Arq. Med ABC(1 e 2): 04 - 16,1998

TRABALHO ORIGINAL

ESTUDO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO DA REP@RACAO DE FERIDAS
CUTANEAS, PROVOCADAS EM RATOS, SUBMETIDAS A RADIACAO BETA DO
ESTRONCIO-90*

Gerson Vilhena Pereira Fitho **
Saul Goldenberg###
Neil Ferreira Novo *¥%%

Manoel Jesus Simges*¥++%

PEREIRA FILHO, G.Y. - Estudo histoldgico e morfoméirico da reparagfio de feridas cutineas, provocadas em ratos, submetidas a radiagio Beta do

Estréncio-20.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da radiagio Beta do Estrdncio-90 no precesso de reparagio tecidual de feridas provocadas

em ratos.

Utilizamos 24 animais da linhagem EPM-1 Wistar distribuidos em 4 grupos. Receberam a radiagiio em dias alternados e sua andlise foi feitaaos 3,7, 14

e21 dias de pds-operatério.

Realizou-se duas incistes no dorso de cada animal, suturou-se em seguida, sendo que a de sitwag 8o cramal fol irradiada e a caudal serviupasra controle.

Nas freas determinadas, as feridas conwole ¢ irradiada foram observadas macroscopicamente ¢ retiradas para prepare do estudo histelégice comparativo
a0 microscopice dptico. Realizou-se, em seguida, andlise morfométrica para contagem de leucdcitos, fibroblastos e fibras coldgenas, submetidos a estudo estatistico,
Daandlise dos resultados, pede-se concluir que, em geral, aradiagio Beta do Estrdncio-90 provocou um aumento no ndmere de leucécitos, uma diminuigio no niimero
de fibreblastos ¢ ndo alierou o nimero de fibras coligenas, quando comparou-se a ferida irradiada a controle nos tempos do experimento.

DESCRITORES : Cicatrizagdo de feridas — Radiacdo

INTRODUCAO

A evolugiio de uma ferida para cicatriz apresenta
modificagdes que podem ser alteradas com o uso de substincias
e alguns pesquisadores tém feito estas tentativas no passar dos
anos,

As radiacBes ionizantes t€m sido utilizadas na
tentativa de controlar fendmenos bioldgicos e, dentre estes, a
cicatrizacio,

Os raios Beta constituem-se em radiagdes
corpusculares de carga negativa que ao atravessarem o0s tecidos,
provocam nesses uma série de alteragdes, das quais as mais
importantes sdo a ionizaglo ¢ a absor¢do energéiica. Estes ralos
provocam modificages diretas sobre o niicleo celular ¢ indiretas
sobre o protoplasma. A radiagio ionizante pode romper ligacdes

de hidrogénio ou sulfidrilas, oxidar compostos, romper ligagdes
dentro da hélice do DNA ou causar dimerizagfio das bases purina
e pirimidina no DNA. As células 880 mais sensfveis a esses efeitos
na fase pré-mitética, por isso a necessidade de aplicacdes repetidas
de raios Beta, com determinados intervalos, para que umn grande
nimero de células seja irradiado eficazmente (RAPER,ZIRKL,
BARNES, 1951).

SNIDER & RAPER (19531) estudaram os efeitos
histopatoldgicos dos raios Beta do fésforo-32 (p.32) em doses
tnicas de 5000 e 2500 Rep* na pele de camundongos, que tiveram
toda superficie corpdrea irradiada. As alteragdes observadas
restrigiram-se & epiderme e derme, sendo mais acentuadas nas
doses maiores. As modificactes da epiderme sob a forma de
acimulo de cromatina em algumas céfulas na camada basal foram
encontradas imediatamente apos a irradiagfo. Sinais degenerativos
tornaram-se mais visiveis em infervalos de 8 a 24 horas, quando o
niicleo tornou-se edemaciado e vacuolizado, Entre 15 €21 dias, a

* Rep-Abreviacio de Roentgen Equivalent Physical, que € definido como a absorcio do 93 ergs por grama do tecido.
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camada basal rompeu em muitas regides do corpo com o
aparecimento de tlceras da pele, algumas das quais ndo
cicatrizaram completamente em trés meses.

O derma também apresentou alteracoes logo depois
dairradiagio. Ocorreu rompimento de células, edema do coldgeno
e oclusdo de vasos sanguineos e linfaticos. Em geral, tecidos
atingidos pelos raios Beta alteraram-se similarmente aos tecidos
tratados por doses compardveis de raio X.

FRIEDELL, THOMAS e KROHMER (1951)
verificaram que o Estréncio-90 radioativo € a melhor fonte de
radiac@o Beta e foram os primeiros a emprega-lo. A meia vida do
elemento € longa (28 anos), e assim evita-se o reabastecimento
frequente do equipamento usado. Apresenta energia eficaz,
permitindo suficiente penetragdo nos tecidos. Sua agio ndo vai
além de 8 milimetos de profundidade e o médximo de seu efeito
terapéutico estd ao redor dos 3 a 4 milimetros.

SETTI (1960 e 1961) apresentou seus resultados com
o emprego da radiagdo Beta do estroncio-90. Experimentalmente,
realizou aplicacio no antebrago esquerdo de dois pacientes, em
doses (nicas que variaram de 90 a 7200 Reps, com a finalidade
de investigar as reagoes cutineas. A partir de 450 Rep, observou
eritema nas primeiras 24 horas. Nas doses mais elevadas notou
papulas ¢ vesiculas. As reagdes regrediram num periodo de 40
dias sem deixar sequelas. Referiu também bons resultados com
o emprego de radiagdo em doengas oculares.

A radiacdo Beta do Estroncio é utilizada como
tratamento complementar pds-resseccdo de cicatrizes
hipertréficas e queloideanas, mas nio se encontrou na
literatura estudo experimental ou clinico sobre seu efeito na
reparagio de feridas.

O Servico de Cirurgia Pldstica do Hospital Santa
Catarina e Faculdade de Medicina do ABC utilizam a radiacio
Beta na pritica clinica didria, segundo as informacdes e
orientagdes deixadas por SETTI. Apds a ressecgdo da cicatriz
hipertréfica ou queloideana, o tratamento inicia-se no 1° pds-
operatério e a programacio € para 10 sessdes em dias alternados
de 250 ¢Gy, perfazendo um total de 2500 cGy.

O objetivo deste trabalho € investigar aspectos
histolégicos dos efeitos da radiacdo Beta do Estréncio-90 na
reparacao de feridas cutineas.

MATERIAL E METODO
» AMOSTRA

Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia) da linhagem EPM-1 Wistar* | com 90 dias

de idade e peso individual variando entre 290 e 310 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Paulo - Escola Paulista de Medicina.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de acordo
com o tempo pds-operatério de observagao : 3°,7°, 14° e 21° dia.

» ANIMAIS E AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas por
periodo de 7 dias para adaptacio, recebendo alimentacdo e dgua
“ad libitum .

Os atos operatérios foram realizados no laboratério
da Disciplina de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de Sdo Paulo-
Escola Paulista de Medicina.

» DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A indugio anestésica foi feita por inalagio, no interior
de uma campanula, cuja atmosfera era saturada com éter etilico,
até a perda da consciéncia do animal.

Durante o ato operatdrio a manutengao foi feita com
0 mesmo agente em saturagiio parcial com o ar ambiente, ficando
o segmento cefalico no interior de pequena campénula.

O rato foi mantido em dectibito ventral horinzontal e
suas patas fixadas em uma prancha.

FIGURA 1 - Fotografia onde observa-se as areas depiladas na regiao
dorsal.

A antissepsia das duas dreas foi feita com dlcool
iodado a 2% seguida da colocacio de campo fenestrado. Em
cada local realizou-se, com bisturi de ldmina 15, uma incisdo

* Nomenclatura atual do International Index of Laboratory Animals, 4a Ed., 1980, também denominada de colonia 2 BAW (VALLE, 1949).
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de 1,5 centimetro de comprimento, cortando a pele na sua > IRRADIACAO
espessura total (Figura 2).

Vinte quatro horas apds o ato operatério, os
animais foram novamente anestesiados em campinula
contendo vapores de éter etilico e a seguir receberam a
primeira dose de radiacdo. Para tanto, utilizou-se uma placa
de 1,5 centimetros de diamétro de Estroncio-90 com atividade
de 50 mci*, atividade medida em outubro de 1985, com
energia de penetracio de 0,54 milhdes de elétron volts
(Figura 4).

* mei = milicurie

FIGURA 2 - Fotografia onde observa-se as duas incisdes realizadas.

A hemostasia foi feita com gaze, por compressio
digital, durante aproximadamente, 3 minutos. A pele foi
saturada com 3 pontos simples, separados, com fio
monofilamentar sintético, ndao absorvivel 6-0 (Figura 3).

Nio foram realizados curativos sobre as dreas

operadas.

FIGURA 4 - Fotografia onde observa-se a placa emissora de radiacio
beta do estrén

A dose para cada sessio foi de 250 cGy*, que consiste
no contato da placa com a pele por 13,8 segundos. A dose total
mdxima foi de 2500 cGy. Utilizou-se uma haste protetora auxiliar
no manuseio do material radioativo. Para determinar o tempo foi
utilizado um cronometro ( Figura 5).

FIGURA 3 - Fotografia onde observa-se as duas feridas suturadas.

» POS-OPERATORIO

Apés o ato operatdrio, os animais foram recolocados
em suas respectivas gaiolas, e foram mantidos com alimentacdo
e dgua semelhantes as do perfodo de adaptacdo. Os fios foram

FIGURA 5 - Fotografia onde observa-se a placa emissora de radiacao

: - 3 o beta do estroncio-90 na extremidade da haste protetora e o crondmetro
retirados no 10° dia pés-operatdrio. utilizado.
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c¢Gy ( 1.¢Gy =1 rad)

A freqiiéncia de irradiacao foi feita a cada 48 horas.
Os grupos foram submetidos as doses como se segue:

TEMPO FERIDA IRRADIADA  N” DE DOSE NY DE ANIMAIS
DE OBSERVACAO N¢
3 la6 | 6
Tal2 3 6
14 13al8 7 6
21 19a24 10 6

> ESTUDO HISTOLOGICO

Nos dias pré-determinados para o sacrificio, os
animais foram previamente anestesiados em campéanula saturada
com vapores de éter etilico.

Um segmento de pele de espessura total de 0.5
centimetros de comprimento por 1,0 centimetro de largura foi
retirado das dreas irradiadas e controle, contendo sempre o ter¢o
médio da ferida operatéria ( Figura 6).

FIGURA 6 - Fotografia onde observa-se o terco médio da ferida
operatéria deslocado para a esquerda (seta), que foi utilizado para
microscopia dptica.

Este material foi colocado a 10% durante 24 horas e,
em scguida, submetido as técnicas para inclusiio em parafina,
cortado com micrétomo em espessura de 6 micra e corado pelos
métodos de Hematoxilina- Eosina (HE).

Os cortes histologicos foram analisados em
microséépico optico comum, sendo que as feridas irradiadas
foram comparadas as de controle aos 3, 7, 14 e 21 dias de
poOs-operatorio.

O estudo morfométrico foi realizado com a utilizacdo
de ocular integradora Kpl-10x, fabricacdo ZEISS, contendo
reticulo com 25 pontos distribuidos geometricamente. Esta ocular
foi acoplada a uma objetiva ZEISS de 100x (com aumento final
de 1000 didmetros).

Observou-se 40 campos em cada lamina. Foram
contados os leucécitos, fibroblastos e fibras coligenas.

> ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos resultados utilizaram-se testes ndo
paramétricos, considerando-se a natureza das distribuicdes das
varidveis estudadas. Aplicaram-se os seguintes testes:

1. Teste de WILCOXON para duas amostras nao independentes
(SIEGEL,1975), com o objetivo de comparar os niimeros
de leucdcitos, fibroblastos e fibras coldgenas observados
na ferida irradiada e controle em cada animal.

2. Anilise de varidncia por postos de KRUSKAL - WALLIS
(SIEGEL,1975), quando comparam-se os periodos de
3,7. 14 e 21 dias em relacdo aos valores das varidveis
acima assinaladas. Esta andlise foi aplicada em separado
para as feridas irradiada e controle. Quando mostrou
diferenca significante foi completada pelo teste de
comparagdes multiplas (HOLLANDER, 1973).

controle - irradiagao

A %= x 100

controle

O valor do A % para cada uma das varidveisestudadas
foi calculado segundo a férmula:

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5%
(e< < 0,05) o nivel para rejeicdo da hipétese de nulidade,

assinalando-se com um asterisco os valores significantes.
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RESULTADOS

» ANALISE HISTOLOGICA

FERIDAS ANALISADAS NO 3° DIA DE POS-OPERATORIO:

Controle: Observa-se no epitélio superficial
pequena descontinuidade, sendo que as bordas da ferida
apresentam insinuac¢des por debaixo de uma crosta que é
constituida de fibrina e lencécitos. Abaixo desta drea, nota-
se infiltrado linfoplasmocitdrio e, mais profundamente, tecido
de granulagdo rico em macréfagos, vasos sanguineos e fibras
coldgenas (Figura 7).

Irradiado: Nota-se no local do corte, epitélio
superficial descontinuo recoberto pela crosta. Abaixo desta,
observa-se infiltrado linfoplasmocitdrio. Mais profundamente, o
tecido conjuntivo apresenta grande quantidade de vasos dilatados,
fibroblastos ¢ macrofagos ( Figura 8).

i

FIGURA 7 - Fotomicrografia de corte histolégico de ferida controle no
3° dia de pos-operatério. observa-se descontinuidade no epitélio
superficial e presenca da crosta fibrino leucocitaria. (h.e.720x).

FIGURA 8 - Fotomicrografia de corte histoldgico de ferida irradiada
no 3° dia de pés-operatério. Observa-se descontinuidade no epitélio
superficial, infiltrando linfoplasmocitario, vasos dilatados. (h.e.720x).

FERIDAS ANALISADAS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO:

Controle: Nota-se descontinuidade no leito
epidérmico superficial. Nesta drea observa-se crosta fibrino-
leucocitdria. Logo abaixo, na derme, infiltrado linfoplasmocitirio
e fibras coldgenas (Figura 9).

Irradiado: Observa-se descontinuidade no epitélio
superlicial e, logo acima,crosta de fibrina infiltrada por neutréfilos,
mais evidente na parte inferior. As bordas desta drea apresentam
crescimento epitelial. Abaixo, nota-se tecido de granulagfo,
constituido por fibroblastos e neutréfilos (com celularidade
aparentemente menor).

Apresenta escassas fibras coldgenas e vasos
sangiiineos dilatados (Figura 10).

FIGURA 9- Fotomicrografia de corte histologico de ferida controle no
7° dia de pos-operatorio. observa-se a presenca da crosta infiltrada.

(h.e. 720x)

FIGURA 10- Fotomicrografia de corte histologico de ferida irradiada

no 7° dia de pds-operatério. observa-se a crosta,brotos epiteliais,tecido
de granulacao com vasos dilatadoes. ( h.e. 720x)
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FERIDAS ANALISADAS NO 14° DIA DE POS-OPERATORIO

Controle: O epitélio, em alguns cortes, ainda ndo
estd refeito e, inferiormente, nota-se tecido conjuntivo
ricamente celular, constituido por fibroblastos, fibras
coldgenas e macréfagos. Logo abaixo da fibrina, apresenta
esboco de tecido epitelial (brotos). A parte profunda
apresenta-se reparada (Figura 11).

Irradiado: Morfologia semelhante ao controle,
aparentemente com menos celularidade e grande concentragio

de vasos sangiifneos (Figura 12).

FIGURA 11- Fotomicrografia de corte histologico de ferida controle
no 14° dia de pds-operatorio. Observa-se logo abaixo da camada
superficial, tecido conjuntivo rico em fibroblastos e fibras coldgenas.
(H.E. 720x).

FERIDAS ANALISADAS NO 21° DIA DE POS-OPERATORIO

Controle: Apresenta epitélio estratificado pavimentoso
queratizado e logo abaixo a derme constituida de tecido
conjuntivo, rica em macréfagos e leucdcitos. Inferiormente a esta
drea, nota-se tecido conjuntivo denso niao modelado (Figura 13).

Irradiado: Area da lesdo revestida por epitélio
estratificado pavimentoso queratizado. Em alguns cortes
podemos observar crosta fibrino leucocitdria. Abaixo desta
drea, nota-se o tecido conjuntivo, aparentemente com menos
celularidade e menos fibroso em relagfio ao controle. Mais

profundamente, observa-se infiltrado linfoplasmocitdrio e
congestdo vascular (Figura 14).

logico de ferida controle
no 21° dia de pos-operatirio. Observa-se epitélio estratificado
pavimentoso e derme totalmente refeitos. ( H.E. 720x)

FIGURA 12- Fotomicrografia de corte histolégico de ferida irradiada
no 14° dia de PO. Observa-se camada superficial refeita e abaixo a

presenca de infiltrado linfoplasmocitario. Nota-se tecido de granulagio
contendo vasos sanguineos dilatados. ( H. E. 720x)

no 21° dia de pés-operatério.Observa-se restos da crosta fibrino
leucocitaria e logo abaixo do epitélio superficial nota-se a presenga de
vasos sanguineos dilatados. (H.E.720x)
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ANALISE ESTATISTICA

» TABELA I - NUMERO DE LEUCOCITOS ( EM MIL PONTOS) E VALORES DA DIFERENCA PERCENTUAL ( A %)
OBSERVADOS EM FERIDAS IRRADIADAS ( IRRAD) E EM CONTROLE ( CONT) DE RATOS, EM RATOS, EM CADA
TEMPO DE OBSERVACAO.

3 pias 7 1S 14 pias 21 pias

Conr IrraD An Cont IRRAD Ag Cont IrRRAD A% Conr IRRAD A%

35 38 8,57 3 5 66,67 34 35 2,94 29 30 345

38 39 2,63 ] 7 40,0 30 37 23,33 28 31 10,71

37 40 8,11 i 9 28,57 32 38 18,75 27 32 18,52

36 472 16,67 8 10 25,0 33 36 9,09 26 30 15,39

35 44 25,71 9 12 33,33 29 55 20,69 25 31 24,0

35 39 11,43 4 6 50,00 29 35 20,69 24 30 25,0
MEDIA 36,0 40,0 12,19 6,0 8,2 40,6 31,2 36,0 15,92 26,5 30,7 16,2
R 21,50 21,42 7.83 35 3.5 2128 1533 15,58 10,33 9,67 9.5 10,58
R= Média da soma dos postos

TESTE DE WILCOXON
(CONTROLE X IRRADIADQO)
T CRITICO =0
3 dias 7 dias 14 dias

T calculado=0,0%* T calculado=0.0* T calculado=0.0%*

ANALISE DE VARIANCIA POR POSTOS DE KRUSKAL-WALLIS Grafico 1 - N° de leucdcitos, valores do delta % observados em

(3 DIAS X 7 DIAS X 14 DIAS X 21 DIAS) feridas de ratos, nos tempos de observacio

H CRITICO =7,82

IN? de feucoeitos Delta %

50 1

CONTROLE IRRADIADO A% n 80

H calculado 21,44 H calculado 21,58 H calculado 21,58 0

Teste comparagdes Teste comparagdes Teste comparagdes 30

miltiplas miltiplas muiltiplas g6 40

3 dias >14 e 21 dias 3 dias > 14 e 21 dias 21 dias >3>7>14dias 20
7 dias > 21 dias 7 dias > 21 dias 10 "
Odias 3dias 7 dias 14 dias 21 dias 0 dias

DELTA % IRRADIANDO CONTROLE

10
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» TABELA II - NUMERO DE FIBROBLASTOS ( EM MIL PONTOS) E VALORES DA DIFERENCA PERCENTUAL (A %)

OBSERVADOS EM FERIDAS IRRADIADAS ( IRRAD) E EM CONTROLE ( CONT) DE RATOS, EM CADA TEMPO DE
OBSERVACAO.

3 pias 7 DIAS 14 p1as 21 p1AS

Cont IrrAD ALA Cont IrRRAD Ag Cont IRRAD Az Cont IrrRAD Az

10 6 40,0 8 16 3333 12 12 25,0 26 23 11,53

7 7 0 8 15 38,46 13 10 33,33 20 24 20,0

9 5 44,44 7 14 30,0 10 12 14,28 23 23 0

6 5 16,66 8 17 20,0 10 12 29,41 22 20 9,09

8 6 25,0 7 6 36,36 11 13 18,75 25 19 24.0

7 7 0 9 1 25,0 12 14 12,5 2 20 9,09
MEDIA 78 6,2 21,0 7.8 15,7 30,5 11,3 12,2 222 23,0 21,5 123
R 3,67 3,83 12,5 9,17 15;5 17,83 9,33 15,5 12,75 215 215 6,92

R= Média da soma dos postos

TESTE DE WILCOXON

(CONTROLE X TRRADIADO)
T CRITICO = 0

3 dias 7 dias 14 dias
T calculado=0,0* T calculado=0,0* T calculado=0.0%*
Irrad < Cont Irrad < Cont Irrad < Cont
Analise de Varidncia por postos de KRUSKAL-WALLIS Grifico 2 - N° de fibroblastos valores do Delta % observados

em feridas de ratos tempos de observacao
(3 dias X 7 dias X 14 dias X 21 dias ) EEER S BRI Tt

H critco = 7,82

25 ‘ﬁN" de fibroblastos - Delta % 100
CONTROLE IRRADIADO A% 2
H calculado 21,47 * H calculado 21,35 * H calculado 7,20 15 L 60
Teste comparacdes Teste comparagdes
miiltiplas miltiplas 19
21 dias >3 e 7 dias 21 dias >3 e 7 dias 5
14 dias >3 dias

0
DELTA IRRADIADO CONTROLE

11
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» TABELA III - NUMERO DE FIBRAS COLAGENAS (EM MIL PONTOS) E VALORES DA DIFERENCA PERCENTUAL
(A %) OBSERVADOS EM FERIDAS IRRADIADAS (IRRAD) E EM CONTROLE (CONT) DE RATOS, EM CADA TEMPO
DE OBSERVACAO.

3 pias 7 pias 14 pias 21 DIAS
Cont IRRAD A% Conr IRRAD A% Cont IRRAD A% Cont IRRAD A%
28 29 3,58 110 118 7,27 130 128 1:53 139 141 1,43
Ak 30 11,11 . 115 116 0,87 137 135 1,45 140 145 3,57
26 31 19,23 108 117 8,33 136 137 0,73 138 146 5,79
25 33 28,0 110 118 7,27 138 140 1,44 139 140 0,71
28 28 0 112 119 6,25 139 141 1,43 141 139 1,41
25 28 12 115 99 13,91 132 127 3,78 140 139 0,71
MEDIA 26,5 29,7 12:3 1]],7- 1145 7.3 135,3 134,79 1.7 139,5 141,7 2,3
R 3.5 3.5 16,92 9,5 9,5 16,17 15,92 16,5 9,25 21,08 20,5 7.67

R= Média da soma dos postos

TESTE DE WILCOXON
(CONTROLE X IRRADIADO)

T CRITICO =0
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
T calculado = 0,0% T calculado = 6,0 T calculado = 8,0 T calculado = 5,0
Irrad < Cont
Anilise da Variincia por postos de KRUSKAL-WALLIS Grifico 3 - N° fibras coligenas e valores Delta % observados em
(3 dias X 7 dias X 14 dias X 21 dias) feridas de ratos nos tempos de observagio
N°de FibrasColagenas Delta %
160 | 100
140 '
80
CONTROLE IRRADIADO A% 120 -
H calculado = 21,13 H calculado = 20,44 H calculado =8.,04 100 -— 60
Teste comparagdes Teste comparagdes Teste comparagdcs 80 -
miltipla miltipla miltipla Sl =
21 dias > 3 e 7 dias 21 dias > 3 ¢ 7 dias O TESTE NAO 3o |-
FEREN 20
14 dias > 3 dias 14 dias > 3 dias DETRCICY DIFEREHCA. 20
SIGNIFICANTE \—
0 [ 1 1 | 0
3 7 14 21 0
DIAS
O DELTA % + IRRADIADO CONTROLE
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DISCUSSAO

As substidncias radioativas produzidas com o
desenvolvimento da bomba atdmica passaram a ser estudadas, e
seus efeitos pesquisados experimentalmente em tecidos
bicldgicos.

A radiacio Beta do Estréncio-20 tem sido utilizada
na profilaxia e tratamento complementar pds ressecgdes de
cicatrizes hipertréficas e queloideanas, As ddvidas no uso da
clinica ¢ a literatura escassa sobre o assunto, nos levou a
desenvolver um trabalho experimental controlado para avaliar
alguns aspectos da radiacio Beta nas feridas operatérias.

~

Usou-se ¢ rato para o experimento, devido &
facilidade de manupulagfio, obtengiio e por apresentar baixa
contaminacfic na pele e resisténcia as infecgdes operatdrias.
Utilizou-se somente machos pois nio apresentam vartagdes
hormonais em relagio as f8meas. N3o encontrou-se modelo
similar na literatura.

A freqiéncia em dias alternados foi escothida por
corresponder ao que se realiza na clinica didria em nosso Servico.
O mesmo rato apresentava ferida controle e irradiada, com o
proposito de afastar as variagGes individuais.

Efetuou-se a depilagdo por tragdo mannal com
manobra biodigital, que & de ficil execucdo ¢ menos traumética
em relagdio aos instrumentos laminados.

Usou-se o éter etilico como agente anestésico, pois é
de facil obtengéio, manuseio € o animal se recupera rapidamente
de seu efeito,

Realizou-se a incisdo com iamina de bisturi n°.15

cortando a pele em sua espessura total, nas duas dreas previamente
preparadas da regido dorsal de aproximadamente 1,5 centfmeiros,
pois este comprimento corresponde ao difmetro da placa emissora
do Estroncio-90 e, por isso, confirma-se que toda ferida seria
irradiada,

Usou-se ¢ fio monofilamentar sintético nfio absorvivel
6-0 por ser fino & provocar pequena agressdo 2o tecido, com trés
pontos simples separados, caracterizando uma ferida fechada. Ndo
se realizou curativo, pois é muito dificil manté-lo neste animal.
Ap6s o ato operatdrio, os ratos foram colocados em gaiolas
individuais, evitando-se que wm animal traumatizasse a ferida do
outro.

Os grupos de seis ratos foram operados no mesmo
dia, pois desta maneira, receberiam as radiagfes no mesmo
intervalo de tempo.

A irradiacfio foi feita com os animais previamente
anestesiados pela inalagio do éter etilico em campénula. Um
auxiliar segurava o rato € o pesquisador realizava a aplicacio.

A andlise do processo de reparago foi realizada
em dias de pés-operatérios pré-determinados ( 3°, 7°, 14° e
21° dia), baseados em SIMOES, UZUNIAN, MORA, SASSO
(1985). ' '

BARONCELLI, MAGNO E TUNESI (1962),
estudando os diferentes didmetros das placas e os campos
emanados da radiacio Beta do Estrdncio-90, fazem supor que a
regifio central com maior eficacia. Por isso, a colheita do segmento
de pele para estudo histolégice foi realizada ressecando a parte
média da ferida ( 0,5 centimetro de comprimento por 1,0
centimetro de largura).

A radiagio Beta do Estrdncio-90 utilizada no
experimento é de ficil manuseio, ndo exigindo treinamento e
proteciio especial. Com o auxilio de uma haste flexivel que
se encaixa no segmento central da placa radiativa, que fica
acondicionada em uma cimara de chumbo, o pesquisador a
coloca em contato com a pele sobre a ferida ¢ aciona o
crondmetro.

A meia vida do Estréncio-90 é de 28 anos, por isso,
periodicamente deve-se fazer a corregéio em relagéo ao decaimento
radiativo. Na época do experimento, para uma dose de 250 cGy,
deveria a placa emissora ficar em contato com a pele por 13,8
segundos,

SNIDER & RAPER ( 1951) relataram que 2500
¢Qy, provocaram alteragdes na fisiologia e reparacio da pele
de ratos.

RAPER, ZIRKLE ¢ BARNES (1951), FRIEDELL
e col. ( 1951), LENTINO, ZARET, ROSSIGNOL (1959),
ELLIOT (1959), descreveram as propriedades da radiagio
Beta gquanto a4 profundidade de penetracdo na pele. A
porcentagem da dose na superficie de foco € de 100%; a um
milimetre de profundidade j4 cai para 50% ¢ a quatro
milimetros j4 estd em 6%, fazendo supor que, na pele do rato,
haveria acio da radiacdo. ‘

SETTI ( 1960) afirmou que as células sdo mais
sensiveis na fase pré-mitética, sugerindo aplicag@es repetidas em
determinados intervalos para atingi-las na divisdo; por isso
utilizou-se o fracionamento em dez sessbes de 250 cGy, em dias
alternados.

O experimento representa o que se faz na clinica diaria
pds resseccio de cicatrizes hipertréficas e queloideanas no nosso
Servigo. O seu estudo fornecen dados sobre a reparaciio tecidual,
pois o rato nio apresenta essas alteragGes na cicatriz. Nenhuma
ferida apresentou deiscéncia ou infeccho local.

No ser humano ndo se recomenda a frequéncia
didria de aplicagfes para se evitar a hiperpigmentacio da pele
irradiada.
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Os resultados da microscopia foram analisados
comparando-se a ferida controle com a irradiada. A morfometria
forneceu dados que foram submetidos & andhise estat{stica.

» ANALISE MICROSCOPICA

O acompanhamento da seqiiéncia microscopica dptica
da ferida controle do experimento, demonstra o processo de
reparacido tecidual cutdneo, com as fases de inflamagao,
proliferagio e maturagiio, documentadas por SIMOES e col. {1985)
em trabalho experimental com ratos, onde observaram essas fases
por meio de microscopia cletrdnica de transmissdo.

No terceiro dia de pds-operatdrio da ferida controle,
¢ evidente areagdo inflamatoria com infiltrado linfoplasmocitdrio,
vasos e a crosta fibrino leucocitdria, confirmando a descricdo de
TEVES, CABRAL, SIMOES, KULAY JUNIOR (1986). Na ferida
irradiada nota-se morfologia semelhante, porém verifica-se grande
quantidade de vasos dilatados.

Aos 7 e 14 dias de pds-operatério da ferida controle,
observa-se a fase proliferativa. O epitélio ainda ndo estd totalmente
refeito € o conjuntivo apresenta muitos macrdfagos, fibroblastos
e fibras coldgenas. A ferida irradiada apresenta morfologia
semelhante, porém diminuigéo da celularidade ¢ vasos sanguineos
dilatados.

Aos 21 dias de pos-operatério da ferida controle, a
drea da lesdo jd estd revestida pelo epitélio estratificado
pavimentoso e o tecido conjuntivo € rico em fibroblastos e fibras
colagenas. STMOES e col. (1985) relataram em seu trabatho a
imporiincia do fibroblasto como regulador do mecanismo de
reabsor¢do do coldgeno. A ferida irradiada apresenta morfologia
semelhante, mantendo acentuada vasodilataggo.

LUSHBAUGH, STORER, HALE (1953) observaram,
microscopicamente, o processo de reparacdio da radiodermatite
uicerativa provecada na pele abdominal de ratos pelos raios Beta
do Fésforo-32 e Estroncio-90. A regeneragiio do epitélio e a
fibroplastia na parte mais profunda, ocorreram 15 a 20 dias apés
o aparecimento da lesdo.

BISHOP (1954), em estudo comparativo sobre os
efeitos do raio X e Beta em coelhos, verificon que as alteragdes
da pele provocadas pela iradiagdo, observadas 4 microscopia
Optica, sdo semelhantes.

PRADO (1981), em seu trabalho sobre a acdo dos
raio X no processo de reparagdo tecidual da pele de ratos, reveiou
que existiu diferenca no nimero de fibroblastos e fibras coldgenas,
tendo sido sempre maior no grupo controle em relagio ao irradiado.

TABACHNICK & WEISS (1959), realizaram trabalho
experimental com radiagio Beta do Estréncio-90 (dose tinica de

3000 Rep) na pele de porcos. Relataram a diminui¢ic dos dcidos
nucleicos (DNA e RNA) dosados na epiderme.

FUKUYAMA, BERNSTEIN, CURTIS {1959), em
experimento com ratos utilizando radia¢io Beta do Fésforo-32,
verificaram que doses acima de 80 mci/min* (milicurie/minuto)
provocaram diminuigfio na atividade mitética das células da

epiderme.

BARENDESEN (1962) relatou em seu trabalho com
células humanas em cultura a inibigdo dos clones por raios Alfa,
Beta e X em doses diferentes.

Verificou-se que a radiagio provocou uma diminui¢do
da celularidade, mas permitiu que a reparaciio do epitélio ¢ derme
se completassem aos 21 dias. A observagiio microscépica ofereceu
melhor interpretacio quantitativa da celularidade quando feito o
estudo morfométrico.

»  ESTUDO MORFOMETRICO

Utilizou-se a morfometria para methor andlise dos
resultados relativos as estruturas teciduais estudadas no processo
de reparagio aos 3, 7, 14 e 21 dias de pds-operatério.

O mimero de leucdcitos (em mil pontos) foi maior na
ferida irradiada em relacdo ao controle.

O mimero de fibroblastos (em mil pontos) da ferida
irradiada foi menor que o controle.

De maneira geral o nimero de fibras coldgenas
apresentou contagem semelhante entre a ferida irradiada e
controle. Com relacio & morfometria das fibras colagenas, deve
ser ressaltade que na realidade quantifica-se o coldgeno e ndc a
contagem numérica das fibras.

Verificou-se que a morfometria permitiu o estudo da
alteragbes em niimero de leucdcitos, fibroblastos e fibras colagenas
provocadas pela radiaciio Beta do Estréncio-20.

> ANALISE ESTATISTICA

A morfometria fornecen dados cobjetivos, de natureza
quantitativa, 0 que permitiu a aplicagdo de testes estatisticos.

Ao analisar-se a Tabela I e Grafico | verifica-se que:

1) A irradiagio provocon um aumento significante no
nimero de leucdcitos nos quatro tempos estudados.

2y O nimero de leucdeitos da ferida controle e da
irradiada aos 3 dias foi significantemente maior do que aos 14 ¢
21 dias.

3) O ndmero de leucécitos da ferida controle e da
irradiada foi significantemente maior aos 7 do que aos 21 dias.

4) O namero de leucdcitos da ferida controle e da
irradiada decrescen significantermente com o passar do tempo.
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5} A diferenca percentual {A %) calculada a partir
da ferida irradiada e da controle no 21° dia, foi significantemente
matior do que a observada no 3°, 7° ¢ 14° dias, sugerindo efeito
tardio da radiagfo.

A Tabela II e o Gréfico 2 permitem afirmar que:

1} A radiagdo provocou um decréscimo significante
no nimerg de fibroblastos aos 3, 7 e 14 dias do experimento.

23 O ndmero de fibroblastos da ferida controle e da
irradiada aos 21 dias foi significantemente maior do que aos 3 e
7 dias.

3} O ndmero de fibroblastos da ferida controle e da
irradiada aos 14 dias foi significantemente maior do que aos 3
dias.

4) Embora pelo tamanho, o teste de comparacfes nio
tenha detectado diferenca significante, os valores do A % sugerem
que o decréscimo no 21° dia seja menor do que o observado nos
3% e 7° dias.

Em relagdo 4 Tabela IIT e ao Gréifico 3 verifica-se
que:

1} A ferida irradiada apresentou aumentou das fibras
coldgenas em relagiio ao controle significante apenas no 3° dia.
Nos demais perfodos, o tamanho da amostra néo permitiu rejeitar
a hipétese de ignaldade entre as duas situages.

2} O nimero de fibras coldgenas da ferida controle e
da irradiada, aos 21 dias, foi significantemente maior do que aos
3 e 7 dias.

3} O nimero de fibras coldgenas da ferida controle e
da irradiada, aos 14 dias foi significantemente maior do que aos
3 dias.

4) O teste de comparagdes miltiplas em relacio ao

A% ndo detectou diferenca significante, pois o tamanho da

amostra nfio permitiu. Os resultados sugerem que as diferengas
percentuais entre a ferida irradiada e a controle do 14° ¢ 21° dia
foram menores do que as do 3° dia.

A andlise estatistica fol muito importante pois
fornecen informagdes precisas sobre a composigdo numérica das
estruturas estudadas e permitiu formular as conclusdes deste
trabalho.

CONCLUSOES

Ao analisar-se os resultados da pesquisa, conclui-se
que a radia¢iio Beta do Estrncio-90:

1) Provocou aumento no nimero de leucGeitos.
2) Reduziu o mimero de fibroblastos.

3) N&o alterou o mimero de fibras coldgenas.

10,
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PEREIRA FILHO, G.V. - Histologic and morphometric study on the healing of skin wounds in rats subwitted to Beta irradiation of Stroncium-90.

SUMMARY - The purpose os this work is to investigate the effects of Beta radiation of Stroncium-90 for reapiring the tissue of wounds made in rats.

We used 24 animals of the lineage EPM-1 Wistar, distributed in four groups. That received radiation in alternate days, and analysed in the 3rd, 7th,

14th and 21 st day after operation.

Two incisions were made in the back of the animal and sutured immediately afterwards; the upper part was irradiated and the Jower part used as

control.

On the dates established the irradiated and contrel wounds were macroscopically examined and withdrawn for preparation of the hystological

comparative study in the optical microscope, Follwing, a morphometrical analysis was performed to count leucocyts, fiberblast and celagens fibers

which were submitted to statistical study.

When analysing the results we reached the conclusion that, as a rule, the Beta radiation of Stroncium-90 promoted an increase in the number of

leucocyis, a decrease in the number of fiberblasts and did not alter the number of colagen fibers when compared to the irradiated and control wound

during the time used for the experiment.

SUBJECT HEADINGS: Wound healing - Cicatrix — Radiation
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