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RESUMO

A finalidade deste estudo foi avaliar o efeito radioprotetor da carnosina
(B- alanil 1-histidina) na reparacéo tecidual em ratos. Para tanto foram utilizados
48 ratos machos, que foram submetidos ao procedimento cirurgico para confecgao
de uma ferida retangular (2,0 x 1,0cm) na regido dorsal anterior. Os animais foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: grupo controle - animais
submetidos somente ao procedimento cirurgico; grupo irradiado - animais que
receberam dose unica de 6Gy de irradiagao gama, de corpo total, 72 horas apés a
cirurgia; grupo carnosina irradiado - animais que além do procedimento cirurgico e
da irradiacéo, receberam duas doses de carnosina, sendo a primeira administrada
48 horas apoés a cirurgia e a segunda, 1 hora e 30 minutos antes da irradiacdo e
grupo carnosina - animais que receberam todos os procedimentos do grupo
anterior, com excegao da irradiacdo. O processo de reparacao tecidual foi avaliado
aos 4, 7, 14 e 21 dias apos a realizagdo da ferida, por métodos morfoldgicos,
histoquimico e histofisicos. De acordo com as condicdes experimentais
empregadas, pdde-se observar que os animais do grupo carnosina irradidado
apresentaram uma evolugéo do processo de reparo semelhante ao grupo controle,

0 que permitiu concluir que a carnosina € efetiva como substancia radioprotetora.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the radioprotector effect of
carnosine (B- alanil 1-histidine) in the tissue repair in rats. Therefore, 48 male rats
were submitted to a surgical procedure so as to make a rectangular (2,0 x 1,0cm)
wound in the anterior-dorsal region of their bodies. The animals were divided in 4
experimental groups at random: control group: animals that were subjected only to
the surgical procedure; irradiated group: animals that were exposed to one dose
(6Gy) of gamma irradiation, in whole body, 72 hours after the surgery; irradiated
carnosine group: animals which that received, besides the surgical procedure and
the irradiation, two doses of carnosine aquous solution, being the first one injected
48 hours after the surgery, and the second one 1 hour and 30 minutes before the
irradiation and carnosine group: animals that were subjected to all the procedures
from the previous groups, except for the irradiation. The process of tissue repairing
was evaluated on 4, 7, 14, and 21 days after the wound had been produced by
morphological, histochemical and histophysical methods. According to the
experimental conditions used, it could be observed that the animals from the
irradiated carnosine group presented a pattern of wound repairing which was
similar to the control group and it was possible to conclude that the carnosine is an

effective radioprotector substance.



1 INTRODUGAO

A descoberta dos raios X pelo fisico alemao Wilhelm Conrad Rontgen,
em novembro de 1895, possibilitou avaliar, por meio das imagens radiograficas, as
estruturas internas dos organismos vivos, fornecendo detalhes da constituicao e
estrutura anatbmicas as quais, até entdo, somente eram visualizadas pela
dissecacdo em cadaveres. As radiagdes ionizantes sao frequentemente utilizadas
com finalidade terapéutica e de diagndstico médico-odontoldgico. A possibilidade
do uso da radiagdo X provocar efeitos deletérios nos organismos vivos foi
observada logo ap6s a sua descoberta, quando Emil H. Grubbé, fabricante de
tubos a vacuo apresentou, em 1896, uma dermatite localizada em sua méo, a qual

foi considerada como sendo causada pela excessiva exposicao aos raios X.

As radiagdes sao chamadas de ionizantes porque tém a propriedade de
remover elétrons das orbitas dos atomos; esses elétrons podem incorporar-se a
outros atomos, tornando-os instaveis. O mecanismo de acdo das radiacdes
ionizantes pode ser direto e indireto. Direto, quando a energia liberada pela
radiacao atinge diretamente as macromoléculas (acidos nucléicos e proteinas) das
células e de maneira indireta, quando a energia atinge a molécula da agua,
ocasionando a radidlise, formando radicais livres altamente reativos que, além de
reagirem entre si, podem em presenca de oxigénio, provocar interagbées com

enzimas, proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos. Isso resulta em



alteragdes bioquimicas e metabdlicas, dando origem aos efeitos bioldgicos que

podem ser somaticos e/ou genéticos.

A interacao da radiacdo com a matéria, o seu poder de penetragao e a
sua velocidade fazem com que as radiagcdes ionizantes sejam classificadas em
corpusculares e eletromagnéticas. As radiagdes corpusculares ou de particulas
sdo originarias de desintegragdes nucleares ou entdo produzidas artificialmente e
se caracterizam por possuirem massa e carga elétrica. As radiagoes
eletromagnéticas sdo desprovidas de massa, sendo a emissao e transmissao de
sua energia em forma de ondas através do espaco e da matéria. Um tipo de
radiacdo eletromagnética muito utilizado em radioterapia é a radiagdo gama,
altamente energética, com alto poder de penetragdo, podendo ser gerado pelo

isotopo radioativo de cobalto, sendo utilizado o termo cobaltoterapia.

A Radiobiologia, que estuda os fenbmenos decorrentes da interagcao
das radiagdes com os sistemas biolégicos, tem sido muito pesquisada, na
tentativa de se explicar o mecanismo de interagao da radiacdo com a matéria viva,
para minimizar os indesejaveis efeitos bioldgicos. Os radioprotetores tém a
propriedade de proteger o tecido vivo ou, pelo menos, diminuir os danos a ele
causados pela radiacdo. O mecanismo de ag¢ao destas substancias ainda nao esta
claro, porém alguns autores, sugerem que a agao é decorrente da ligagao quimica
entre o radioprotetor e os radicais livres produzidos pela radiacéo, possibilitando
certa protecao aos tecidos vivos ou pelo menos diminuindo os danos causados

pela radiagao.



A carnosina é um dipeptideo que foi descoberto em 1900 por Gulewitch
& Amiradzib de um extrato da carne e sua estrutura quimica foi determinada como
B- alanil 1-histidina por Vigneaud. Pesquisas tém revelado que a carnosina
estimula o processo de reparacéo dos tecidos vivos e tem capacidade de proteger
a peroxidase e lisozimas de serem inativadas pelos radicais livres. Além disso,
diversos autores afirmam que a carnosina previne a peroxidagao do sistema de
membranas, atuando como antioxidante soluvel em agua, protegendo a

membrana celular do efeito da oxidagao.

Tendo em vista as propriedades atribuidas a carnosina, achou-se
oportuno avaliar o seu efeito radioprotetor no processo de reparagao tecidual em

ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 REPARAGAO TECIDUAL E RADIAGAO IONIZANTE

A reparagao tecidual € um processo através do qual o organismo vivo
restaura o tecido lesado, promovendo a substituicdo das células mortas por
células sadias. Dependendo da capacidade regenerativa dos diferentes grupos
celulares que compdem o tecido, tém-se basicamente dois processos de

reparacao tecidual:

-Regeneragao: processo em que as células lesadas sao substituidas
por células do parénquima, do mesmo tipo, algumas vezes nao deixando qualquer

residuo da lesdo inicial.

-Cicatrizacao: processo em que o tecido lesado é substituido por
células especializadas do tecido conjuntivo fibroso, deprimindo a capacidade

funcional do 6rgao ou tecido afetado, resultando em cicatriz.

O processo de reparo inicia-se precocemente com uma inflamacgao, em
que ocorre logo ap6s a producao da ferida, sendo caracterizada pela heméstase
capilar, com presenca de plaquetas e formacdo de fibrina. Ha liberagcdo de
mediadores quimicos que induzem a migragdo de leucdcitos, principalmente
neutrofilos polimorfonucleares. Os mondcitos também estao presentes no local da
injuria e mais tarde se diferenciardo em macréfagos. Apos a remogao dos detritos

necréticos e do exsudato, torna-se possivel o crescimento do tecido de
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granulagao, iniciando a fase proliferativa. Esta fase é caracterizada inicialmente
pela neoformagdo de vasos sanguineos, através do processo chamado
angiogénese ou neovascularizagado, pelo qual as células endoteliais secretam
proteases que degradam a matriz celular, depois migram nos espacgos
perivasculares, proliferam e se alinham para formar novos vasos, seguido pela
proliferacdo acentuada de fibroblastos, que tém a importante funcdo de produzir
fiboras e sintetizar proteoglicanos que compdem a matriz extracelular. A
proliferacdo dos fibroblastos e das células endoteliais forma o tecido de
granulagdo, que possui um aspecto réseo e granular frouxo. A ultima fase
corresponde a maturagao, em que se tem a formagao do tecido conjuntivo fibroso,
conhecido como cicatriz. Portanto, a cicatriz é constituida de tecido conjuntivo,
com presenca de fibras, predominantemente fibras colagenas, e uma matriz
extracelular de proteoglicanos, cuja principal molécula € um glicosaminoglicano

(GAG).

A formacgéao do tecido de granulagao é fundamental para o processo de
reparo. Varios fatores tém sido relatados como prejudiciais ao processo de

reparacao tecidual, como a radiagao ionizante.

A fim de observar o efeito da radiagao aplicada antes e apds o
procedimento operatdrio na cicatrizacido de feridas na pele de ratos, POHLE et al.,
em 1931, realizaram um estudo que de forma secundaria observou a influéncia do
comprimento de onda na reagao biolégica. Foram realizadas feridas de 6cm no

dorso de cada animal, sendo metade irradiada e a outra parte servindo como
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controle. Os resultados mostraram que a irradiagao pré-operatéria, com feixes de
raios X de 100 e 140Kv (quilovoltagem), com dose de 1000R (Roéntgen) e
utilizando um filtro de aluminio de 2,0mm, n&o interferiu no processo de
cicatrizacdo. No entanto, quando a irradiagéo foi pés-cirurgica (24 e 48 horas),

houve um retardo no processo de cicatrizagao, principalmente no grupo 24 horas.

RITCHIE, em 1933, relatou as alteragdes histomorfolégicas provocadas
pela irradiagao pods-operatéria na cicatrizacdo das feridas do trabalho descrito
anteriormente. A irradiacao foi realizada em trés tempos distintos; imediatamente
apos a incisao, 24 horas e 48 horas, sendo avaliados desde o0 12 até 0 92 dia. As
principais caracteristicas histoldégicas encontradas foram: retardo no crescimento
dos fibroblastos, alteracdo no seu desenvolvimento, com produgdao de células
atipicas e formacao de rede de fibrina pobre em células, persistindo além do

tempo normal.

O efeito da radiagdo gama do radio foi pesquisado por NATHANSON,
em 1934, em feridas pds-cirurgicas, confeccionadas no dorso de caes. As feridas
eram equidistantes da linha média, e apenas um lado foi irradiado, para o outro
servir como controle. Foi observada aceleracao da reparacao nas feridas expostas
a doses baixas (60 a 100 miligramas horas) imediatamente apds a incisdo. O
retardo foi evidente em todos os grupos submetidos a altas doses (500 e 1000
miligramas horas) e no grupo em que a irradiagao foi aplicada 24 horas apos a

confeccdo da ferida, todas as doses atrasaram a reparacio provavelmente devido
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ao efeito prejudicial no crescimento das fibras do tecido conjuntivo; no entanto,

nao houve interferéncia na formacao da cicatriz.

Também POHLE et al., em 1949, avaliaram o efeito de baixas doses de
radiacdo X na reparacao tecidual em ratos, sendo realizada uma incisdo de 4cm
no dorso de cada animal, tendo uma das metades da ferida protegida, servindo
como controle. Os animais foram divididos em trés grupos. No primeiro grupo, 0s
animais receberam 150R, 350R e 700R imediatamente apds a realizacdo da
ferida, e durante 14 dias foi observada a reparacdo macroscopicamente. No
segundo grupo as doses foram as mesmas, porém a metade dos ratos de cada
grupo foi irradiada imediatamente apds a cirurgia e a outra metade apds 24 horas,
sendo sacrificados no 32, 5° e 72 dia apo6s incisdo. O terceiro grupo recebeu 25R e
10R imediatamente ou apds 24 horas da incisao, sendo sacrificados no 3° e 5%dia
apos a cirurgia. Nao houve diferenga macroscépica no tempo de reparagao entre a
porcao irradiada e a controle. Histologicamente, ndo foi observado estimulo de
reparacdo, € quando se notou pequena diferenga no processo de reparacao
favorecendo a porgao irradiada, no caso de pequenas doses, foi devido a reducao
do exsudato, diminuindo a quantidade de fibrina a ser substituida pelo tecido de

cicatrizacao.

STEIN et al., em 1957, estudaram os efeitos da radiagcdo na
cicatrizacdo de feridas de extracbes dentais em ratos, considerando o
desenvolvimento de osteorradionecrose em pacientes submetidos a radioterapia

na regido de cabecga e pescocgo. A irradiacao foi realizada pela colocagédo de uma
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capsula de radénio lateralmente a regido do alvéolo livre, e os efeitos foram
observados em intervalos variando de 1 a 20 dias apds a cirurgia. Ao analisar os
resultados, foi possivel concluir que a cicatrizagao alveolar foi mais lenta e menos
eficiente onde houve menor tempo transcorrido entre a extragcao dental e a

colocacgao da capsula de radénio.

A origem dos fibroblastos durante a formagao do tecido de granulagéo
foi pesquisada por GRILLO, em 1963, utilizando a timidina tritiada como forma de
controlar as células em proliferacdo e os produtos destas divisdes celulares.
Foram utilizados um grupo de cobaias, que sofreu irradiagdo em tempos
diferentes, e um grupo que nao recebeu irradiagdo. A timidina tritiada incorpora-se
ao DNA (Acido Desoxirribonucléico) formado antes da divisdo celular; os
resultados da pesquisa demonstraram haver uma grande ligagao entre a timidina
tritiada com os fibroblastos do tecido de granulagao, tanto no leito aberto da ferida
como na sua area marginal. A principal conclusdo do autor foi que os fibroblastos
presentes no processo de reparo das feridas tém sua origem principalmente das
células do tecido conjuntivo localmente, do que das células provenientes do

sistema vascular.

ROSS et al.,, em 1970, também com o objetivo em determinar a origem
dos fibroblastos, estudaram a cicatrizacido de feridas em uma série de ratos
parabioticos. O fémur de um parabionte de cada par de animais foi protegido e
recebeu 800R de uma bomba de cobalto 60. Trés dias apds a irradiacido foram

feitas incisdes lineares no dorso de cada animal, sendo injetada a seguir timidina

15



tritiada, enquanto nos outros animais foram injetadas timidina ndo marcada. Os
animais foram sacrificados apds a cirurgia decorridos os periodos de 1, 2 e 6 dias,
sendo a ferida preparada para a autorradiografia. Os autores puderam concluir
que ha evidéncias de que os fibroblastos ndo surgem de precursores
hematogénicos e, portanto, devem surgir de células do tecido conjuntivo

adjacente.

A organizacdo macromolecular do tecido de granulagédo foi estudada
por VIZIOLI, em 1971, através da indugdo por esponjas de PVC (policlorovinil)
implantadas subcutaneamente em ratos. Posteriormente a implantacdo das
esponjas, os animais foram sacrificados apds 3, 5, 10, 13, 16, 21 e 28 dias. A
maturagao do tecido de granulagédo ocorre apos a formacéo de colageno, o qual
necessita que haja deposicdo de glicosaminoglicanos (GAGs) no espaco
extracelular, que sao sintetizadas pelos fibroblastos. Quando as moléculas de
GAGs associam-se ao colageno, sao orientadas em diregcdo caracteristica,
tornando-se possivel determinar o momento dessa associagdo através do
dicroismo, com a reacgado histoquimica do azul de toluidina pH (potencial
hidrogeniénico) 4. Desta maneira, foi possivel revelar que a associagédo
macromolecular entre os GAGs e o colageno iniciou-se por volta do 72 dia de
desenvolvimento, ocorrendo assim a organizagao macromolecular do tecido de

granulagao.

REINHOLD & BUISMAN, em 1973, avaliaram o efeito da radiagao X no

endotélio capilar de ratas. Para tanto utilizaram dose unica de 500rad (radiation
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absorved dose) e dose de 500rad aplicada duas vezes no mesmo animal com
intervalo de 24 horas. Apds a irradiagao, foi induzida a proliferagado capilar.
Observaram que nos animais nao irradiados, o tecido cutdneo mostrou-se repleto
de capilares e nos animais irradiados houve reducdo na quantidade de vasos

neoformados, sendo essa reducdo maior com a dose total de 1000rad.

A radioprotecdo quimica contra os efeitos de dose unica de radiagao
ionizante, aplicada em corpo todo de rato foi avaliada por MAISIN et al. (1977).
Utilizaram radiagdao X variando de 100 a 2000R e pesquisaram a ag¢ao dos
seguintes compostos quimicos que foram avaliados individualmente ou
misturados; a (qlutationa, cisteina, sulfato de serotonina-creatina e 2-8
aminoetilisotiourénio, sendo aplicados entre 5 a 25 minutos antes da irradiagao, os
animais foram acompanhados durante 30 dias para, entdo, calcularem a
longevidade. A mistura dos radioprotetores aumentou o grau de protegdo quando
comparado a cada substancia separadamente e, ambas, protegeram os animais

contra a inducéao pela radiacdo na diminuicdo do tempo de vida.

DROZDZ et al., em 1981, avaliaram o efeito da dose Unica de radiacdo
gama na deposicao de GAGs. Para tanto, utilizaram ratos (Wistar), com peso de
aproximadamente 150 gramas, que foram divididos em dois grupos:, um controle e
um grupo experimental que recebeu uma dose unica de 500R no corpo todo,
totalizando 10 animais para cada grupo. A quantidade de GAGs foi avaliada na

pele, figado, pulméao, soro sangulineo e urina dos ratos irradiados, e revelou que a
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irradiacdo produz disturbios severos no metabolismo; no entanto, o mecanismo

ainda é desconhecido.

As alteracbes na reparacdo de feridas produzidas em pele irradiada
foram abordadas por LUCE, em 1984, citando que as alteracbes mais
significativas sdo devidas a diminui¢gdo do suprimento sanguineo pela obliteragdo
dos vasos, sendo que este fator sobrepbe a outras adversidades, como ma
nutricdo e contaminagdo dos tecidos, sugerindo conduta terapéutica para as
Ulceras provocadas pela radiacao, tais como correcdes de deficiéncias sistémicas,
adequada excisao da ferida necroética, e fornecimento permanente de cobertura

celular vascularizada.

Os efeitos das doses radioterapicas na reparagcao tecidual foram
relatados por MOORE, em 1984, ressaltando que em feridas abertas ocorre a
diminuigdo da espessura do tecido de granulacdo que se torna menos
celularizado, com arquitetura anormal, atrasando a formacdo e maturacdo do
colageno. Como o efeito é dose-dependente, quanto maior a dose, maior a
deplegcao dos fibroblastos e capilares e maior é o atraso. Doses uUnicas menores
que 300rad nao causam atraso e o periodo de maior severidade no atraso da
cicatrizacdo € de poucos dias apds a cirurgia, periodo em que o conjuntivo esta

em intensa proliferacao.

O processo bioldgico da reparagao tecidual foi descrito por CARRICO et

al., também em 1984, discutindo alguns fatores que influenciam o reparo.

18



Concluiram que a reparacao de feridas € um mecanismo de interagdo complexo,
com varias etapas fisiolégicas e bioquimicas e afirmaram que uma alteracédo em
qualquer processo intrinseco inevitavelmente conduzira a um processo prolongado
de reparo ou a um reparo anormal, freqlientemente com efeitos devastadores. No
que diz respeito a tecidos irradiados, as alteracdes bioquimicas e estruturais nao
estdo bem definidas. A maioria dos pesquisadores acredita que o problema na

cicatrizacao é devido a hipoxia tecidual secundaria.

O efeito da radiacdo X no tecido muscular de coelhos foi pesquisado
por KRISHNAN et al.(1987), em doses de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25 e 30Gy
(Gray). Foi feita avaliagdo da permeabilidade vascular no momento da irradiagéo
através da injecdo de albumina marcada. Notou-se que o extravasamento de
albumina aumentou imediatamente apds a irradiagdo com qualquer dose,
aumentando conforme aumentava a dose. Em doses equivalentes e maiores que
15Gy foram observadas alteragbes histologicas como hemorragia, edema

intersticial, fibrose e espessamento da parede endotelial.

O efeito da dose unica de 2000rad de radiacado X na reparacéao tecidual
em ratos, aplicada 6 dias ap6s a confecgao da ferida dorsal, foi avaliado por
GUIDUGLI NETO, também em 1987. Foi realizada a analise morfométrica do
tecido de granulagdo em tempos que variaram de 30 minutos a 30 dias apds a
irradiagao, sendo observada uma diminuicdo da quantidade de vasos em todos os

tempos analisados.
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RUDOLPH et al., em 1988, avaliaram o efeito da radiacdo na
proliferacdo de fibroblastos, realizando culturas celulares com amostras obtidas da
pele de quatro pacientes que sofreram tratamento radioterapico. Os tecidos foram
obtidos de trés areas distintas: ulcera, tecido irradiado sem ulcera e area nao
irradiada, de outra regido do corpo, para servir de controle. Os dados obtidos
pelos autores sugeriram que um permanente efeito intrinseco da irradiagcédo em
fibroblastos resultava em diminuicdo na habilidade de replicagdo ou uma
amputacgao seletiva do crescimento da subpopulacido de fibroblastos, ndo sendo
dependente somente do diminuido suprimento sanguineo, mostrando ainda que
os fibroblastos provenientes de pele irradiada, mas nao ulcerada, apresentaram

um crescimento significantemente lento em relagado ao grupo controle.

BAKER & KROCHAK, em 1989, realizaram uma revisdo sobre a
resposta do sistema microvascular a irradiagdo. Encontraram que o sistema
celular tem papel importante na patogénese do dano provocado pela radiagao em
tecidos sadios, pois com a irradiagdo ha uma proliferagao irregular de células
endoteliais, dando origem a capilares com formato e didmetro irregulares. Uma
resposta imediata do tecido conjuntivo a irradiagio € o aumento da
permeabilidade, sendo demonstrado esta alteragdo na matriz subcutanea da pele
apoés dose tdo pequena quanto o equivalente a 10rad. O aumento da
permeabilidade €& transitério, causado pela despolimerizagdo da substancia
mucopolissacaridea e liberagcdo de enzimas vasoativas. Em relacdo ao tecido de

granulagdo, os autores encontraram que fatores, como o baixo pH, hipdxia
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tecidual antes da total vascularizacdo e possiveis fatores neuroendécrinos tém a

capacidade de reduzir a radiossensibilidade do tecido.

A influéncia da radiagdo X na cronologia do processo de reparo
alveolar, foi pesquisado por RAVELI et al., em 1990, utilizando as doses de 1.25
Sv (Sievert) e 1.75 Sv em 2 grupos de ratos, imediatamente apds a exodontia dos
incisivos superiores. Os animais foram sacrificados apés 3, 7, 14 e 28 dias.
Verificou-se atraso na proliferagdo epitelial da mucosa gengival dos animais
submetidos a irradiagao X, de forma semelhante, nos dois grupos irradiados e
atraso na cronologia do processo de reparo, também nos dois grupos, sendo mais

evidente nos animais que receberam 1.75 Sv.

MILLER & RUDOLPH, em 1990, teceram algumas considerag¢des sobre
as alteragdes macroscopicas ocorridas em locais que sofreram irradiacdo com
finalidade terapéutica. Encontraram na literatura duvidas se essas alteracdes

seriam devidas aos problemas vasculares ou as alteragdes nos fibroblastos.

Um estudo histolégico da génese e evolugdo do tecido de granulagao
induzido pela implantacdo de esponja de PVC, sob efeitos de baixas doses de
radiacdo X em ratos foi realizado por ABDALLA et al., em 1991. Para tanto, os
animais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo | (controle)- 7 ratos, os quais
foram submetidos a implantagdo da esponja, e sacrificados aos 42, 72, 14°, 21°% e
28° dia apods a cirurgia; Grupo II- 7 ratos nas mesmas condigbes do grupo

controle, porém foram submetidos a 5,28R, em dose uUnica no momento do
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implante; Grupo lll- 9 ratos nas mesmas condi¢ées do grupo controle, submetidos
a dose de 5,28R a cada 2 dias ap6s o implante, durante 14 dias, e a cada 4 dias,
até completar 28 dias (58,08R no total). Apds a anélise dos resultados, concluiram
que houve inibigdo parcial na evolugdo do tecido de granulagado, tanto em se
tratando de dose unica como em doses alternadas, demonstrando que a radiagao

X interfere no processo de reparo.

BERNSTEIN et al., em 1993, realizaram uma revisao de literatura sobre
a acao da radiagao ionizante na pele, com parametro a resisténcia da ferida ao
rompimento. Os autores relataram que houve diminuicdo da sintese de colageno
nas feridas irradiadas, ressaltando que a radiagdo é prejudicial devido ao efeito
toéxico nos fibroblastos, que sdo responsaveis pela deposicdo e maturagao do

colageno na ferida.

Também em 1993, MUSTOE & PORRAS-REYES relataram as
alteracdes do processo de cicatrizacdo normal pela radiagao, sendo que na fase
inicial a terapia com radiacdo ionizante causa danos celulares e teciduais
acompanhado de injurias em vénulas, diminuindo gradativamente sua capacidade
proliferativa. A radiacdo tem multiplos efeitos negativos na reparagao tecidual,
incluindo diminuicdo da vascularizacdo, hipoxia e diminuicdo da capacidade
proliferativa dos tecidos locais, tornando-os menos capazes de responder ao

estimulo inflamatério.
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O efeito da radiacao de elétrons no processo de reparagao de feridas
em pele de ratos foi pesquisado por WANG et al., em 1994, utilizando um feixe de
elétrons de 4MeV (milhdo de elétrons volts), com profundidade de 3 mm, com uma
dose unica de 9,6Gy. Sete dias apds a irradiagao, foi realizada uma incisdo de
20mm de comprimento, na area irradiada. O sacrificio dos animais foi apds 12,
32,72 e 14° dia da producdo das incisdes. As amostras foram analisadas por
microscopia eletrbnica de varredura e por microscopia de luz. Os autores
observaram que até o 72 dia houve atraso na formacao do tecido de granulagéao,

que se restabeleceu por volta do 14%dia.

WATANABE et al.,, em 1994, avaliaram os efeitos de baixas doses de
radiacdo X sobre a génese e a evolugao do tecido de granulagédo em feridas de
1cm? na regido dorsal de ratos. Para tanto os animais foram divididos em 3
grupos, sendo grupo controle nao irradiado, grupo dose unica com irradiacéo de
7R, logo apds a abertura da ferida e grupo dose dividida, totalizando 7R em trés
fragcbes, sendo a primeira dose, apds a abertura da ferida; a segunda e a terceira,
respectivamente, 24 horas e 48 horas apdés a primeira irradiagdo. Foram
estudados os tempos de 2, 4, 7, 11, 14, 21 e 28 dias a partir do inicio da abertura
da ferida, permitindo concluir que sob as condi¢des utilizadas no experimento, nao
foi possivel avaliar a influéncia da radiagdo X na orientagdo macromolecular dos

tecidos irradiados e nao houve diferenga significativa entre os grupos tratados.

Um modelo para o estudo de feridas irradiadas, em cobaias, com

finalidade de determinar os efeitos da irradiacdo cutdnea na contragao das feridas
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foi descrito por BERNSTEIN et al., em 1994. Os animais foram protegidos por uma
caixa de chumbo, que apresentava uma fenda, através da qual a radiacdo X de
18Gy atingia a pele, sendo aplicada 48 horas antes da realizagdo das feridas
circulares com 6¢cm de didmetro. A avaliagao foi feita levando-se em consideragao
a mensurag¢ao do tamanho da ferida, no 5%, 72, 102 e 142 dia e comparadas as
feridas contralaterais realizadas na pele nao irradiada que mostraram aumento na
velocidade de reparo. Os autores concluiram que esse modelo de feridas abertas
€ apropriado para a avaliagao de substancias topicas e de fatores de crescimento,

em feridas prejudicadas pela radiagao.

GOLDSCHMIDT et al., em 1994, fizeram uma revisdo das bases fisicas
e bioldgicas da modalidade terapéutica da radiagao ionizante em dermatologia no
tratamento das neoplasias cutdneas e outras doencas de pele, salientando as
principais fontes de injuria tecidual, a susceptibilidade das células nos processos
patoldgicos, a curva de sobrevivéncia celular e a comparagao entre a radiagao de

elétrons e radiagao X.

O processo de reparagao tecidual em pacientes tratados com
radioterapia e quimioterapia também foi abordado por DRAKE & OISHI ,em 1995,
com preocupagao maior na regido de cabeca e pescogo, por serem mais
freqUentes as complicagdes nesta regido. Com relagédo as doses, encontraram que
as doses de 300cGy (centésimo de Gray) ou menos, ministrada em dose unica
nao afeta significantemente a reparagdo, mas a dose de 1000cGy, ou maior,

causa retardo significante na reparagao. Para irradiagao pos-cirurgica encontraram
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que o 5° e 72 dia sdo mais criticos, e a partir do 7° dia os efeitos mostraram-se
menos severos. A analise microscépica revelou que a injuria causada pela
radiacdo ocorre devido a oclusdo de pequenos vasos sanguineos e alteragdes
funcionais dos fibroblastos, com producéo de colageno deficiente, que pode ser
decorrente de uma producgao insuficiente ou de um tempo de maturagdo mais

longo.

Também em 1995, CARROLL et al., avaliaram a eficacia de alguns
agentes radioprotetores na prevencgao de injurias provocadas pela radiagdo gama
em intestino de ratos. Para tanto, utilizaram 40Gy de irradiagdo no abdémen duas
semanas antes dos animais serem submetidos a uma resseccdo no intestino.
Apdés uma semana da cirurgia as anastomoses foram avaliadas e a forga
necessaria para rompé-las também foram determinadas. Os autores concluiram
que as anastomoses do grupo controle tiveram maior resisténcia ao rompimento
em relagcédo aos grupos testados (ribose-cisteina, WR-2721, glutamina, vitamina E,
MgCl,/adenosina trifosfato, e a combinagcdo de ribose-cisteina e glutamina).
Quando comparadas as substancias radioprotetoras, os melhores resultados
foram com a ribose-cisteina, o WR-2721, a ribose-cisteina combinada com a

glutamina e a vitamina E.

TIBBS, em 1997, fez uma revisao da literatura sobre a cicatrizagcao de
feridas apds a radioterapia, pois injuria nos componentes locais do mecanismo de
cicatrizacdo de feridas persiste e resulta em diminuicdo da capacidade

proliferativa. Diversas sao as explicagbes sugeridas nas alteragbes dos
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fibroblastos, podendo essas células serem afetadas pela radiacdo na sua
habilidade de multiplicar-se, na sua deficiéncia em produzir colageno ou na sua

reducdo de resposta aos estimulos dos fatores de crescimento.

ALMEIDA, em 1997, avaliou o efeito de 1,0Gy de radiagdo de elétrons
no processo de reparagao tecidual em ratos e comparou os possiveis efeitos
produzidos pela radiacdo, quando esta foi realizada imediatamente e trés dias
apos a abertura da ferida, com processo de reparacéao tecidual normal. Para tanto,
foi produzida uma ferida retangular, na regido dorsal anterior dos animais.
Somente 1,0cm correspondente a cada borda da ferida foram irradiadas, sendo o
restante da ferida e o corpo do animal protegidos. A irradiagao foi realizada, para
um grupo de animais, imediatamente apds a abertura da ferida e, para outro
grupo, 3 dias ap6s esse procedimento. O processo de reparagao tecidual foi
estudado nos tempos de 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias apdés o procedimento
cirargico para o primeiro grupo, enquanto para o segundo a avaliagao foi aos 5, 7,
10, 14, 17, 20 e 24 dias apds a abertura da ferida. Foi observado que 1,0Gy de
radiacao de elétrons com um feixe de 6MeV, causou retardo no processo de
reparacao tecidual, quando aplicado imediatamente e 3 dias apds a abertura da
ferida, sendo que quando comparados os dois grupos irradiados, para o 72, 14°% e
172 dia, o efeito na reparagao tecidual foi mais acentuado no grupo que sofreu

irradiacao 3 dias apos a abertura da ferida.

A fim de avaliar o desenvolvimento efetivo da radioprotecdo, MAISIN

(1998) fez consideragdes sobre os radioprotetores quimicos. O autor considera os
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radioprotetores sulfidrilicos melhores, tendo apenas duas desvantagens: a
toxicidade e o curto periodo de duragdao da sua atividade. Acredita-se que a
combinagao de drogas radioprotetoras, agindo por mecanismos diferentes, faz
aumentar o grau de protecdo e permite toxicidade aceitavel, no entanto, como
drogas sdo testadas em animais, com diferentes mecanismos de agao e com
toxicidade mantida em niveis aceitaveis, a sua aplicagdo em humanos parece

obscura.

Estudos histolégico e morfométrico do processo de reparagdao com a
utilizacdo de radiacdo 3 do estréncio-90 foram realizados por PEREIRA FILHO,
em 1998, em feridas cutaneas de ratos. Vinte e quatro horas apdés a cirurgia uma
placa de 1,5cm de didmetro de estréncio-90 foi utilizada para irradiacdo por 13,8
segundos, totalizando uma dose de 250cGy por sessao. Este procedimento foi
realizado em dias alternados e analisado nos periodos de 3, 7, 14, e 21 dias apds
a cirurgia, com dose maxima de 2500cGy. Ao se analisar os resultados, foi
possivel concluir que a radiacdo [ do estréncio-90 provocou o aumento de
leucocitos, reduziu o numero de fibroblastos e ndo alterou o numero de fibras

colagenas.

MONTEIRO, em 1999, também analisou o efeito da radiacdo de
elétrons no processo de reparagao tecidual em ratos. A dose utilizada foi de
1,0Gy, com energia de 6MeV. Foram realizadas feridas excisionais medindo 2 x
1cm. O grupo ferida irradiada imediatamente apds a cirurgia foi analisado nos

tempos: 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias. O grupo tecido de granulagao, irradiado 3
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dias ap6s a remocéao do tecido, foi analisado nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24
dias. Ambos foram comparados aos respectivos controles. Houve atraso na
reparagao dos tecidos irradiados imediatamente apds a cirurgia e no 32 dia da
génese tecidual, sobretudo naqueles irradiados no 3° dia de formagao. Ao final do
periodo experimental, a autora observou que todos os tecidos apresentavam

caracteristicas bastante semelhantes, indicando atraso transitorio.

BOSCOLO et al., 2000, avaliaram o efeito de baixas doses de radiagdo
X no processo de reparacao tecidual em feridas suturadas em ratos. Para tanto,
produziram uma ferida dorsal medindo 20 x 5mm, e dividiram os animais nos
grupos controle sem sutura, irradiado sem sutura, controle com sutura e irradiado
com sutura. Cada animal sofreu irradiagao local totalizando 7,4rad. Os resultados
mostraram que radiacdo, apesar de causar atraso, ndo impediu a reparacao
tecidual, sendo que o grupo que sofreu a irradiagdo e nao foi suturado mostrou

maior retardo, quando comparado aos outros grupos.

O efeito antioxidante da melatonina na protegcao contra o dano celular
causado pela radiacido ionizante foi avaliado por KARBOWNIK & REITER, em
2000, pois a melatonina é um antioxidante que protege DNA, lipides e proteinas
do dano pelo radical livre. Estimou-se que cerca de 60 a 70% do dano celular de
DNA produzido pela radiagdo ionizante seja causado pelo OH’ (radical hidroxila),
formado pela radidlise da agua. A melatonina € um antioxidante altamente efetivo
contra OH’, e é distribuido no organismo em todos os compartimentos celulares e

passa através de todas as membranas bioldgicas. A descoberta da melatonina
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como antioxidante foi demonstrada tanto in vivo como in vitro, no qual a
melatonina remove diretamente o OH’, que é altamente tdxico, formando 3-
hidroximelatonina ciclica, que € um metabdlito estavel da melatonina. O efeito
radioprotetor da melatonina contra o dano causado pelo estresse oxidativo e sua
baixa toxicidade permite que ela seja um suplemento potencial no tratamento em

situacdes onde se pretende minimizar os efeitos da radiacao ionizante.

WEISS & LANDAUER, em 2000, fizeram consideracdes sobre o papel
dos antioxidantes na reducido dos efeitos deletérios provocados pela radiagao
ionizante. Nesta revisdo, enfatizaram a eficiéncia radioprotetora e a toxicidade dos
fosforotiatos, outros tidis e exemplos de radioprotetores antioxidantes de outra
categoria, em ratos. Os autores sugerem que antioxidantes enddégenos, como a

superoxido desmutase podem ser uteis em protocolo especifico para radioterapia.

MANZI, em 2001, avaliou o efeito radioprotetor da vitamina E na
reparacao tecidual em ratos. Para tanto, foram utilizados 160 ratos machos, que
sofreram procedimento cirurgico, constando de uma ferida na regido dorsal
anterior. Os animais foram divididos em 8 grupos: grupo C (controle) - realizagao
da ferida, grupo VEG60 - pré-tratamento com vitamina E (60 Ul) e realizagdo da
ferida, grupo VE9O0 - pré-tratamento com vitamina E (90 Ul) por via intraperitoneal
e realizacao da ferida, grupo IRR - ferida e irradiagcado de suas bordas 3 dias apos
a cirurgia, grupo VEGOIRR - pré tratamento com vitamina E (60 Ul) e realizagéo da
ferida e irradiagdo de suas bordas 3 dias apds a cirurgia, VE9OIRR - pré

tratamento com vitamina E (90 Ul) e realizagdo da ferida e irradiagdo de suas
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bordas 3 dias apds a cirurgia, grupo OOL- pré tratamento com déleo de oliva e
realizacao da ferida e grupo OOLIRR- pré tratamento com déleo de oliva, realizagéo
da ferida e irradiagao das bordas 3 dias apés a cirurgia. Os dias de obtencéo das
pecas para a analise foram 42, 72, 142 e 212 dia apds a producgao das feridas. A
analise dos resultados obtidos mostrou que 6Gy de radiagdo de elétrons com um
feixe de 6MeV, causaram um retardo no processo de reparacao tecidual e a
vitamina E foi efetiva como radioprotetora nas duas doses estudadas,

apresentando resultados semelhantes aos animais do grupo controle.

Também em 2001, TUJI avaliou o efeito do selenito de sodio no
processo de reparagao tecidual através de estudo experimental em ratos. Os
animais foram divididos em: Controle, onde foram feitos somente as feridas;
Selénio, no qual foram administrados 2,0mg de selenito de sddio; Irradiado, no
qual foi realizada a irradiacado e Selénio irradiado, no qual administrou-se o selénio
24 horas antes da exposi¢ao a radiacao. As feridas foram irradiadas somente nas
bordas com uma dose de 6Gy de radiagado de elétrons, sendo o restante do corpo
do animal e a ferida protegidos. Os animais foram sacrificados decorridos 4, 7, 13
e 21 dias da producdo das feridas. O selenito de sodio mostrou ser um
radioprotetor eficaz, visto que o grupo irradiado no qual ele foi administrado

comportou-se histologicamente semelhante ao grupo controle.

HILL et al., em 2001, revisaram a literatura sobre a radiobiologia do
tecido normal, enfatizando os efeitos da radiacdo que induzem a producdo de

TGF-B1 (fator de crescimento (1) , responsavel pela regulagdo dos eventos
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celulares e bioquimicos e aumenta a diferenciagao de fibroblastos progenitores em
fibrocitos pds-mitdticos, aumentando, consequientemente, a producdo de matriz
extracelular, especialmente a do colageno. Os autores sugerem que a sintese de
TGF-B1 e a diferenciacao de fibroblastos progenitores sao processos diretamente
ligados, ocorrendo durante o inicio e a progressédo da fibrose induzida pela

radiacao.

2.2 CARNOSINA

A carnosina é quimicamente definida como [B—alanil 1- histidina, e esta
presente em concentragcdes milimolares nos mamiferos. A carnosina encontra-se
distribuida em diferentes concentragdes na musculatura esquelética e no cérebro,
sendo a quantidade média presente no organismo vivo variavel entre 150 a
200mg/Kg. Sua sintese e decomposi¢cdo ocorrem no figado e musculatura
esquelética; no entanto, pode ser adquirida externamente pelo consumo de carne

animal (NAGAI & SUGIYAMA, 1974; SUZUKI & NAGAI, 1974).

Os efeitos da carnosina na estimulacdo do processo de reparacao de
tecidos vivos foram apontados por varios autores, como MUKKADA et al. (1969);
FUJI & COOK (1973); NAGAI & SUGIYAMA (1974); SUZUKI & NAGAI (1974),

NAGAI (1975) e NAGAI (1978), citado por VIZIOLI et al. (1983).

VIZIOLI & ALMEIDA, em 1978, estudaram os efeitos da carnosina no
tecido de granulagdo induzido por esponja em ratos, através de estudo

morfoldgico e histofotométrico dos GAGs. A carnosina promoveu a estimulagao da
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taxa de crescimento desse tecido, que alcancou sua maturacgao final antes que o
tecido de granulagao dos animais nao tratados. A biossintese de GAGs do tecido
de granulagado tratado com carnosina alcangou a sua maxima atividade em um

curto periodo de tempo, quando comparado ao grupo controle.

A relacdo da carnosina e histidina na cicatrizacdo de feridas em ratos
foi avaliada por FITZPATRICK & FISCHER (1982), através de dieta com
aminoacidos. Neste trabalho, foram feitos dois experimentos avaliando a
resisténcia do tecido de cicatrizacdo ao rompimento e as concentragdes de
carnosina, anserina e histidina livre no tecido muscular do gastrocnémio. Os ratos,
pesando entre 30 a 40 gramas, foram divididos em dois grupos, que receberam
dietas com 50% e 100% da histidina necessaria para o crescimento. No dorso de
cada animal foi realizada uma ferida com 3cm, fechada com 3 pontos continuos.
Apds a cirurgia, os animais continuaram com suas dietas por mais sete dias,
sendo entdo sacrificados para que parte da pele envolvendo a ferida fosse
submetida ao teste de resisténcia. O musculo gastrocnémio também foi removido
para a dosagem das concentragdes de carnosina, anserina e histidina livre. Um
segundo experimento, semelhante ao descrito, foi realizado, com duas
particularidades: colocou-se uma esponja no tecido subcutadneo para determinar a
formagdo de coldgeno e os animais, apdés a realizagcdo da ferida, foram
subdivididos aleatoriamente em 3 grupos. Um grupo recebeu, durante sete dias
apos a cirurgia, a injegao intraperitoneal de solugéo salina (1ml); o outro recebeu

injecao intraperitoneal de solugdo salina com 1mg/histidina/100 gramas de peso
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corpéreo; e finalmente um terceiro, a inje¢gdo de carnosina (1mg/100gramas de
peso corpéreo). Os resultados mostraram que os ratos com deficiéncia de histidina
tinham menos concentracbes de anserina, carnosina e histidina livre, quando
comparados ao grupo 100%, e a forga aplicada para romper o tecido foi de 67% a
menos. Com relagdo a injecao intraperitoneal de histidina e carnosina, foram
aumentadas as concentragdes de histidina livre, deposicdo de colageno e
aplicagao de forca. Através desse estudo concluiu-se que a histidina é um
aminoacido essencial para o crescimento e necessario na cicatrizacdo de feridas,
€ que a carnosina pode ser hidrolizada nos seus aminoacidos constituintes pela
enzima carnosinase, que esta presente em quantidade significantes no soro,
figado e rins. A carnosina parece ser um reservatorio de histidina para a sintese
de histamina. Portanto, os casos de trauma, estresse e feridas nos quais aumenta

a sintese de histamina, requerem uma maior quantidade de histidina.

VIZIOLI et al, em 1983, avaliaram o efeito da carnosina no
desenvolvimento de tecido de granulagdo induzido por esponjas através de
observagbes histoautorradiograficas na biossintese de colageno. Os resultados
indicaram que no tecido de granulagdo tratado com carnosina, os fibroblastos
eram mais ativos nos 5 primeiros dias, acelerando a atividade da sintese,
atingindo o maximo aos 10 primeiros dias de desenvolvimento, enquanto que no
grupo controle esse pico so6 foi alcangado entre 15-20 dias. A quantidade de gréos
de prata no citoplasma dos fibroblastos do tecido tratado com carnosina durante

os 15 primeiros dias de desenvolvimento foi maior do que o controle, indicando
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biossintese aumentada. Portanto, a carnosina aumentou o ritmo de biossintese de
colageno no tecido de granulagdo, bem como antecipou o periodo requerido pelo

tecido para atingir sua maturagao.

A acdo da carnosina e B-alanina na cicatrizacdo de feridas em ratos
tratados com hidrocortisona foi pesquisada por NAGAI et al. (1986). A carnosina
exdgena foi degradada pela carnosinase tecidual em histidina e B-alanina. A
histidina serve como um substrato para a produgdo de histamina pela
hidrocortisona, estimulando rapidamente o primeiro processo de cicatrizacido e a
B-alanina promove a sintese de colageno acelerando a reparagao tecidual. O
exame de resisténcia tecidual também foi realizado. Observou-se que, em ratos
tratados com a carnosina, a forga aplicada foi significantemente mais alta do que
em animais nao tratados. Para a analise dos efeitos da (3-alanina e da carnosina
no tecido de granulagdo, utilizou-se o método de papel filtro-formalina (FFP).
Foram utilizados ratos machos com seis semanas, pesando 170 gramas, com uma
incisdo média de 1,5 cm feita no dorso do animal, bilateralmente nas regides
escapulares, onde foram implantadas subcutaneamente duas pecas de papel
filtro, saturadas com 7% de formalina. A carnosina mostrou evoluir
significantemente o tecido de granulagao, pela estimulagdo de acido nucléico e

sintese de colageno.

A afinidade da carnosina com o radical hidroxila foi demonstrada por
ARUOMA et al. (1989), ja com os radicais superoxido, peréxido de hidrogénio e

acido hipocloroso, as reag¢des nao foram biologicamente significantes. Os autores
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sugerem que a habilidade da carnosina em inibir a peroxidacéo lipidica pode estar

relacionada com outra fungao, como por exemplo, um efeito tampéao.

Os dipeptideos carnosina e anserina tém habilidade em interagir com
os produtos da peroxidacao de lipideos, prevenindo o dano nas membranas
celulares, segundo BOLDYREV & SEVERIN (1990). A significancia biolégica dos
dipeptideos que contém histidina podem ser relacionados com os efeitos tampao,
antioxidante, estabilizador de membranas e atividade radioprotetora. A
peroxidagcao de lipideos expostos ao oxigénio € uma reagdo em cadeia com
efeitos devastadores, pois € uma fonte de radicais livres podendo causar danos
aos tecidos. Os antioxidantes sao utilizados pela natureza para controlar e reduzir
a lipoperoxidagdo seja reduzindo a velocidade de iniciagdo da cadeia ou

quebrando-a e interferindo na sua propagagao.

A atividade antioxidante da carnosina tem sido pesquisada por varios
autores. SILAEVA et al.,, em 1990, em experimentos in vivo e in vitro, estudaram
as propriedades antioxidantes da carnosina, e revelaram a sua capacidade de
reduzir os produtos intermediarios da oxidacdo de radicais livres nos tecidos da

ferida e no soro sanguineo em formagao.

PAVLOQV et al., em 1993, pela técnica radidlise de pulso, avaliou com
registro espectrofotométrico de absorvancia a atividade anti-radical e a
estabilidade de radiagdo da carnosina em solugdo aquosa. Os resultados

permitiram evidenciar que a carnosina em presenca de oxigénio comporta-se
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como um antioxidante multifuncional. Mesmo em baixas concentracdes, o
dipeptideo forma um complexo de carga de transferéncia com o radical
superoéxido, alterando a reatividade. Os autores sugerem que a carnosina, devido
a hidrofilicidade, em contraste com antioxidante soluvel lipidico natural, previne o
desenvolvimento do primeiro processo de oxidagdo de todos os meios em agua,
considerando sua interagcao nao especifica com radicais livres intermediarios. A
carnosina possui habilidade de formar quelatos com ions metalicos de transic¢ao;
portanto, pode prevenir o processo de geragdo de particulas ativas in vivo. A
habilidade da carnosina de neutralizar os produtos oxidativos pré-existentes sao

sensiveis ao pH do meio.

Uma breve revisdo do desempenho da atividade antioxidante da
carnosina foi realizada por BOLDYREV (1993), que analisou o comportamento da
mesma em diferentes modelos de reacdes de cadeia de radicais livres. A
carnosina mostrou ser um antioxidante hidrofilico potente, de acdo ndo enzimatica
direta e possuir uma alta capacidade de interagdo com radicais hidroxila.
Entretanto, o efeito biolégico da carnosina ndo pode ser explicado somente pelas

suas propriedades antioxidantes.

A acado da carnosina no atraso do envelhecimento das culturas de
células dos fibroblastos dipldides humanos foi avaliada por McFARLAND &
HOLLIDAY, em 1994, e concluiram que ela € um antioxidante, mas é provavel que

preserve a integridade celular através de interacbes no metabolismo protéico,
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pois, in vitro, esta substancia previne o inicio do envelhecimento morfolégico

celular e pode rejuvenescer células que ja iniciaram o envelhecimento.

KANSCI et al., em 1997, pesquisaram a atividade antioxidante da
carnosina e suas consequéncias nos compostos volateis produzidos durante a
oxidacdo lipidica induzida. Concluiram que a carnosina possui uma atividade
antioxidante multifuncional, interferindo na fase inicial da oxidagcao, diminuindo a
quantidade de peréxidos pré-formados, reagindo com produtos secundarios e

também produzindo efeito tamponante.

O efeito protetor da carnosina foi avaliado por HIPKISS et al. (1997), em
culturas de células endoteliais de cérebro de ratos, sendo a toxicidade celular
induzida pelo malondialdeido, que € um produto final deletério da peroxidacao
lipidica. Os resultados mostraram que a carnosina pode proteger as células
endoteliais e inibindo o malondialdeido da ag¢dao de induzir a modificacdo da

proteina, de formarem atomos e grupos carbonilicos.

HIPKISS et al., em 1998, fizeram a relagcdo da carnosina como um
protetor, um peptideo antienvelhecimento, devido as comprovadas funcgdes
antioxidantes e removedoras de radicais livres e sua capacidade de promover a
divisdo celular de culturas de fibroblastos humanos, convertendo as células
maduras em fendtipos jovens. O envelhecimento estd associado aos radicais
livres oxigénicos que induzem dano macromolecular; e ao acumulo de proteina

desnaturalizada. A respeito da sua fungédo biolégica, os autores comentam que
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pouco € conhecido sobre a carnosina e o seu metabolismo, mas que ela pode
regular a glicdlise, contragdo muscular e fosforilagdo oxidativa, além de estimular o
sistema imunoldgico, ligando-se ao cobre, zinco, célcio e purinas, sugerindo o
envolvimento potencial na regulagdo do gene ou sinais de transducédo. Além
destas consideracbdes, o autor cita as possiveis aplicagcdes terapéuticas da
carnosina, sendo elas: complicagcdes secundarias da diabete, como a catarata,
arteriosclerose, faléncia renal, autoimunidade, neuropatias periféricas, doenca de

Alzheimer, cancer, doencas inflamatérias e cirrose hepatica.

O desempenho antioxidante da carnosina, foi investigado por TAMBA &
TORREGGIANNI (1998), através da sua interagcdo com radicais produzidos por
radiagcéo. Foi utilizado um acelerador linear de elétrons (LINAC), com 12MeV em
solucao aquosa de carnosina em diferentes pHs. Através deste estudo, os autores
concluiram que a carnosina € um bom removedor de radicais hidroxilas,
produzindo um composto intermediario estavel completo, o qual deve ser menos

reativo para outros componentes biolégicos do que a hidroxila.

Os efeitos benéficos da carnosina na cultura de fibroblastos humanos
foram pesquisados por HOLLIDAY & McFARLAND, em 2000. Esses autores que
relataram que em concentragdes fisioldgicas no meio padrédo, ela prolonga o
tempo de vida e reduz as caracteristicas do envelhecimento, e que ao transferir
uma célula do meio normal para um meio contendo carnosina, as células

rejuvenescem, e voltam a envelhecer quando sao retiradas deste meio.
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GARIBALLA & SINCLAIR, em 2000, pesquisaram a sintese e o
metabolismo da carnosina, bem como suas propriedades fisioldégicas, como agao
antioxidante, capacidade tampéo e protetora de membranas, relacionando com
algumas possiveis aplicagdes terapéuticas, tais como antienvelhecimento,
modulador das complicacdes diabéticas, auxiliar na reparagao tecidual, doencga de

Alzheimer e arteriosclerose.

O efeito protetor da carnosina contra isquemia global em ratos, foi
pesquisada por STVOLINSKY & DOBROTA em 2000. Foram utilizados ratos
machos, adultos Wistar, pesando 200 a 250g, e a isquemia global foi provocada
por meio da oclusdo das carétidas durante 45 minutos. No grupo tratado, a
carnosina foi administrada intraperitonealmente, em dose unica de 150 mg/kg de
peso corporeo, dissolvida em solugao fisiolégica, 30 minutos antes da oclusédo das
carétidas. A isquemia provocou 67% de mortalidade no grupo controle, enquanto
que no grupo tratado com carnosina foi de somente 30%. Os autores concluiram
que a carnosina protege o cérebro contra isquemia global, sendo este efeito, em
nivel celular, produzido tanto pela acdo enzimatica quanto pela protecdo das
membranas contra radicais livres oxigénicos. Em estudos anteriores foi
comprovado que a carnosina penetra no sangue e fica acumulada entre os tecidos

cerebrais por 30 a 120 minutos apds a injegao.

BOGARDUS & BOISSONNEAULT, em 2000, propuseram a avaliagao
da carnosina como inibidor de oxidagao de lipoproteina de baixa densidade (LDL),

pois 0 acumulo de lipideos entre os macrofagos resulta na geragcao de espuma
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celular e aparéncia de pontos gordurosos, que sado precursores de placas
arterioescleréticas. O estimulo utilizado para a oxidacdo foi o cobre e
aminopropano hidroclorado. Os niveis de carnosina utilizados neste estudo, sao
semelhantes aos presentes nos espacos intravasculares, sendo as concentragdes
musculares nos humanos de 2 a 20mM. Nestes dois sistemas, a carnosina
mostrou-se efetiva na prevencao da oxidagao da LDL, e em cada método houve a
producao de diferentes espécies de radicais livres, sugerindo mecanismos

multiplos por meio do qual a carnosina pode inibir a oxidacgao lipidica.

HIPKISS et al., em 2001, afirmaram que as atividades antioxidante e a
remocao de radicais livres e de ions metalicos da carnosina ndo sio suficientes
para explicar o papel fisiolégico do dipeptideo em combater o envelhecimento e
rejuvenescer culturas de fibroblastos humanos, e sugerem que a carnosina pode
reagir com as proteinas de grupos carbonilicos, que sao produzidas no
envelhecimento, sendo este tipo de reacdo ndao enzimatica. Este processo recebe

0 nome de carnosilacgao.
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3 PROPOSIGCAO

O presente trabalho propbde-se a avaliar o efeito radioprotetor da
carnosina no processo de reparagcao tecidual em ratos, verificando-se o
desenvolvimento do tecido de granulagéo por métodos morfoldgicos, histoquimico

e histofisicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para a realizacao desta pesquisa foram utilizados 48 ratos machos de
mesma linhagem (rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade entre 60 e 90 dias
e peso variando entre 250 a 300 gramas, todos procedentes do Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em local com
temperatura e umidade controladas. A alimentacdo constou de racdo balanceada
e agua ad libitum. O periodo de adaptagdo dos animais ao Biotério da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba foi de um més, para entdo serem iniciados os

procedimentos experimentais.

Os procedimentos experimentais consistiram de seis fases distintas:
Anestésica, Cirurgica, Terapéutica, Irradiagdo, Obtengao das pecgas e Preparagao
de Laminas para a Microscopia Optica. Para a realizacdo dessas fases foram

necessarios os seguintes materiais:

4.1.1 Fase Anestésica:

Solucéo pré-anestésica injetavel de Rompun (Bayer);

Solugéo anestésica injetavel de Dopalen (Agribrands do Brasil Ltda.);

Seringas hipodérmicas para insulina com agulhas intradérmicas;
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4.1.2 Fase Cirurgica:

Mesa cirurgica, contendo: tesoura de ponta fina, pinga reta, pinga dente
de rato, cabo de bisturi, laminas de bisturi n® 15, algodao hidréfilo e gaze

esterilizados;

Gabarito de plastico para a demarcacao da area a ser excisionada.

4.1.3 Fase Terapéutica:

L-Carnosine da Sigma-Aldrich (beta-Ala-His);

Solugdo injetavel de cloreto de sodio a 0,9%;

Seringas descartaveis de 5 ml com agulhas intradérmicas;

4.1.4 Fase de Irradiagao:

Aparelho de Cobaltoterapia Alcyon II;

4.1.5 Fase de Obtenc¢ao das pecas:

Eter etilico PA;

Campanula;

Mesa cirurgica: tesoura de ponta fina, pinga reta, pinga dente de rato,

cabo de bisturi, Jdminas de bisturi n® 15 e gaze estéril;

Solucéo de cloreto de sddio a 0,9%;
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Recipientes de vidro para o armazenamento das pecgas (snap cap);
Fixador de Karnovsky modificado;
4.1.6 Fase de Preparacao das Laminas para a Microscopia Optica:
Tampao PBS;
Alcool 70%;
Alcool 90%;
Alcool absoluto;
Solucgao de xilol;
Paraplast Plus;
Estufa;
Micrétomo;
Laminas e laminulas;
Hematoxilina e Eosina;
Picrosirius;
Azul de toluidina pH 4 e

Solucao de Mallory.

44



4.2 METODOS

4.2.1 Grupos experimentais:

A amostra de 48 animais foi dividida, aleatoriamente, em 04 grupos
experimentais, sendo classificados como: grupo controle (GC), grupo irradiado
(Gl), grupo carnosina irradiado (GCal) e grupo carnosina (GCa). Para cada

periodo avaliado foram utilizados 03 animais de cada grupo.

GC: submetido somente ao procedimento cirurgico, ndo sendo
administrada nenhuma substancia e também nao sofrendo irradiacdo, servindo

como parametro de um processo de reparacao tecidual normal.

Gl: submetido ao procedimento cirurgico, e irradiado de corpo todo 72

horas apds a producao da ferida. Nao foi administrada nenhuma substancia.

GCal: submetido ao procedimento cirurgico, sendo que o0s animais
receberam duas doses de solugdo aquosa de carnosina (150 mg/Kg de peso
corpéreo) administradas intraperitonealmente, sendo a primeira dose 48 horas
apos a cirurgia e a segunda, 1 hora e 30 minutos antes da irradiagdo de corpo

todo.

GCa: submetido ao procedimento cirurgico, com os animais recebendo
as duas doses de injegbes de solugdo aquosa de carnosina, sendo administradas
da mesma maneira € nos mesmos tempos como no GCal. Os animais ndo foram

irradiados.
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4.2.2 Anestesia e Tricotomia:

Na fase cirurgica, os animais receberam medicagdo pré-anestésica
injetavel de cloridrato de tiazina (10mg/Kg de peso corpdéreo), intramuscular, e
apos verificados os sinais de sedacdo, foram entdo anestesiados com solugao
anestésica injetavel de cloridrato de ketamina (100mg/Kg de peso corporeo),

também via intramuscular.

A tricotomia foi realizada no dorso de cada animal, manualmente, a fim
de evitar irritagdo na pele dos animais, tendo-se o cuidado em abranger uma area
maior do que a necessaria para producao da ferida, para que o crescimento dos

pélos ndo invadisse a area a ser removida para analise microscopica.

4.2.3 Producgao da Ferida

Foram realizadas quatro incisbes, que proporcionaram a retirada de
tecido dérmico de 2,0cm x 1,0cm, na regido dorsal anterior de cada animal, a uma
distdncia de aproximadamente 1,0cm a direita da espinha dorsal, sendo as
incisdbes de maiores extensdes paralelas a esta. A profundidade de cada incisdo
atingia aproximadamente 0,2cm, tendo como referéncia a observagao do tecido
muscular na base da ferida e a presenca da derme nas bordas da mesma. As
feridas foram feitas sempre na mesma regido, para conservagao da uniformidade

das amostras.
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4.2.4 Irradiagao

Os animais foram irradiados de corpo todo, 72 horas apds a cirurgia,
com um aparelho de Cobaltoterapia (Alcyon Il). A irradiagao foi realizada a uma
distancia alvo-fonte de 80cm, com dose unica de 6Gy e tempo de aplicagao de 4

minutos e 30 segundos, com profundidade maxima de 0,5cm.

4.2.5 Obtencao da Pecas

Apods decorridos os tempos de 4, 7, 14, e 21 dias apds a cirurgia,
previamente estabelecidos para o estudo da reparacao tecidual, as pecas foram
removidas e os animais foram sacrificados. Cada pecga foi constituida de uma
porcao de tecido, contendo a ferida ou a cicatriz no centro, circundado por tecido
normal. As incisbes para a remocao das pecas foram realizadas sempre com a
mesma profundidade daquelas para a producéo das feridas. Apds a remocao, as
pecas foram devidamente lavadas com solugdo fisioldgica, secas em papel
absorvente e colocadas nos recipientes com fixador de Karnovsky modificado. As
pecas foram mantidas nesta solucdo por, no maximo, de 6 horas; entdo foram
lavadas trés vezes em tampao PBS, mantidas nesta solugdo por mais 24 horas.
Apos esse periodo foram desidratadas em solucéo crescente de alcool, desde o
alcool 70% até o alcool absoluto, e colocadas na solugdo de xilol, sendo
realizadas as trocas necessarias até a completa diafanizacdo, para serem

incluidas em Paraplasty plus.
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4.2.6 Métodos Histolégicos

Apods a inclusao, as pecas foram levadas ao micrétomo para a obtencao
de cortes de 5um (micrdmetros) de espessura a fim de serem realizadas as

seguintes coloragdes:

Coloragao por Hematoxilina e Eosina: este método teve por

finalidade avaliar-se morfologicamente o tecido neoformado.

Coloracao pelo método de Mallory para fibroglia: utilizada para a
evidenciagao da fibroglia presente no tecido de granulagao dos diferentes grupos,

pelo método do acido fosfotungstico de Mallory, segundo EDWARDS (1967).

Coloragao pelo Picrosirius: o objetivo desta técnica é observar a
orientagcdo das moléculas de colageno, através da birrefringéncia, sob microscopia

de luz polarizada.

A birrefringéncia (= dois indices de refracdo) € uma propriedade das
substancias que possuem anisotropia, ou seja, substancias cujas moléculas
possuem uma ordenacgao cristalina, orientada, dentro da sua estruturacdo. As
fibras de colageno, entre as substancias bioldgicas, constituem um bom exemplo
de material cuja estruturagao é orientada.

Ha substancias naturalmente birrefringentes (diz-se substancias com
birrefringéncia “intrinseca”) e substancias que se tornam birrefringentes pela

adicao de um corante especifico (diz-se birrefringéncia “de forma”). Em biologia, é
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muito comum a adicdo de um corante especifico a uma substancia birrefringente
intrinseca para aumentar o brilho da sua birrefringéncia e assim facilitar o seu
estudo. Neste trabalho, a coloragdo pelo Picrosirius do tecido de granulagéo
(colageno) foi realizada, a fim de obter-se uma melhor birrefringéncia do material.
O exame da birrefringéncia tem que ser realizado através da microscopia de luz
polarizada, com dois filtros polarizadores cruzados, ou seja, com 0s seus planos
de polarizagdo de luz formando angulos retos. Nestas condi¢gdes, o colageno
contido nos tecidos de granulagao exibem brilho tanto mais intenso e colorido

quanto maior for sua quantidade e orientagdo macromolecular.

4.2.7 Método Histoquimico

Reacgao do Azul de Toluidina pH 4: este método permite a avaliagao
do processo de organizagao do tecido de reparo, utilizando-se as observagdes
através do dicroismo linear em microscopia de polarizacédo (BENNETT, 1967). O
fendbmeno de dicroismo é fundamental para se detectar a presenca ou auséncia
da orientagdo macromolecular do tecido em evolugdo. As moléculas do corante
ligam-se as glicoproteinas adesivas (glicosaminoglicanos) produzidas pelos
fibroblastos, que séo ligadas orientadamente as moléculas do colageno, para a
formacéao do feixe de fibras. O tecido corado, ao ser analisado sob luz polarizada
mostra coloragao azul ortocromatica quando as fibras estdo paralelas ao plano de
polarizacédo da luz (PPL) por rotagdo da platina do microscépio em 90°, o tecido

que se apresenta organizado mostra uma coloragcdo résea metacromatica das
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fibras colagenas. Este fenbmeno do dicroismo somente € evidenciado quando
existe acentuado grau de orientagdo macromolecular. Caso contrario, os tecidos

em qualquer PPL, permanecem com a cor azul ortocromatica.

As observagdes em microscopia Optica e em microscopia de

polarizacao foram realizadas através do fotomicroscopio “Zeiss- Pol 01”.
4.2.8 Métodos Histofisicos
Analise quantitativa da birrefringéncia das fibras colagenas

O microscopio Zeiss Axiolab foi acoplado a uma microcamera (Sony
CCD IRIS/RGB Color- Japéao), responsavel pela digitalizacdo das imagens. As
laminas coradas com Picrosirius foram analisadas com lente objetiva em aumento
de 10X. As medidas foram realizadas em cinco campos para cada lamina,
escolhidos aleatoriamente na regido do tecido de granulagédo. Com o auxilio de um
programa analisador de imagens histolégicas (KS 400 2.0- Kontron Elektronics,
Munique, Alemanha) obteve-se a area medida em micrémetros?, correspondente a
coloracéo detectada pelo programa analisador da birrefringéncia das fibras
colagenas. A observagao foi realizada nos grupos de 42 e 7° dia e a partir da
obtencdo das medidas, foram obtidas as médias relativas a cada grupo, para

entdo serem submetidas a analise estatistica.
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Analise morfométrica dos fibroblastos

O estudo morfométrico para a contagem dos fibroblastos foi realizada
em microscopio 6ptico comum, ZEISS Germany, com aumento de 40/0.65, por
meio de uma ocular contendo reticulo, lente PK 8 x mn, fabricacdo ZEISS; West
Germany. A contagem dos fibroblastos foi realizada nos grupos de 42 e 72 dia,
sendo avaliados 10 campos em cada lamina. A partir da obtencdo das medidas,
foram obtidas as médias relativas a cada grupo, para entdo serem submetidas a

analise estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRIGAO MORFOLOGICA: COLORAGAO POR HEMATOXILINA E EOSINA

4° dia de reparagao tecidual

Grupo Controle: Observou-se a area da ferida bastante ampla,
recoberta inteiramente por uma crosta necroética, contendo restos celulares, fibrina
e sangue coagulado, que tem a fungdo de proteger o tecido subjacente, com
infiltrado inflamatdrio composto principalmente por neutrdfilos e linfécitos. Abaixo
desta area, notava-se o tecido de granulagdo em desenvolvimento que se mostrou
pouco evoluido, com vasos neoformados, fibroblastos e pequena quantidade de
fibras colagenas neoformadas, caracterizando o estagio inicial da reparagao
tecidual (Fig. 1). O exame em aumento maior mostrou que as células redondas
inflamatdrias s&do na sua maioria linfocitos, e o tecido de granulagdo exibiu os

fibroblastos como elemento celular preponderante (Fig. 2).

Grupo Irradiado: A area da ferida também se apresentava ampla, a
crosta era mais espessa quando comparada ao GC, com maior quantidade de
material necrético acumulado. A regidao imediatamente inferior exibia um infiltrado
inflamatério mais intenso que o grupo controle. O tecido de granulagéo
apresentava-se pouco organizado, com poucos fibroblastos e com menor
quantidade de vasos e fibras colagenas neoformados (Fig. 3). As observagdes em
aumento maior mostraram que a zona inferior a crosta necrotica era constituida de

neutréfilos, indicando inflamagdo aguda e poucos linfécitos. O numero de

52



fibroblastos do tecido de granulagdo mostrou-se muito diminuido em comparagao

ao GC, e o tecido mostrou lacunas inexistentes no GC (Fig. 4).

Grupo Carnosina Irradiado: O tecido analisado também se
apresentava semelhante ao GC, com uma fina camada necroética superficial e uma
zona inflamada imediatamente inferior. O tecido de granulagdo exibiu-se em
desenvolvimento incipiente, povoados com células em proliferagao e neoformagéao
vascular (Fig. 5). A microscopia de maior aumento comprovou que o infiltrado
inflamatdrio ndo exibiu neutréfilos e sim linfécitos, ndo havendo, portanto, sinais de

inflamacéao aguda. (Fig. 6).

Grupo Carnosina: Os aspectos deste grupo exibiram quadro
semelhante ao GC, com presencga de tecido necrético recobrindo o tecido em
formagdo, ndo aparentando alteragbes nem no aspecto geral do tecido nem no

quadro celular (Fig. 7 e 8).

Fig.1: Grupo Controle Fig.2: Grupo Controle
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10
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Fig.3: Grupo Irradiado Fig.4: Grupo Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10

S N T S S L
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Fig.5: Grupo Carnosina Irradiado Fig.6: Grupo Carnosina Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10

Fig.7: Grupo Carnosina Fig.8: Grupo Carnosina

Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10
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7° dia de reparacao tecidual

Grupo Controle: Observou-se a diminuicdo do tamanho da area da
ferida, ndo mais apresentando crosta, que foi substituida por uma fina camada
necrética superficial, abaixo da qual ha uma camada celular ndo inflamatéria. O
tecido de granulagdo apresentou-se em plena proliferagdo, muito celular e
mostrando canais vasculares correspondentes a superficie, em numero bastante
grande (Fig.9). O exame em maior aumento mostrou que, a partir das bordas da
ferida, o epitélio comecgou a proliferar e o numero de fibroblastos aumentou (Fig.

10). A grande maioria dos capilares ja eram funcionais (Fig. 11)

Grupo Irradiado: A area da ferida também se apresentava diminuida,
porém a crosta necrética ainda estava presente em toda sua extensao. Abaixo da
crosta, permanecia um infiltrado de células inflamatérias ainda bastante evidente.
O tecido de granulagdo exibia aspecto atrasado em relagédo ao GC, néo tendo
ainda organizacédo de vasos capilares (Fig. 12). Em aumento maior, o0 exame do
tecido comprovou que a camada celular abaixo da crosta constituia-se de
neutréfilos e linfécitos em numero equilibrado. O tecido de granulagao revelava
uma proliferacao fibroblastica e vascular inferior a do GC. Nao houve evidéncias

de proliferagao epitelial (Fig. 13).

Grupo Carnosina lIrradiado: O tecido de granulagdo apresentava
evidéncias de desenvolvimento maior que o GI, embora ligeiramente menor que o

GC. Os capilares funcionais mostraram-se presentes com numero e grau de

55



evolugdo semelhantes ao GC (Fig. 14). As observagbes em aumento maior
mostraram que o epitélio ja havia iniciado sua proliferacdo e nao revelava mais
evidéncia de camada de células inflamatérias (Fig. 15). Os fibroblastos
apresentavam proliferagdo acentuada e os capilares funcionais ja se organizaram

perpendicularmente a superficie (Fig. 16).

Grupo Carnosina: O tecido analisado apresentou-se semelhante ao
GC, tanto na evolucédo do tecido de granulagdo quanto na proliferagdo epitelial

(Fig. 17 e 18).

Fig.9: Grupo Controle Fig.10: Grupo Controle
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10
Fig.11: Grupo Controle
Aumento original de 16x1.25x10

56



Fig.12: Grupo Irradiado Fig.13: Grupo Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10

Fig.14: Grupo Carnosina Irradiado Fig.15: Grupo Carnosina Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10
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Fig.16: Grupo Carnosina Irradiado
Aumento original de 16x1.25x10

Fig.17: Grupo Carnosina Fig.18: Grupo Carnosina

Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 16x1.25x10

14° dia de reparacao tecidual

Grupo Controle: A regido da ferida ja se encontrava totalmente
recoberta por epitélio, inclusive com a formagado da camada de queratina, o que
denuncia a maturagao do tecido epitelial. O tecido de granulagdo mostrava poucas
células fibroblasticas e capilares sanguineos, tornando-se bastante fibroso. O
processo de retragcdo da ferida apresentou-se em franca atividade, tornando a
area em reparagdo bem mais estreita. Estes aspectos podem ser observados na

figura 19.

Grupo Irradiado: O tecido de granulagao apresentava-se evoluindo em
direcdo a cicatrizagdo, embora seu desenvolvimento estivesse muito atrasado em

relacdo ao GC. Isto se evidenciou pela presenga da crosta necrética ainda
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persistente e a falta de desenvolvimento e maturagdo completos do epitélio, que
ainda nao recobria totalmente a ferida. O tecido de granulagdo mostrou-se
bastante celular e muito vascularizado e a retracéo da ferida ainda era incipiente

(Fig. 20).

Grupo Carnosina Irradiado: Observou-se que este grupo desenvolvia-
se em ritmo um pouco inferior ao GC, mas bem acima do Gl. As evidéncias
morfolégicas mostraram que, embora estivesse presente uma crosta necrética em
alguns locais, o epitélio ja recobria completamente a area, e o tecido mostrou-se
mais fibroso e menos celular, porém ainda bem vascularizado. A retragédo da ferida

ja era mais evidente (Fig. 21).

Grupo Carnosina: Este grupo mostrou aspectos bastante semelhantes
ao GC, tanto na maturagao dos tecidos epitelial e granulagdo, quanto ao ritmo de

desenvolvimento (Fig. 22).
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Fig.19: Grupo Controle Fig.20: Grupo Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 6.3x1.25x10

Fig.21: Grupo Carnosina Irradiado Fig.22: Grupo Carnosina

Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 6.3x1.25x10

21¢ dia de reparagao tecidual

Grupo Controle: A ferida ja se encontrava completamente cicatrizada,
recoberta por epitélio funcional e bastante fibrosada, quase atingindo a aparéncia

de tecido normal, inclusive com a presencga de anexos da pele (Fig.23).

Grupo Irradiado: Ainda bastante atrasado em relagdo a todos os

grupos, com menor retragdo e menor fibrosamento (Fig.24).

Grupo Carnosina Irradiado: O tecido analisado apresentava-se

semelhante ao GC (Fig.25).

Grupo Carnosina: O tecido analisado também apresentava-se

semelhante ao GC (Fig.26).
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Fig.23: Grupo Controle Fig.24: Grupo Irradiado
Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 6.3x1.25x10

Fig.25: Grupo Carnosina Irradiado Fig.26: Grupo Carnosina

Aumento original de 6.3x1.25x10 Aumento original de 6.3x1.25x10

5.2 Avaliagao quantitativa dos fibroblastos

As médias relativas a cada grupo, apds serem submetidas a analise

estatistica, exibiram os seguintes resultados:
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Tabela 1

Médias e desvios padrao da morfometria dos fibroblastos no 4° dia de
reparacgao tecidual

Grupos Médias Desvio Padrao
GC 2716 A 1.85
Gl 13.13 B 2.32
GCal 28.66 A 0.55
GCa 27.00 A 3.37

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)

Médias

GC Gl GCal GCa

Grupos

Grafico 1- Médias e desvios padrao da morfometria dos fibroblastos no 42

dia de reparacao tecidual.

Tabela 2

Médias e desvios padrao da morfometria dos fibroblastos no 7° dia de
reparacao tecidual
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Grupos Médias Desvios Padrao

GC 65.23 A 1.45
Gl 47.06 B 1.90
GCal 65.53 A 0.83
GCa 71.53 A 7.39

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)

Médias

GC Gl GCal GCa
Grupos

Grafico 2- Médias e desvios padrao da morfometria dos fibroblastos no 72

dia de reparacao tecidual.

5.3 DESCRICAO MORFOLOGICA: METODO DE MALLORY PARA FIBROGLIA

A fibroglia € muito evidente em tecidos de granulacdo com elevado
ritmo de proliferagcéo, e antes de os mesmos tornarem-se fibrosos. Por este motivo
aplicou-se este método apenas no 42 dia de reparacao tecidual. Os resultados

foram os seguintes:
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Grupo Controle: A fibroglia mostrou-se em franca proliferacao,
apresentando-se como finos prolongamentos azuis em estreito contato com os

fibroblastos do tecido de granulacéao (Fig.27).

Grupo Irradiado: Este grupo exibiu uma quase completa auséncia de

desenvolvimento de fibroglia, conforme pode ser visto na figura 28.

Grupo Carnosina Irradiado: A fibroglia mostrou-se alto ritmo de

proliferacdo, semelhante ao GC (Fig.29).

Grupo Carnosina: Os resultados deste grupo foram semelhantes aos

encontrados para os GC e GCal (Fig.30).
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Fig.29: Grupo Carnosina Irradiado Fig.30: Grupo Carnosina
Aumento original de 40x1.25x10 Aumento original de 40x1.25x10

5.4 AVALIAGAO QUALITATIVA DA BIRREFRINGENCIA DE FIBRAS COLAGENAS-
COLORAGAO PELO PICROSIRIUS

4° dia de reparacao tecidual

Grupo controle: Observou-se uma pequena quantidade de fibras
colagenas birrefringentes, ainda delgadas e com brilho moderado (Fig. 31).

Grupo Irradiado: A quantidade de fibras colagenas mostrou-se muito
menor que a do GC, e com ordenagao ainda extremamente incipiente (Fig. 32).

Grupo Carnosina Irradiado: A birrefringéncia das fibras colagenas
apresentou-se com brilho bastante aquela do GC, e muito mais intensa que a do
Gl (Fig. 33).

Grupo Carnosina: Os aspectos da birrefringéncia, neste grupo, foram

idénticas aos do GC (Fig. 34).
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Fig. 31: Grupo Controle Fig. 32: Grupo Irradiado
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

Fig. 33: Grupo Carnosina Irradiado Fig. 34: Grupo Carnosina
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

7° dia de reparacao tecidual

Com excegado do Gl, que contém menos fibras colagenas e brilho
menos intenso (Fig. 35), todos os demais grupos mostraram aspectos

semelhantes na sua birrefringéncia (Fig. 36, 37 e 38).
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Fig. 35: Grupo Irradiado Fig. 36: Grupo Controle
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

Fig. 37: Grupo Carnosina Irradiado Fig. 38: Grupo Carnosina
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

14° e 212 dia de reparagao tecidual

As condigbes observadas aos 7 dias de evolugdo permaneceram iguais,
com os Grupos irradiados ( Fig. 39 e 40) exibindo birrefringéncia menos intensa

que os demais grupos (Fig. 41, 42, 43, 44, 45 e 46).
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Fig. 39: Grupo Irradiado 14° dia Fig. 40: Grupo Irradiado 21° dia
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

Fig. 41: Grupo Controle 14° dia Fig. 42: Grupo Controle 21° dia
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

Fig. 43: Grupo Carnosina Irradiado 14° dia Fig. 44: Grupo Carnosina Irradiado 21° dia
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10
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Fig. 45: Grupo Carnosina 14° dia Fig. 46: Grupo Carnosina 21° dia
Aumento 6.3x1.25x10 Aumento 6.3x1.25x10

5.5 AVALIAGAO QUANTITATIVA DA BIRREFRINGENCIA DAS FIBRAS COLAGENAS

As médias relativas a cada grupo, apos serem submetidas a analise

estatistica, exibiram os seguintes resultados:

Tabela 3

Médias e desvios padréo da birrefringéncia das fibras colagenas (um?) no 4°
dia de reparacao tecidual

Grupos Médias Desvios Padrao
GC 7320.49 A 51.92
Gl 3733.88 B 393.39
GCal 7460.36 A 488.86
GCa 7622.93 A 225.18

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

10000

8000
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2000

GC Gl GCal GCa
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Grafico 3- Médias e desvios padrao da birrefringéncia das fibras colagenas
(um?) no 42 dia de reparacao tecidual.
Tabela 4

Médias e desvios padrdo da birrefringéncia das fibras colagenas (um?) no 72
dia de reparacgao tecidual

Grupos Médias Desvio Padrao
GC 81667.30 A 1350.00
Gl 38720.62 B 952.52

GCal 80090.42 A 1853.54
GCa 80565.97 A 1840.97

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)
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Grafico 4- Médias e desvios padrao da birrefringéncia das fibras colagenas

(pmz) no 72 dia de reparacao tecidual.

5.6 AVALIAGAO DO DICROISMO LINEAR

No 4° dia de desenvolvimento nenhum dos grupos apresentou o
dicroismo, denotando que a esse tempo, ainda ndo ha suficiente grau de
orientacdo macromolecular para a inducado do fenbmeno. Quando analisou-se o 72
dia de desenvolvimento, os grupos controle, carnosina irradiado e carnosina
apresentavam dicroismo evidente, conforme pode-se observar pelo exame das
figuras: 47, 48, 49, 50, 51e 52. O Gl, contrariamente, ndo apresentou dicroismo
(Fig. 53 e 54), o que somente se tornou evidente, para este grupo, no 142 dia de

desenvolvimento (Fig. 55 e 56).




Fig. 48: Grupo Controle no 72 Dia
Aumento 16x1.25x10
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Fig. 49: Grupo Irradiado no 72 Dia Fig. 50: Grupo Irradiado no 72 Dia
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Fig. 51: Grupo Carnosina Irradiado no 72 Dia Fig.52: Grupo Carnosina Irradiado no 72 Dia
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Fig. 53: Grupo Carnosina no 72 Dia Fig. 54: Grupo Carnosina no 72 Dia
Aumento 16x1.25x10 Aumento 16x1.25x10

Fig. 55: Grupo Irradiado no 142 Dia Fig. 56: Grupo Irradiado no 142 Dia
Aumento 16x1.25x10 Aumento 16x1.25x10
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6 DISCUSSAO

O efeito deletério da radiacdo ionizante no processo de reparacao
tecidual mostrou-se evidente quando se comparava o GC com Gl, de acordo com
os resultados encontrados por POHLE, et al. (1931); RITCHIE (1933);
NATHANSON (1934); REINHOLD & BUISMAN (1973); DROZDZ et al. (1981);
LUCE (1984); MOORE (1984); CARRICO et al. (1984); GUIDUGLI NETO (1987);
RUDOLPH et al. (1988); MILLER & RUDOLPH (1990); ABDALLA (1991);
BERNSTEIN et al. (1993); MUSTOE & PORRAS-REYES (1993); WANG et al.
(1994); DRAKE & OISHI (1995); TIBBS (1997); ALMEIDA (1997); PEREIRA
FILHO, et al. (1998); MONTEIRO (1999); BOSCOLO et al. (2000); MANZI (2001) e

TUJI (2001).

Existem na literatura varias explicagbes na tentativa de justificar o efeito
deletério das radiagdes nos tecidos durante a cicatrizagdo. O retardo no
crescimento dos fibroblastos foi relatado por RITCHIE (1933); RUDOLPH et al.
(1988). A reducdo da quantidade de vasos neoformados foi abordado por
REINHOLD & BUISMAN (1973); LUCE (1984); CARRICO et al. (1984); GUIDUGLI
NETO (1987) e MUSTOE & PORRA-REYES (1993). O prejuizo da radiagao
interferindo no metabolismo dos glicosaminoglicanos (GAGs) foi citado por
DROZDZ (1981); o efeito prejudicial no crescimento das fibras do tecido conjuntivo
foi considerado por NATHANSON (1934) e as alteragbes na formagao do

colageno foi relatado por WANG et al. (1994).
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Existem alguns autores que acreditam que o efeito prejudicial esteja
relacionado tanto aos problemas vasculares quanto as alteragdes nos fibroblastos
(MOORE 1984; RUDOLPH et al. 1988; MILLER & RUDOLPH 1990). As alteragdes
funcionais dos fibroblastos influenciando na produgdo de colageno deficiente,
requerendo tempo de maturagdo mais longo também foram relatados por

BERNSTEIN (1993); DRAKE & OISHI (1995) e TIBBS (1997).

Na presente pesquisa, ao ter sido realizada a morfometria dos
fibroblastos durante o 4% e 72 dia de reparagao tecidual, evidenciaram-se
alteragdes significativas no numero de fibroblastos presentes no tecido de
granulagdo, quando comparado o GC com o Gl; portanto, o efeito da radiagéo
ionizante em prejudicar a reparagao tecidual pode estar relacionada com a

diminui¢cao do numero de fibroblastos.

Ao avaliar-se a fibroglia, evidente em tecido de granulagédo com elevado
ritmo de proliferacao, foi possivel relacionar a acdo da radiacido atrasando também

o ritmo de proliferagdo do tecido de granulagao irradiado.

Por meio da avaliagdo da orientagdo das moléculas de colageno pela
coloragao por Picrosirius, o Gl mostrou-se ao exame da luz polarizada, com brilho
menos intenso quando comparado ao GC, possibilitando-se relacionar o efeito
deletério da radiagdo promovendo atraso na orientagdo das moléculas de

colageno.
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Ao analisar-se o fendbmeno do dicroismo linear, observou-se que o Gl
no 72 dia de reparagao tecidual, enquanto em todos os outros grupos avaliados ja
se detectava a presenca de orientagdo macromolecular, nesse grupo ainda nao
havia nenhuma evidéncia do processo de organizagdo tecidual. Portanto, a
radiagcdo também prejudica a ligagdo dos GAGs as moléculas do colageno,
atrasando consequentemente a formacao dos feixes de fibras colagenas. De
acordo com VIZIOLI (1971), MANZI (2001) e TUJI (2001), a organizagao
macromolecular do tecido de granulagao inicia-se por volta do 72 dia de reparagao
tecidual, portanto, com excecdo do Gl, todos os demais apresentaram a

organizagado semelhante ao processo de reparagao normal.

A irradiacao utilizada nesta pesquisa foi aplicada no 32 dia de reparagao
tecidual, periodo relativo a fase proliferativa de cicatrizacdo, caracterizada pelo
surgimento dos fibroblastos e células endoteliais. A radiossensibilidade celular é
diretamente proporcional a atividade mitética e inversamente proporcional ao grau
de diferenciacdo celular, principio formulado por BERGONIE & TRIBONDEAU
(1906). Estas consideragcbes podem explicar as alteragdes provocadas pela
radiacao utilizada, interferindo na diminuicdo do numero de fibroblastos no tecido
de granulagdo, pois este tecido encontrava-se com grande capacidade

reprodutora.

Os fibroblastos tém participacdo importantissima durante o processo de
cicatrizagao, pois sao responsaveis pela sintese protéica, produzindo o colageno.

Pode-se estabelecer que a diminuicdo do numero de fibroblastos reduz a sintese
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do colageno, atrasando a orientagdao das suas moléculas e a formagao das fibras

colagenas, e em decorréncia, o atraso no processo de reparagao.

Com a finalidade de avaliar o efeito radioprotetor da carnosina na
reparacao tecidual, utilizou-se neste experimento, duas aplicacbes de solucao
aquosa de carnosina anteriormente a irradiagdo. O GCal mostrou-se em todos os
aspectos analisados semelhantes ao GC, portanto a carnosina ajudou na inibigao
dos efeitos deletérios provocados pela radiagdo gama. O mecanismo de agao
desta substancia pode estar relacionado principalmente pela sua acao
antioxidante, pois através da radidlise da agua séo formados radicais hidroxilas e
atomo de hidrigénio, e na presenca de oxigénio pode resultar em peroxido de
hidrogénio e superoxil. Diversos autores tém demonstrado a afinidade da
carnosina pelos radicais livres, principalmente pelo radical hidroxila. Além disto,
varios autores ressaltam a habilidade da carnosina em interagir com os produtos
da peroxidacdo de lipideos, reduzindo a velocidade de iniciacdo da cadeia ou
interferindo na sua propagacgao, o que preveniria 0 dano nas membranas celulares
(ARUOMA et al, 1989; BOLDYREV & SEVERIN, 1990; SILAEVA, 1990;

BOLDYREYV, 1993; KANSCI, 1997; HIPKISS, 2001).

Um estudo in vitro, TAMBA & TORREGIANNI (1998) comprovou que a
carnosina € um o6timo removedor de radicais hidroxilas. Resultando em composto
estavel menos reativo, protege as estruturas biolégicas, e supde que a carnosina
seja um antioxidante biologico. Além de ARUOMA et al. (1989), também

demonstrarem in vitro a afinidade da carnosina com o radical hidroxila, sugerem
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que suas propriedades antioxidantes nao estdo apenas relacionadas com a sua
afinidade por alguns radicais livres, mas, por exemplo, por possuir um efeito

tampao.

A carnosina é degradada pela carnosinase tecidual em [-alanina e
histidina, e a histidina serve como substrato para a producdo de histamina
(NAGAI, 1986). Com a irradiagdo, a fase inflamatéria da reparagao tecidual
encontrou-se prolongada como foi observado nos resultados deste trabalho.
Considerando que a administracido de carnosina possibilita maior produgao de
histamina, mediador quimico responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, o seu efeito radioprotetor neste modelo experimental, pode estar
relacionado com a aceleracdo da fase inflamatéria devido a maior quantidade

deste mediador quimico.

O GCa se comportou semelhante ao GC, apesar de diversos autores
relatarem que a carnosina promove a estimulacdo do processo de reparagao
tecidual, acelerando o desenvolvimento do tecido de granulacdo (MUKKADA et al.,
1969; FUJI & COOK, 1973; NAGAI & SUGIYAMA, 1974; SUZUKI & NAGAI, 1974;
NAGAI, 1975; NAGAI, 1978; VIZIOLI & ALMEIDA, 1978; FITZPATRICK &
FISCHER, 1982; VIZIOLI et al., 1983; NAGAI et al., 1986). A carnosina nao
mostrou aceleragdo no processo de reparo neste modelo experimental,
provavelmente devido a quantidade das doses administradas, e pelo fato de que,
quando foram administradas, a reparagao tecidual encontrava-se no final da fase

inflamatdria e inicio da fase proliferativa da reparacao tecidual. Na maioria dos
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estudos em que a carnosina acelerou o processo de cicatrizacdo, esta foi
administrada diariamente (NAGAI & SUGIYAMA, 1974; SUZUKI & NAGAI, 1974;
NAGAI, 1975; NAGAI, 1978; VIZIOLI & ALMEIDA, 1978; FITZPATRICK &

FISCHER, 1982; VIZIOLI et al., 1983; NAGAI et al., 1986).

O objetivo era disponibilizar a carnosina durante a irradiacéo, para que
fosse feita a relagcdo com o efeito radioprotetor, portanto nao foram feitas
aplicagdes durante todo o reparo. Desta forma, o GCa serviu como parametro

para se avaliar o comportamento da carnosina neste modelo experimental.

Quando se quer utilizar qualquer medicamento, é essencial conhecer o
seu mecanismo de acao e os seus efeitos colaterais detalhadamente. Em se
tratando da carnosina, apesar de existirem diversas pesquisas, ainda nao foi
possivel esclarecer completamente o seu mecanismo de acao biolégico, portanto
muitas investigagcdes ainda sao necessarias. Com relagdo a seus efeitos
colaterais, pode-se considerar que por ser uma substancia endégena, degradada
pela carnosinase tecidual, mesmo se administrada em excesso, a toxicidade sera

mantida em niveis aceitaveis pelo organismo.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e dentro das condigdes

experimentais empregadas neste trabalho, pdde-se concluir que:

- a carnosina exerceu efeito radioprotetor efetivo, inibindo de forma

acentuada a acao deletéria da radiagao;

- No grupo que recebeu a carnosina sem ter sido irradiado, ndo houve
nenhum efeito de ativagao do processo de reparo, comportando-se

este grupo como o grupo controle.
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