamento das fibras de colageno, acantose em algumas
regides, discreto infiltrado inflamatdério. Num dos animais irradiados com essa dose foi
visualizado a completa alteracdo morfoldgica da pele, indicando a necrose daquele tecido
(figural2 EeF).



Figura 11: Fotomicrografias de cortes histolégicos de pele dos animais irradiados com
60 GY corados com HE. A- grupo controle; B - grupo 0 dias, C — grupo 5
dias; D — grupo 10 dias; E — grupo 15 dias; F — grupo 25 dias; G- grupo 100
dias. FCD - fibras de colageno delgadas; F — fibrose; AC — acantose;
asterisco — infiltrado inflamatério. Barra = 100 um
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Figura 12: Fotomicrografia de cortes histolégicos corados com HE, dos animais irradiados
com 60 Gy. A- infiltrado inflamatoério composto por polimorfonucleares
(asterisco); B —fibras de colageno delgadas (FCD); C- formacdo de tecido de
granulacdo (TG); D — infiltrado inflamatdrio na derme reticular; E e F — necrose

(Ne). Fotomicrografias A, B e F Barra = 50 pum;Fotomicrografias C, D e E Barra =
100 pm
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3.2.1.3.2 Coloracéo com PicroSirius Red

No grupo 5 dias (figura 13 C) foi observado disposicdo perpendicular das fibras de
colageno na derme, além do seu encurtamento, em algumas regides. Os grupos 10, 15 (figura
13 D e E, respectivamente) apresentam coldgeno com birrefringéncia para vermelho, podendo
ser indicativo de colageno tipo 1 e foi visto o encurtamento significativo dessas fibras, sendo
que isso ocorre em quase toda derme reticular. No grupo 25 dias (figura 13 F) o colageno
mostra uma birrefringéncia para o amarelo, o que pode indicar ser colageno tipo 3, que se
encontrava encurtado. J& em 100 dias (figura 13 G) ap0s a irradiacdo, as fibras de coldgeno

encontravam-se paralelas a epiderme com a cor mais amarelada.



54

AR

Figura 13: Fotomicrografias de cortes histologicos corados com picrosirius red, dos animais
irradiados com 60 GY. A- grupo controle; B - grupo 0 dias, C — grupo 5 dias; D —
grupo 10 dias; E — grupo 15 dias; F — grupo 25 dias; G- grupo 100 dias. Barra =
100 um



55

3.2.2 Resultados da técnica de imunohistogquimica

3.2.2.1 Grupo 10 Gy — Anti-TGF-beta

No grupo 5 dias (figura 14 D) foi observado uma discreta expressdo dispersa pela
derme reticular com pontos de maior expressao; no grupo 10 dias (figura 14 E) a expressao da
citocina foi mais intensa tanto na derme papilar quanto na reticular. Nao foi visualizada

expressao no grupo 25 dias (figura 14 F).



Figura 14: Fotomlcrograflas de cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-
TGF-betal, dos animais irradiados com 10 GY. A- controle negativo; B -
grupo controle, C — grupo 0 dia; D — grupo 5 dias; E — grupo 10 dias; F —
grupo 25 dias. As setas e cabecas de setas indicam a expressdo do TGF-betal.
Barra = 100 pm
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3.2.2.2 Grupo 40 Gy — Anti-TGF-beta

O inicio da expresséo da citocina ocorreu horas apos a irradiacao visualizado no grupo
0 dia (figura 15 C), houve um aumento dessa expressao nos dias 5, 10, 15 e 25 (figura 15 D,
E, F e G respectivamente), com posterior decréscimo no grupo 100 dias (figura 15 H). No
grupo 5 dias a expressao foi mais visivel em algumas regides e dispersa pela derme reticular
(figura 16 A); nos grupos 10 e 15 dias a expressao foi mais significativa na derme reticular,
logo abaixo da area lesionada (figura 16 B), onde é possivel observar algumas células
sintetizando essa citocina (figura 16 C). No grupo 25 dias, foi observado a expressao dessa
citocina nas células da epiderme (figura 16 D) e em algumas regiGes da derme. Apo6s 100 dias

de irradiacédo a expressao foi equiparada com a do controle (figura 15 B).
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Figura 15: Fotomicrografias de cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-
TGF-betal, dos animais irradiados com 40 GY. A- controle negativo; B -
grupo controle, C — grupo 0 dia; D — grupo 5 dias; E — grupo 10 dias; F —
grupo 15 dias; G — grupo 25 dias; H — grupo 100 dias. As setas indicam a
expressdo do TGF-betal, Ac- acantose, TC — tecido cicatrizado, F — fibrose,
FCD —fibras de colageno delgadas. Barra = 100 um
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Figura 16: Fotomicrografias de cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-
TGF-betal, dos animais irradiados com 40 GY. A- grupo 5 dias, expressdo da
citocina (asterisco); B - grupo 10 dias, expressao logo abaixo da area lesionada
(asteristico), C — grupo 15 dias, as setas indicam algumas células expressando
a citocina TGF-betal; D — grupo 25 dias a seta mostra células da epiderme
sintetizando TGF-betal e acantose (AC). Barra =50 um
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3.2.2.3 Grupo 60 Gy — Anti-TGF-beta

Foi observado o inicio da expressdo da citocina TGF-beta, 5 dias(figura 17 D) apds a
irradiacdo, a qual mostrou-se intensificada nos grupos 10, 15 e 25 dias (figura 17 E, F e G,
respectivamente). Essa expressdo foi difusa pela derme reticular, porém visualizou-se uma
maior expressdo em algumas &reas da derme papilar (figura 18 A) ou logo abaixo da érea
lesionada (figura 18 B), e no tecido de granulacdo (figura 18 C). Na hipoderme, também se
pode visualizar sua expressdo. E possivel visualizar a expressdo desta citocina por algumas
células (figura 18 D). Observou-se marcacdo logo abaixo da epiderme hipertrofiada
(acantose) (figura 18 E) e em regides com necrose (figura 18 F)



Figura 17: Fotomicrografias de cortes histologicos imunomarcados com anticorpo anti-
TGF-betal, dos animais irradiados com 60 GY. A- controle negativo; B -
grupo controle, C — grupo 0 dia; D — grupo 5 dias; E — grupo 10 dias; F —
grupo 15 dias; G — grupo 25 dias; H — grupo 100 dias. As setas indicam a
expressao do TGF-betal, Ac- acantose, F — fibrose. Barra = 100 um
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Figura 18: Fotomicrografia de cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-TGF-
betal, dos animais irradiados com 60 GY. A e B- grupo 5 dias, expressdo da
citocina (asterisco), regibes com fibrose (F) e acantose (AC) na regido
cicatrizada; C — grupo 25 dias expressdo da citocina (asterisco), regibes com
fibrose (F) , D — grupo 25 dias algumas células expressando a citocina TGF-
betal; E e F — grupo 100 dias, regides com acantose (AC), fibras de colageno
delgadas (FCD) e necrose (Ne). Barra = 50 pm
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3.3 Avaliacdo da microscopia eletronica de varredura

3.3.1 Grupo 10 Gy

Visualiza-se um adelgacamento das fibras de coldgeno logo abaixo da leséo. As fibras
de colageno possuem suas caracteristicas morfologicas integras nos grupos 10 e 25 dias
(figura19 B, C e D).

Figura 19: Micrografias eletronicas de varredura dos animais irradiados com 10 Gy. A — grupo
controle onde € possivel visualizar o aspecto morfologico caracteristico das fibras de
colageno; B — grupo 5 dias visualiza-se fibras de colageno delgadas (FCD); C — grupo
10 dias aspecto geral do tecido; D — grupo 25 dias tecido com aspecto caracteristico.
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3.3.2 Grupo 40 Gy

As fibras de colageno ndo possuem mais suas caracteristicas morfologicas (figura 20
B). No grupo 10 dias foi observado o adelgacamento de algumas fibras de colageno (figura 20

C). No grupo 25 dias foi observado um adelgacamento das fibras de colageno (figura 20 D).

Figura 20: Micrografias eletrénicas de varredura dos animais irradiados com 40 Gy. A — grupo
controle onde é possivel visualizar o aspecto morfologico caracteristico das fibras de
colageno; B — grupo 5 dias visualiza-se fibras de coldgeno sem seu aspecto
morfologico caracteristico; C — grupo 10 dias observa-se o adelgacamento das fibras
de colageno; D — grupo 25 dias visualiza-se fibras de colageno delgadas.
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3.3.3 _Grupo 60 Gy

No grupo 5 dias foi visualizado as fibras de colageno com suas caracteristicas
morfologicas normais (figura 21 B). No grupo 10 dias as fibras de coldgeno ndo apresentam
sua morfologia caracteristica (em forma de feixes) (figura 21 C). 25 dias apds a irradiacao
observa-se infiltrado inflamatdrio da epiderme (figura 21 D) além de uma matriz extracelular

com as fibras de coldgeno morfologicamente alteradas, sem o aspecto de feixes (figura 21 D).
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Figura 21: Micrografias eletrbnicas de varredura dos animais irradiados com 60 Gy. A — grupo
controle onde é possivel visualizar o aspecto morfologico caracteristico das fibras de
colageno; B — grupo 5 dias aspecto geral do tecido, C — grupo 10 dias aspecto geral do
tecido, ndo visualiza-se 0 aspecto de feixes das fibras de colageno; D — grupo 25 dias
observa-se uma matriz extracelular com as fibras de colageno alteradas e infiltrado
inflamatorio.
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4 DISCUSSAO

A radioterapia tem sido utilizada como parte do tratamento oncoldgico, concomitante
ou ndo com outras técnicas terapéuticas, e tem melhorado o prognostico de varias doencas
neoplésicas, reduzindo a chance de recidivas (Boema et al, 2005). Devido ao aumento da
sobrevida dos pacientes, diversos efeitos colaterais vém sendo relatados provenientes dessa
pratica. Dentre os efeitos colaterais podem ocorrer complicacdes na pele, que podem aparecer
horas apos a irradiacéo (Boema et al, 2004; Boema et al, 2005; Charniot et al, 2006).

Apesar de todos os cuidados em radioprotecdo, que vem sendo tomados pelos
governos dos diversos paises e fiscalizados por varios 6rgdos internacionais, tais como a
Agencia Internacional de Energia Nuclear, a crescente utilizacdo de fontes radioativas nas
areas industriais e médicas fazem com que o risco de um acidente radiologico ainda seja
elevado, colocando em risco a salde e até mesmo a vida de muitas pessoas, pois geralmente
as doses recebidas séo elevadas podendo ocasionar a sindrome cutanea da radiagdo (IAEA).

Ha algumas décadas a pele ndo era um drgdo de interesse para estudo, porém essa
visdo vem sendo alterada ao longo dos anos, devido a observacdo de alguns autores de que a
pele é um 6rgdo fundamental, uma vez que é uma barreira contra agentes patolégicos de
diversas origens, tais como bactérias, fungos, radiacdo ionizante entre outros. Desta forma
torna-se de suma importancia estudos mais aprofundados sobre esse érgdo, para a melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos em seu reparo. Caso ocorra um reparo inadequado
ou se a homeostase for afetada, o organismo como um todo pode sofrer conseqiiéncias
prejudiciais (Valverde, 2003; Brasileiro et al,2004).

O presente estudo teve como objetivo acompanhar, in vivo as possiveis alteracfes na
pele, originadas da exposicdo a radiacdo ionizante. Para tanto, foram utilizados, como
modelos, ratos Wistar, expostos a diferentes doses (10, 40 e 60 Gy).

As alteracdes induzidas pela radiagdo na pele vém sendo associadas a mudancas, na
disposicdo e na concentracdo do coldgeno, o maior componente da matriz extracelular. A
citocina TGF-betal foi objeto de estudo juntamente com o colageno, devido ao fato da
literatura sugerir que essa citocina seja uma das responsaveis pelo aumento da producédo de
matriz extracelular por varios tipos celulares (tais quais fibroblastos, macrofagos, células
endoteliais, queratindcitos, entre outros) em tecidos lesionados. A citocina TGF-betal
também age na regulacdo de metaloproteases, afetando com isso o processo de degradacao da

matriz. A intensa expressao desta citocina na pele irradiada pode desencadear o processo de
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fibrose e, consequientemente, afetar a homeostase deste 6rgdo devido ao acimulo de matriz.
(Oishi et al, 2002; Flanders et al, 2002; Flanders et al, 2003; Xiao et al, 2006; Verrecchia e
Mauviel, 2007; Muller et al, 2007;). Entre outras funcdes do TGF-betal pode-se citar seu
papel na regulacdo da inflamacé&o fisioldgica e patoldgica e na fibrose.

Seguindo os critérios do RTOG os animais irradiados com 10 Gy foi visualizado
lesGes de grau | e I, na dose de 40 Gy o grau das lesdes foram 1l e 11l e os animais irradiados
com 60 Gy foi visualizado lesBes de grau Il e IV (Cox et al, 1995).

Segundo Flanders e colaboradores, (2003) estudos em roedores mostraram que cinco
semanas apos a irradiacdo a pele de alguns animais encontrava-se com ulceracéo na epiderme,
inflamacdo cutanea grave, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho,
mostrando que as lesdes iniciais radioinduzidas caracterizam-se por eritema, descamacao seca
e Umida, e ulceracdo resultante da infiltracdo de células inflamatdrias. E possivel observar
hipertrofia (acantose) na epiderme irradiada. Outro resultado encontrado é a deposicdo de
matriz fibrosa anormal tanto em quantidade e qualidade. Essas sequielas fibrdticas sdo uma
complicacdo indesejada na radioterapia e nos acidentes, gerando um impacto na qualidade de
vida dos pacientes (Flanders et al, 2002; Flanders et al, 2003).

Tem sido relatado que a exposicdo a radiagfes ionizantes aumenta a produgdo do
TGF-betal dentro de vérias horas ap6s a irradiacdo persistindo por meses. A radia¢do induz
uma cascata permanente de citocinas inflamatérias e fibrogénicas que levam a fibrose. Os
dados obtidos no presente trabalho através da imunomarcacao para expressao do TGF-betal
demonstram um quadro progressivo o que € corroborado com resultados encontrados na
literatura (Flanders et al, 2002; Flanders et al, 2003; Xiao et al, 2006; Muller et al, 2007)
mostrando o recrutamento de mais células inflamatdrias para o local da injuria e com isso
manutencdo por um longo periodo dos niveis de TGF-betal na pele irradiada. A manutencéo
desses niveis é dose dependente, o que ficou evidente nos resultados obtidos nesse trabalho.
Os niveis elevados de TGF-betal sugerem o acometimento de fibrose radioinduzida na pele
dos animais irradiados. Segundo Muller, (2007) e Flanders, (2003) queratindcitos e
fibroblastos sdo produtores de niveis elevados de TGF-betal apds a irradiagéo.

O efeito da radiacdo parece ser um processo multicelular, que é mantido através da
comunicacdo entre diversas células (Rodemann e Bamberg, 1995). Essa interacdo, de
diferentes tipos celulares (células endoteliais, macréfagos, mondcitos, mastocitos e
fibroblastos) envolve a reprogramacdo genética das células que passam a expressar, dentro de

poucas horas, ap0s a exposicdo a radiacdo, uma serie de mediadores. Essa modulacéo inicial
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na expressdo desses genes pode estar relacionada com efeitos tardios da irradiacéo
(Basavaraju e Easterly, 2002; Boema et al, 2005).

Quando se trata de um tecido irradiado em longo prazo, 0 que se destaca € a morte por
necrose. Todos os tecidos afetados por uma avancada fibrose induzida pela irradiacdo tém o
risco de desenvolver radionecrose (Delanian e Lefaix, 2004; Delanian e Lefaix, 2007)

Alguns estudos demonstram que ap0s a irradiacdo, o que se observa é a proliferacdo
irregular de células endoteliais, conduzindo a formacao de capilares, com irregularidades, no
diametro e na forma. Porem com o passar dos dias observa-se uma redu¢do do numero de
capilares, o que reflete na progressdo da fibrose, por causa de um suprimento sanguineo
inadequado do parénquima (Baker e Krochack, 1989; Onoda et al, 1999; Basavaraju e
Easterly, 2002; Boerma et al, 2004; Schultz-Hector e Trott, 2007; Wang et al, 2007) E
oportuno ressaltar que, em todos os artigos, 0s autores sugerem que as lesdes observadas sdo
agravadas com o tempo e com a dose da irradiagcdo. Foi observado neste trabalho que o
infiltrado inflamatdrio era mais intenso nos grupos intermediarios (5,10 e 15 dias), o0 que
mostra que esse periodo é critico para o processo de reparo tecidual, uma vez que uma fase
inflamatdria prolongada prejudica a cicatrizacdo, além de ocasionar uma maior expressdo da
citocina TGF-betal pelos diversos tipos celulares. A persisténcia dessa fase inflamatoria e
expressdo do TGF-betal ocorre pela sua acdo quimiotatica, ocasionando com isso um
recrutamento de mais células inflamatérias, além de aumentar sua producdo, devido a esse
feedback positivo ocasionado pela sua concentracdo no local da injdria (Rube et al, 2002;
Flanders et al, 2002; Flanders et al, 2003; Amadeu et al, 2008).

Os resultados visualizados no presente trabalho levam a crer que além da deposicédo
anormal de MEC em algumas regiGes, caracterizando fibrose, em outras € possivel observar a
escassez da mesma, indicando a participacdo de metaloproteases nessa regido. AS
metaloproteases estariam degradando o colageno presente nessa regido (Oishi et al, 2002).

Através da analise ultraestrutural dos feixes de colageno, indica a substituicdo de um
tipo de colageno mais resistente (Col 1) por outro com fibrilas do tipo Il mais finas. A
fragilidade que esse adelgacamento ocasionada na pele tende a prejudicar sua resisténcia,
podendo desta forma inferir danos ao organismo dos pacientes, que serdo submetidos a
tratamento radiologico ou a exposicdo acidental, devido ao fato da pele exercer varias
funcOes, dentre as quais destaca-se protecao, termorregulacdo, percepcdo, metabolizacdo de
horménios entre outras. E conseqiientemente afetando a qualidade de vida dos pacientes e
acidentados (Oishi et al, 2002; Bhavsar et al, 2009; Tang et al, 2010).
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Neste trabalho foram visualizados o adelgacamento de fibras de coldgeno em todas as
doses utilizadas, 0 mesmo foi mais expressivo nas doses de 40 e 60 Gy em virtude ao maior
dano gerado por essas doses na pele irradiada. Esse resultado pode indicar uma fragilidade da
pele irradiada, devido ao fato da pele ser composta por 75% de colageno, além do mesmo ser
responsavel pela firmeza e integridade da pele. Esse resultado visualizado é corroborado pelos
dados encontrados na literatura (Clark et al, 1993; Brasileiro et al, 2004)

O encurtamento visto nos grupos intermediarios das doses utilizadas indica que essa
pele ndo possui mais sua caracteristica morfoldgica normal, o que pode acarretar a perda de
sua funcdo e consequentemente uma diminuicdo na sua capacidade de resisténcia a choques
fisicos, o que é visualizado em alguns acidentes radiolégicos, onde o paciente é acometido por
uma recidiva da lesdo meses ap06s a cicatrizacao (Valverde, 2003).

Foi visualizado encurtamento das fibras e a disposicdo mais perpendicular entre elas,
caracterizando o processo de remodelamento tecidual em relacdo ao coldgeno nos animais
com doses mais altas e com numero de dias elevados. Também foi visto a hialinizacdo da
matriz indicando uma modificacéo estrutural da mesma.

No presente trabalho foi observada uma curva dose-resposta em relacdo ao reparo
tecidual cutdneo. Os resultados obtidos nos diferentes grupos de doses utilizadas
demonstraram que a dose mais baixa devido ao discreto infiltrado inflamatdrio visualizado
ndo houve o comprometimento da cicatrizacdo das lesbes radioinduzidas, o0 mesmo nao
ocorrendo nas doses mais altas. No grupo de animais irradiados com 40 Gy foram
visualizadas lesdes mais agressivas e com um significativo infiltrado inflamatério o que
ocasionou um atraso na cicatrizacdo dessas lesdes. Neste caso puderam ser observadas regides
de acantose, além de alteracdes morfoldgicas no tecido irradiado, indicando a ocorréncia de
fibrose radioinduzida. No grupo 60 Gy o infiltrado inflamatério observado também foi muito
significativo, acarretando atraso na cicatrizacdo. Os resultados corroboram com dados
descritos na literatura onde o prolongamento da fase de inflamagdo acarreta prejuizo ao
processo de reparo tecidual cutaneo adequado (Amadeu et al, 2008; Bhavsar et al, 2009; Tang
et al, 2010).

Classicamente, os efeitos tardios provocados pela radiagdo em um tecido normal eram
vistos como inevitaveis, progressivos e nao trataveis. Atualmente os efeitos induzidos pela
radiacdo sdo vistos como dindmicos, onde varias celulas interagem e que podem ser

modulados.
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Em vista dos resultados obtidos, os quais encontram-se apoiados com o encontrado na
literatura, entende-se que seja de extrema importancia a elaboracdo de técnicas e/ou
estratégias de protecdo para a pele antes dos pacientes serem submetidos ao tratamento
radioterapico. Estas estratégias podem ser de cunho bioldgico através de fitoterapicos, por
exemplo, que preparem as células (ou tecidos) para receberem a radiacdo ionizante. Desta
forma, com o 6rgéo fortalecido é possivel a reducdo dos efeitos radioinduzidos.

Desta forma, conhecendo-se a evolucdo de uma complicacdo, é possivel fazer-se mais
efetivo o desenvolvimento ou o aprimoramento de estratégias terapéuticas com a finalidade de
minimizar os efeitos colaterais e proporcionar uma melhoria da qualidade de vida dos
pacientes. E no momento em que se pretende reduzir os efeitos colaterais com um

determinado tratamento, pode-se inferir que os gastos futuros serdo minimizados.
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5 CONCLUSAO

Em ratos irradiados, a presenca de reparo tecidual cutaneo é constatada.

As doses maiores (40 e 60 Gy) correspondem as mais deletérias. O estudo parece
sugerir um limiar de dose para que as alteragdes macroscopicas e microscopicas se
manifestem na pele.

As maiores doses utilizadas induziram um processo inflamatdrio significativo na pele,
ativando o sistema imunoldgico e com isso promovendo um aumento na expressao da citocina
profibrotica TGF-betal.

O prolongamento da fase inflamatéria gerada pela radiacdo ionizante afetou o reparo
tecidual cutaneo.

Ocorre adelgacamento das fibras coldgeno observados na microscopia de luz e

corroborado na microscopia eletrénica de varredura.
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