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ATENUACAO DA RADIONECROSE EM RATOS WISTAR COM APLICACAO
CUTANEA DE QUERCETINA

Nelson Mendes Alves

RESUMO

O aumento da incidéncia de cancer tem sido expressivo nas ultimas décadas na
populacdo mundial, sendo confirmada segundo previsdes de entidades nacionais e
internacionais da &area da saude. O surgimento do cancer € influenciado
predominantemente por fatores genéticos e ambientais, sendo manifestado com mais
intensidade na populacdo adulta. As principais modalidades para tratamento do cancer
(radioterapia, quimioterapia e cirurgia) podem ser usadas individualmente ou em
combinacdo, dependendo do tipo de cancer. Entre as modalidades citadas, a radioterapia é
aquela com maior abrangéncia no tratamento de pacientes, tendo associado um efeito
colateral denominado radiodermite que possui graus de severidade que variam de um
simples eritema até radionecrose. As manifestacGes da radiodermite poderdo ocorrer
durante o tratamento ou ap6s as se¢des de radioterapia, ambas as situacfes terdo grande
relevancia na qualidade de vida do paciente e no custo social. Uma das terapias alternativas
estudadas para atenuar a radionecrose € a aplicacdo cutanea de quercetina. Para avaliar a
efetividade desta atenuacdo foi elaborado um modelo animal de radionecrose a ser
utilizado em ratos Wistar. Apds estudos in vitro, foi possivel determinar as concentracdes e
momento de aplicacdo da quercetina, redundo o nimero de animais a serem utilizados nos
experimentos in vivo. Com a aplicacdo topica de 250 pumol/L de quercetina, uma hora antes
da irradiacdo gama com dose de 85 Gy, foi possivel minimizar os efeitos secundarios da
radiacdo, evitando a formacdo de radionecrose e uma tendéncia de atenuar a area da ferida

nos animais estudados, em comparacdo aos animais irradiados sem a aplicacdo da mesma.

Palavras-Chaves: cicatrizagdo, radiodermite, radionecrose, quercetina.



RADIONECROSIS ATTENUATION IN WISTAR RATS WITH CUTANEOUS
APPLICATION OF QUERCETIN

Nelson Mendes Alves

ABSTRACT

The increased incidence of cancer has been significant in recent decades in the world
population, as confirmed by national and international institutions in the health area. The
emergence of cancer is influenced, predominantly by genetic and environmental factors,
being manifested more in the adult population. The main modalities for cancer treatment
(radiotherapy, chemotherapy and surgery) may be used separately or in combination,
depending on the type of cancer. Among the methods mentioned, radiation therapy is the
one more broadly used for the treatment of patients, having an associated side effect called
radiodermatitis, which has degrees of severity ranging from simple erythema to
radionecrosis. The manifestation of radiodermatitis may occur during the treatment or after
the radiotherapy sessions: both situations have great relevance in the patient's quality of
life and social costs. One of the studied alternative therapies for attenuating the
radionecrosis is the quercetin cutaneous application. One of the alternative therapies,
studied to mitigate or eliminate the radionecrosis, is based on the topical application of
quercetin. To evaluate the effectiveness of this mitigation, an animal model of
radionecrosis was developed, to be used in Wistar rats. After in vitro studies, the quercetin
concentrations and time of application were determined, reducing the number of animals,
when in vivo experiments are carried out. With the topical application of 250 pmol/L of
quercetin, one hour prior to gamma irradiation, at a dose of 85 Gy, the side effects of
radiation were minimized, avoiding the formation of radionecrosis. There was, also, a
tendency to attenuate the wound area in the studied animals, compared to the irradiated
animals without the quercetin application.

Key Words: healing, radiodermatitis, radionecrosis, quercetin.
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1 INTRODUCAO

A oncologia € um importante segmento da area da salde que atua no
tratamento de cancer, fazendo uso de diferentes modalidades terapéuticas, tais como:
Cirurgia, Radioterapia, Quimioterapia, Terapia-alvo, Imunoterapia, Hormonioterapia,
Transplante de medula 6ssea, etc. [1]. Entre as modalidades terapéuticas mencionadas, a
radioterapia [2, 3] é aquela com maior abrangéncia no tratamento de pacientes com
neoplasia, utilizando basicamente duas técnicas de tratamento: braquiterapia — onde a fonte
de radiacdo fica em contato com a neoplasia ou dentro da mesma e teleterapia — onde a
fonte de radiacdo estd situada distante do paciente. Em ambas as situacGes a dose de
radiacdo no volume tumoral é pré-calculada para determinado periodo de tempo, além
disso, a eficécia terapéutica do tratamento radioterdpico esta sujeita ao equilibrio entre a
maximizacdo do controle do tumor e a preservacdo da integridade dos tecidos sadios
adjacentes [4]. No Brasil, segundo estimativa do Instituto Nacional de Cancer, para o
biénio 2016/2017 ocorrerdo 596.070 novos casos de cancer [5], dos quais mais de 60%
destes pacientes em algum momento passard por tratamento radioterapico, isto projetara
um aumento do nimero de pacientes que apresentardo radiodermite e consequentemente o
aumento do numero de radionecrose. A radionecrose, como grau mais elevado de
severidade da radiodermite, pode se manifestar durante as secGes de radioterapia ou apés a
conclusdo do tratamento, em ambas as situacdes a qualidade de vida do paciente é
comprometida [6] com alteracdo da imagem corporal e autoestima, levando ao isolamento
social, além do custo financeiro para sua eliminacdo. Até o momento, a radionecrose
continua a ser o principal efeito colateral que impde limitacdo na eficicia dos seus
beneficios do tratamento radioterapico [7].

Com base em trabalhos experimentais, exposicGes controladas e evidéncias
epidemioldgicas de eventos nucleares, foi possivel a compreensdo do processo de interagdo
da radiagdo com o tecido biologico, quando foram identificadas quatro fases toxicoldgicas
distintas da exposicdo a radiacdo, onde a fase principal, tanto do tratamento, quanto dos
seus efeitos adversos, é a formacéo de radicais livres [8-9].

O controle da quantidade de radicais livres [10] em niveis ndo prejudiciais ao
corpo humano pode ser feito com utilizacdo de flavonoides [11-14] cuja propriedade
farmacoldgica € atuar sobre o sistema biolégico como antioxidante [15-16]. Nas ultimas
décadas, estudos realizados com antioxidantes demonstram que os flavonoides sdo capazes

de minimizar os efeitos da radiacéo ionizante no tecido biologico [17-18].
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O flavonoide quercetina é um antioxidante de baixa toxicidade e concomitancia
favoravel no uso com outras drogas [19-21], resultando na possivel capacidade de redugédo
da manifestacdo da radionecrose. Suas propriedades antioxidantes, tais como: quelar ions e
sequestrar radicais livres tém sido estudados na prevencdo de doengas, ou seja, na protecao
do tecido bioldgico.

As vias para administracdo (oral, topica, injetavel, etc.) de substancia
medicamentosa utilizam fase sélida, liquida ou pastosa. No caso da protecdo cutanea, a
aplicacdo tdpica demonstra ser a via de administracdo mais apropriada, por distribuir a
substancia medicamentosa uniformemente, de forma localizada, evitando a tensdo
mecéanica sobre a superficie [22]. Entre os varios instrumentos utilizados para aplicacéo
topica o aspersor manual (AM) atende as condi¢6es citados anteriormente.

As vias, apresentadas na literatura [23-27], de utilizacdo da quercetina em
pesquisa para fins terapéuticos sdo: intraperitoneal e oral, porém, elas ndo se
compatibilizam com a radioterapia, pois estas vias poderdo potencializar a resisténcia do
tumor a radiacdo. Entretanto, a aplicacdo topica da quercetina reduzira a probabilidade
desta influir diretamente no tumor durante o tratamento. Com aplicacdo tdpica da
quercetina, seré possivel:

e Atenuar ou eliminar os efeitos da radiodermite causados pela radiacdo ionizante em
teleterapia;

e Utilizar doses terapéuticas elevadas com controle mais eficaz da radionecrose em
tratamento radioterapico;

e Minimizar ou eliminar as terapias alternativas para controle da radiodermite e custo
social;

e Melhorar a qualidade de vida do paciente.

N&o foram encontrados na literatura estudos a respeito desta aplicacdo tdpica,
sendo assim sera necessaria uma investigacao prévia “in vitro” para avaliar a toxicidade da
quercetina com o objetivo de predizer os efeitos nocivos da aplicacdo topica e com isso
reduzir o nimero de animais no experimento. Além da reducdo do nimero de animais,
visando o bem estar daqueles que serdo utilizados, também sera necessario controlar o
tempo de exposic¢ao e melhor acomodacéo dos ratos durante o experimento [28-29].

Sendo a radionecrose o efeito colateral, ainda ndo eliminado em radioterapia,

que causa comprometimento da qualidade de vida e reduz os beneficios para o paciente,
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neste trabalho pretendeu-se mensurar a eficacia de atenuacdo da radionecrose induzida em
ratos Wistar com aplicagdo cuténea de quercetina para a prevencdo de efeitos colaterais
causados pela radioterapia. Viabilizando o estudo, foi utilizado um sistema de irradiacdo
animal para rato Wistar, elaborado com base no modelo animal de radionecrose para o

camundongo Nude [30], que proporcionara inclusive a pesquisa de novas terapias.



22

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Avaliar a atenuacdo da radionecrose em ratos Wistar com aplicagdo cutanea de

quercetina.

2.2 Objetivos secundarios

Obtencéo da curva de citotoxicidade da quercetina;

Dosimetria da irradiacdo da placa de cultura celular;

Determinacéo da dose para irradiacdo in vitro;

Determinacdo do momento da aplicagdo da quercetina visando a melhor
radioprotecéo celular;

Determinacgédo da concentracdo de uso da mesma;

Dosimetria da geometria dos suportes para irradiacdo animal;

Construcdo do modelo de radionecrose animal, utilizando a regido dorsal superior
do ratos Wistar;

Escolha do aspersor manual para realizacdo da aplicacdo topica da quercetina;
Avaliacdo da capacidade radioprotetora da aplicacdo topica da quercetina na
radionecrose gerada por radiacdo gama por meio de acompanhamento visual,
mensuracgdo da area da ferida e analise histoldgica.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

3.1 Radioterapia

Tumor maligno, também denominado cancer ou neoplasia maligna é
caracterizado por uma proliferacdo anormal do tecido, que foge parcial ou totalmente ao
controle do corpo, resultando em detrimento a salude do portador. Alguns canceres
apresentam a caracteristica de migrar para outras partes do corpo, podendo ocorrer através
dos sistemas sanguineo ou linfatico, se fixando e retornando a crescer (metastase). Outras
caracteristicas que diferenciam os varios tipos de cancer sdo: velocidade da multiplicacdo
celular e a capacidade de comprometer tecidos e érgdos adjacentes ou distantes [31].

Atualmente as principais causas de manifestacdo do cancer sdo atribuidas a

fatores genéticos e ambientais (FIG. 1).

CEnNCErigEnD
Celula Tecido
cancerosa infiltraco

FIGURA 1 — llustracdo da acdo ambiental (agente cancerigeno) na célula e acdo individual

(célula cancerigena). A
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2015. Disponivel em:

<www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322>. Acesso em: 3 nov. 2015.

A radioterapia é caracterizada pelo uso da radiacdo ionizante com o fim de
causar a morte celular das células cancerigenas com a minimiza¢do do dano nas células
sadias. A erradicacdo do cancer é atingida quando a dose de radiacdo for letal para as
células tumorais, ndo ultrapassando a tolerancia dos tecidos sadios. Como método de
tratamento local ou regional, esta pode ser indicada de forma exclusiva ou associada a
outros metodos terapéuticos. A dose de radiacdo € pré-calculada para determinado periodo
de tempo no volume tumoral, além disso, a eficacia terapéutica da radioterapia esta sujeita
ao equilibrio entre a maximizagdo do controle do tumor e preservacdo da integridade dos

tecidos sadios adjacentes [4].
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Entre as varias fontes utilizadas em teleterapia, as principais sdo: equipamentos
de ortovoltagem com energia entre 100 e 300 kV (raio X), unidade de cobalto-60 com
energia de 1,25 MeV (raios gama) e acelerador linear com dois tipos de energia (foton de
4 a 20 MV e elétron de 4 a 22 MeV) [32].

Uma das técnicas de tramento muito utilizada ainda no Brasil é a teleterapia
convencional que dependendo da situacéo clinica, pode ser executada desde que de forma
apropriada. O planejamento do tratamento do paciente é desenvolvido através da
delimitacdo do volume de tumor em radiografias simples. A delimitacéo da area é realizada
por meio de anatomia topografica pelo médico. A desvantagem desta é a impossibilidade
de visualizagdo do volume irradiado e dos tecidos normais.

Com o desenvolvimento tecnolégico foi possivel, em tratamentos
radioterapicos, a concentracdo crescente de radiacgdo na area de tratamento e
concomitamente a diminuicdo da dose nas estruturas adjacentes, resultando em melhor
controle do céncer e reduzindo a toxicidade do tratamento. As novas técnicas radioterapica,
em grande parte, estdo relacionadas aos avancos na area de informatica, que permitiram o
emprego de diferentes métodos de imagens e o desenvolvimento de sistemas de irradiacdo

controlado por computador, originando diferentes técnicas de tratamento [4], tais como:

e Radioterapia conformada — o planejamento € realizado através de exames de
imagem do paciente que possibilitam a visualizacdo da abragencia do volume
tumoral e tecidos normais. A imagem € exportada para um sistema de planejamento
que define o local e o volume dessas estruturas, bem como realiza o planejamento

da dose precrita através de diferentes campos de tratamento.

¢ Radioterapia com intensidade modulada do feixe (IMRT) - esta técnica supera as
limitacBes da radioterapia conformada. E a técnica que modula a intensidade da
radiacdo de cada campo de tratamento, através de diferentes formatos de
subcampos (colocacédo de alguma forma de filtro na frente do feixe), levando-se em
consideracdo as estruturas anatdbmicas que esse feixe vai atravessar. Ela permite
distribuicdo de dose altamente conformada possibilitando doses elevadas no

volume a ser tratado e reducéo da dose nas estruturas adjacentes;

¢ Radioterapia guiada por imagem (IGRT) - O objetivo da IGRT é melhorar a
acurécia através de imagens obtidas na maquina antes da aplicacdo, tornando viavel

a diminuicdo das margens ao redor do tumor e, com isso, possibilitar novas
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abordagens clinicas, como o hipofracionamento e o escalonamento de dose para
alguns sitios anatémicos. Esta técnica pode corrigir a localizacdo e tamanho do
volume de tratamento durante sua execucdo, gerando a necessidade de novos

planejamentos.

e Radioterapia esterotatica com dose Unica (radiocirurgia) ou fracionada - consiste no
emprego de doses (Unica e elevada) de radiacéo dirigidas com alto grau de exatiddo
para cancer intracraniano e algumas doencas funcionais. Esta técnica é
caracterizada pelo elevado grau precisdo no posicionamento, realizada através de

fixador de cranio.

Para execucdo destas técnicas de tratamento € necessario uma equipe
multidisciplinar na execucdo deste procedimento, sendo sua realizacdo direcionada pelos
seguintes passos, a saber:

¢ Imobilizagdo do paciente;

e Aquisicdo de imagens (tomografia, ressonancia, etc.);

¢ Definicdo dos volumes alvos e 6rgaos normais nas imagens enviadas para o
computador;

¢ Planejamento de tratamento;

e Calculo de dose;

e Controle da qualidade;

o Verificagdo de posicionamento do paciente;

e Tratamento.

Até o momento, um dos fatores limitantes do tratamento radioterapico, apesar
de todo avanco tecnologico, é ndo ter sido possivel a erradicacdo do prejuizo causado pela
radiacdo no decorrer ou apds o tratamento. A radiacdo, aléem de promover a morte das
células tumorais, atua também em tecidos sadios adjacentes ao tumor, promovendo lesdo e
morte dos mesmos. O aparecimento do dano celular e um processo complexo que envolve
varias etapas sucessivas, sendo variavel o tempo envolvido de cada etapa. Algumas sédo
muito rapidas, fraces de segundos, outras podem durar meses ou anos [2, 9].

O uso da radiacdo ionizante em teleterapia pode ocasionar alteracdo cutanea
denominada radiodermite, com graus diferenciados de severidade [33-34], sendo a

radionecrose o grau mais elevado (FIG. 2D). A severidade da radiodermite pode ser
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agravada por fatores ndo relacionados a radiacdo, tais como: genético, localizagdo
anatdbmica, ambiental, doenca infecciosa, utilizacdo concomitante de medicamento ou
cosmético radiossensibilizador, contudo a dose e a taxa de dose sdo predominantes para

sua manifestacdo [35-36].

FIGURA 2 — Graus crescentes de severidade da radiodermite. A: Grau | - descamacao
seca, B: Grau Il - descamacdo Umida em placas, C: Grau Il - eritema rubro
escuro e D: Grau IV - necrose.

Fonte: Adaptada de INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2015. Disponivel em:

<www.inca.gov.br/enfermagem/>. Acesso em: Acesso em: 3 nov. 2015.

3.2 Interacdo da radiacdo com o tecido bioldgico

Com base em trabalhos experimentais, exposi¢Ges controladas e evidéncias
epidemioldgicas de eventos nucleares, foi possivel a compreensdo do processo de interacdo
da radiacdo com o tecido biologico [8-9, 37], quando foram identificados estagios

toxicologicos distintos da exposi¢éo a radiacéo, a saber:

e Estagio fisico - nessa etapa, acontece a absor¢do da energia com a matéria viva, e
ocorrem as ionizagBes. Com isso, aparecem atomos e moléculas ionizadas, com
duracdo de tempo muito curta. Nessa fase, os produtos formados sdo altamente
reativos;

e Estdgio quimico - apdés a formacdo dos radicais livres (RLs) haverad alteracGes
quimicas ou reagdes quimicas com moléculas vizinhas. Isso resultard na formagéo
de produtos secundarios, tendo uma duragéo de fracbes de segundo até varias horas;

e Estdgio bioldgico - as reagbes quimicas resultantes das fases anteriores levam a
formacdo de novas moléculas, podendo afetar alguns processos vitais para alguns
sistemas bioldgicos;

e E por ultimo a manifestacdo dos efeitos provocados pelos estagios anteriores -

bioguimicos, fisioldgicos e morfoldgicos.
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Na realidade para ocorrer os estagios citados anteriormente, estes dependerdo

da energia absorvida pelas moléculas que compdem o meio.

3.3 Radicais livres

Os radicais livres (RLs) sdo definidos como uma espécie que perdeu ou ganhou
um elétron, ou seja, ficando com um elétron desemparelhado [38-39]. O nimero impar de
elétrons confere aos RLs certo grau de instabilidade em termo de sua energia e cinética.
Energeticamente, para alcancar a estabilidade, os RLs eliminam esse elétron da sua
estrutura eletrdnica, para isso, o radical é reduzido (perde um elétron) ou oxidado (ganha
elétron). Além disso, um radical pode frequentemente se auto-oxidar, por meio da reagdo
chamada dismutacdo, onde um dos radicais é oxidado enquanto o outro é reduzido [40].
Cineticamente, o fato dos RLs possuirem um elétron desemparelhado na sua ultima
camada eletrénica favorece consideravelmente seus pareamentos com outras moléculas
durante as colisbes biomoleculares. A taxa da reacdo quimica, entretanto, € determinada
pela eficiéncia das colisbes, e com 0 aumento desse parametro no caso dos radicais, as
reacOes sao frequentemente mais rapidas. A presenca de um elétron desemparelhado € um
fator de instabilidade que determina as propriedades dos RLs. Quando o radical reage com
a molécula vizinha, ela é transformada em um RL, que ira procurar um elétron para se
estabilizar. Esse processo vai se perpetuando como uma reagdo em cadeia [41].

A abstracdo de um ou dois elétrons do oxigénio produz radicais superéxido e
perdxido, respectivamente, amplamente encontrados nos complexo | e Il da cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria e pode ser produzido na taxa de 1 a 4% de cada
molécula de oxigénio usada [42]. Reacdes atribuidas aos RLs com moléculas intracelulares
resultam em alteracBes na vida 0til destas devido ao acumulo da sequéncia de danos
provocados pelas reacdes dos RLs, sendo evidente em componentes celulares ao longo da
vida, tal com o colageno, resultando na aceleracdo do envelhecimento [43]; danos
oxidativo no DNA (onde danos no DNA mitocondrial s&o da ordem de 16 vezes maior do
que no DNA molecular) e na glicagdo, uma modificacdo nas proteinas, resultante de

reacOes entre a glicose e grupos de aminoacidos das proteinas [44].

3.4 Radioprotetores
Determinadas substancias como os antioxidantes possuem a capacidade de
equilibrar a quantidade de radicais livres oriundos do desequilibrio causado pela radiagdo

ionizante. Tais substancias sdo responsaveis por proteger ou diminuir os danos causados
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pela radiacéo aos tecidos vivos, pois estabelecem ligagBes quimicas com os radicais livres.
Na atualidade é conhecido que existe uma infinidade de substancias antioxidantes (naturais
e artificiais) com potencial radioprotetor, tais como as vitaminas, proteinas, enzimas e
substancias sintéticas. Com excecdo das substancias sintéticas, muitos antioxidantes sdo

encontrados em alimentos como frutas, vegetais e carnes [45-49].

3.4.1 Radioprotetor artificial

Dentre os radioprotetores sintéticos o mais conhecido é a amifostina
(WR-2721), sendo seu desenvolvimento ocorrido nos anos 1950. A amifostina passou a ter
destaque entre 0s outros compostos artificiais com sua utilizacdo em paciente submetidos a
radioterapia, além disso, apresentava efeito citoprotetor em células com concentragdes até
100 vezes maior, propiciando acao protetora contra os efeitos colaterais da quimioterapia.
Atualmente esta substancia ndo tem sido utilizada na rotina clinica, predominando em

estudos experimentais e clinicos [50-52].

3.4.2. Radioprotetor natural

Na tentativa de encontrar substancias naturais que apresentem elevada acao
antioxidante que permitam substituir as substancias sintéticas ou fazer associacbes com
elas, alguns fitoterapicos tém adquirido recentemente o reconhecimento como
modificadores da resposta bioldgica. As drogas a base de plantas oferecem uma alternativa
para 0S compostos sintéticos, sendo consideradas atoxicas ou apresentando baixa
toxicidade. Atualmente tem-se observado que determinados fitoquimicos podem atuar na
eliminacdo de radicais livres (RLsS), por possuirem propriedades antioxidantes e acdo
imunoestimulante, que podem estar correlacionadas com um efeito radioprotetor [53-56].

Algumas vitaminas desempenham importante funcdo como agentes
antioxidantes, tais como: a vitamina C sendo hidrossoltvel, interage doando elétrons,
permitindo a molécula participar da desoxidacdo das espécies reativas do oxigénio;
vitamina E sendo soltvel em lipidios, atua prevenindo a peroxidagdo lipidica, causada
pelos radicais livres em diversas membranas celulares; o betacaroteno e a vitamina A,
ambos desempenham a funcdo de depuradores eficientes dos radicais livres inativando
principalmente as moléculas de oxigénio livre presentes no meio. Desta forma, diversos
compostos naturais precisam ser analisados quanto a presenca de moléculas que

desempenhem func¢Ges antioxidantes e consequentemente radioprotetora.
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A atividade antioxidante protetora presente nos vegetais pode estar relacionada
com a presenca de compostos fenolicos que abrangem desde moléculas simples até as mais
complexas. Estas moléculas estdo contidas nos vegetais na forma livre ou em conjunto com
glicidios e proteinas [57]. Os compostos fenolicos podem agir retirando as espécies
reativas do oxigénio presentes no meio ou por meio da acéo quelante sobre ions metalicos
[58-59]. E sugerido que quanto maior a capacidade de doagdo de elétrons, maior sera o
potencial de atuacdo antioxidante dos flavonoides, que também esta associado com a
interacdo da estrutura e atividade das moléculas [49].

Os flavonoides sdo compostos do grupo dos polifendis encontrados em
vegetais e tem como funcdo a protecdo das plantas contra danos oxidativo. A estrutura

basica dos flavondides consiste de 15 atomos de carbonos distribuidos entre dois anéis

aromaticos, interligados via carbono heterociclico do pirano (FIG. 3).

3'

FIGURA 3 — Estrutura molecular basica do flavonoide. Os anéis aromaticos (A e B) e um
pirano (C) acoplado ao anel (A) e as posicOes 2" - 6" e 2 - 8.
Fonte: PIETTAP. G. et al.

3.5 Quercetina

A quercetina é o principal flavonoide presente na dieta humana sendo
encontrado em vegetais [60-61], além de ser lipossolivel com capacidade de ligacdo com
polimeros bioldgicos, podendo atuar na quelacdo de ions metalicos de transicdo, agindo
como catalisador no transporte de elétrons e eliminagdo de radicais livres. A quercetina
esta entre os flavonoides naturais como um dos antioxidantes [62] que apresenta melhor
acdo frente as espécies reativas de oxigénio. A FIG. 4 ilustra a estrutura molecular basica

da quercetina.
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OH 0O

FIGURA 4 — llustracdo da estrutura molecular basica da quercetina.
Fonte: SEREMETA D. C. H., 2014.

A molécula de quercetina (FIG. 5) apresenta trés importantes componentes
estruturais que estdo relacionados com sua atividade antioxidante, a saber: a presenca do
grupo catecol, responsavel pela formacdo de radicais fenoxil estaveis apds a doacdo do
atomo de hidrogénio (1), dupla ligacdo entre os carbonos que estdo em conjugacdo como 0
grupo 4-carbonil, permitindo a saida de um elétron do radical fenoxil (I1). E finalmente, a
presenca do grupamento 3-OH (II1) combinado com uma dupla ligacdo entre carbonos
[49], gerando um aumento na estabilizacdo por ressonancia dos elétrons que sofreram

deslocamento na molécula.

FIGURA 5 — llustracdo da estrutura da molécula de quercetina com componentes
estruturais (I, I1, 111) relacionados a atividade antioxidante.
Fonte: Adaptada de SIQUEIRA W. N., 2013.

A quercetina possui elevado potencial antioxidante devido as suas propriedades
oxidativas especificamente o superoxido e hidroxila, considerados espécies reativas do
oxigénio de grande reatividade e relacionadas com o desencadeamento da peroxidagdo
lipidica [63]. Estudos realizados com quercetina mostraram que esta substancia possui
diversas atividades bioldgicas, farmacoldgicas e medicinais relacionadas aos grupos
fenolicos presentes na estrutura da molécula (FIG. 4) e uma elevada atividade antioxidante
[64].
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Na maioria dos casos, os flavonoides existente nas plantas estdo sob a forma de
glicosideo, sendo objeto de interesse continuo propiciado por sua marcante atividade
bioldgica. O aglcar mais comum que aparece entre os 179 glicosideos de quercetina
encontrados na natureza é o D-glicosideo, que ocorre isoladamente ou como parte de um
dissacérido [65]. Tem sido mostrado que a presenca deste acglcar na posi¢cdo 3 da
quercetina (FIG. 5) modifica consideravelmente suas as atividades bioquimicas [66]. A
quercetina 3-p-D-Glicosideo é um flavonoide glicosilado (FIG. 6) que tem recebido uma
grande atencéo pela sua capacidade antioxidante [67], acdo protetora [68], antialérgica [69]
entre outras fungdes, que possibilita uma ampla variedade de aplicacbes na é&rea
farmacoldgica.

FIGURA 6 — Formula estrutural da quercetina 3-p-D-Glicosideo.

Fonte: Catalogo da SIGMA-ALDRICH BRASIL, 2015. Disponivel em: <www.sigmaal-
drich.com/catalog/product/sigma/17793?lang=pt&region=BR.>. Acessado em: 27
out. 2015.

3.6 Pele

A pele é o0 6rgdo que recobre todo corpo humano, inclusive cavidades, podendo
alcancar uma extensdo entre 1,5 a 2 m? e pesar até 16% da massa corporal. Esta é formada
pela camada externa denominada epiderme e uma camada interna denominada derme e
abaixo desta se encontra a hipoderme constituida de tecido conjuntivo denso ndo
modelado, que ndo faz parte da pele, servindo de unido com os 6rgdos subjacentes
(FIG. 7).

A epiderme € constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
A ligacdo entre a epiderme e a derme é acentuada através de projecdes do tecido
conjuntivo da derme, as papilas dérmicas, que encaixam em reentrancias da epiderme,
aumentando a coeséo entre as camadas [70]. Devido a permanente interacdo da pele com o

meio ambiente que a circunda e as estruturas internas do corpo, esta desempenha multiplas
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fungdes [70-71], tais como: a) Protecdo fisica — constitui uma barreira de protecdo para as
estruturas internas do corpo e concomitantemente impede perda de agua e substancias do
meio extracelular, b) Protecdo imunol6gica — com atuacdo dos componentes da imunidade
humoral e celular localizados na derme, c) Termorregulacdo — realizada pelas glandulas
sudoriparas que secretam o suor que ao se evaporar, esfria a superficie cornea e vasos
sanguineos que ampliam ou diminuem o fluxo sanguineo periférico, permitindo maior ou
menor dissipacdo de calor, d) Percepcdo — através da complexa rede nervosa da pele € a
receptora sensorial de temperatura, dor e tato, e) FuncGes metabolicas — entre as varias
fungBes metabdlicas a mais importante é a sintese da vitamina D3 pela agdo da luz
ultravioleta do sol sobre o percussor 7-deidrocolesterol.

Poro
Pélo transpiratorio

EPIDERME
Glandula
sebacea VEINE
Foliculo | HIPODERME

capilar

Vasos Glandula
transpiratoria

FIG. 7 — Imagem ilustrativa das camadas da pele.

Fonte: Adaptada de Bioderma Laboratoire Dermatologique, 2015. Disponivel em:
<www.bioderma.com/pt/em-contacto-com-a-sua-pele/a-pele-e-um-rgao.html>.
Acessado em: 27 out. 2015.

3.6.1 Epiderme

E a camada mais externa, compacta e impermeavel da pele. Apresenta uma
espessura variavel ndo possuindo sistema de irrigacdo sanguinea direto, sendo nutrida pela
permeacio dos nutrientes procedentes da derme por capilaridade. E constituida por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, sendo os queratindcitos células predominantes
(80%) deste epitélio e a existéncia de outros trés tipos de células: melanocitos (13%),
celulas de Langerhans (4%) e células de Merkel (3%) [70-71].

A espessura e a estrutura da epiderme dependem do local do corpo, sendo mais
espessa na palma das méos, planta dos pés e algumas articulagfes. As células da epiderme
podem estar distribuidas em até cinco camadas distintas, no sentido do interior para

superficie: camada basal ou germinativa apresenta elevada atividade mitética sendo uma
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das responsaveis pela renovacgdo continua da epiderme; camada espinhosa tem importante
funcdo de manter a coesdo entre as celulas da epiderme e resisténcia ao atrito; camada
granulosa contribui na formacdo de barreira contra a penetracdo de substancias e para
tornar a pele impermeavel, impedindo a desidratacdo do corpo; camada Itcida é constituida
por células sem nucleo e organela citoplasmética com grande numero de filamento com
queratina e camada cOrnea que € a camada mais superficial constituida por células

queratinizadas sem vida que descamam continuamente.

3.6.1.1 Queratindécitos

Sdo predominantes na epiderme, sendo especializados na producdo de
queratina que preenche as células mais préximas da superficie da epiderme para formar a
camada cornea. Os queratindcitos estdo continuamente sendo descamados da superficie da
epiderme, e esta populacdo de células é constantemente renovada, por meio da atividade
mit6tica dos queratindcitos nas camadas basais da epiderme. A medida que as novas
células vao sendo formadas, as células da camada adjacente superior vao sendo deslocadas
em direcdo a superficie. Os queratindcitos se diferenciam ao longo do seu percurso a
superficie e acumulam no citoplasma filamentos de queratina, e finalmente, ao se

aproximarem da superficie da epiderme as células morrem e descamam.

3.6.2 Membrana basal

Na superficie de contato entre as células epiteliais e o tecido conjuntivo
subjacente esta localizada a lamina basal, quando observada ao microscopio eletrénico,
demonstra ser constituida por uma Iamina basal e uma I&mina reticular. LAmina basal ¢ a
porcdo superficial da membrana basal, formada predominantemente por fina camada de
colageno tipo IV e glicoproteinas estruturais, fibronectina, laminina e entactina. A
composicdo molecular destes componentes varia de tecido para tecido e dentro do mesmo
tecido. Outras atividades da lamina basal s&o: influéncia a polaridade celular, promove a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das celulas, fixando-se a fatores de
crescimento; modula o metabolismo das células e organiza as proteinas na membrana

plasmatica das células adjacentes [70].

3.6.3 Derme
E responséavel por aproximadamente de 90% da espessura da pele, servindo de
apoio para a epiderme e unindo a pele a hipoderme. E constituida de fibras de colageno e
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elastina dispersas em uma substancia fundamental amorfa, juntamente com os fibroblastos
que sintetizam o coldgeno conferindo resisténcia e fibra de elastina que confere
elasticidade a pele, e os demais componentes da matriz extracelular. Outras estruturas sao

0S vasos sanguineos, pelos, unhas, glandulas e as terminacdes nervosas sensitivas.

E na derme onde estfo presentes 0s vasos sanguineos que nutrem a epiderme,
vasos linfaticos para remogdo de toxinas, remocdo de liquido, evitar edema e também os
nervos e O0rgdos sensoriais a eles associados. Estes incluem varios tipos de sensores. A
derme é subdividida em duas camadas: uma derme papilar superficial em contato com a
epiderme, formada por tecido conjuntivo frouxo e uma derme reticular, constituida por
tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde predomina o coldgeno que limita com a
hipoderme. [70-71].

e Derme papilar — é constituida por tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas
dérmicas. Esta camada apresenta pequenas fibras de colageno do tipo | e IlI
entrelacados com fibras do sistema elastico formando uma rede frouxa. Na papila
dérmica também sdo encontradas fibrilas especiais de colageno, que se estendem da

membrana basal para dentro da derme, fixando a derme a epiderme;

e Derme reticular — constituida por tecido denso ndo modelado, possui espessas fibras
de coléageno tipo | e fibras elasticas dispostas paralelamente a superficie. Nesta

camada séo encontrados 0s vasos sanguineos e linfaticos, nervos e anexos cutaneos.

3.6.3.1 Fibroblastos

Os fibroblastos sintetizam o coldgeno e a elastina, além dos
glicosaminoglicano, proteoglicanos e glicoproteinas que fardo parte da matriz extracelular.
Essas células estdo também envolvidas na producdo de fatores de crescimento, que
controlam a proliferacdo e a diferenciacdo celular, sendo as células mais comuns do tecido
conjuntivo e capazes de modular sua capacidade metabdlica, a qual vai se refletir na sua

morfologia [70].

3.6.3.2 Fibras de colageno
Sdo fibras sintetizadas por fibroblastos e miofibroblastos, células musculares e

varias celulas epiteliais. Como principal componente da pele, cartilagem e do o0sso. Os
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coldgenos sdo as proteinas mais abundantes do corpo, representando 25% da massa
proteica.

O colageno é uma estrutura longa e rigida formada por trés cadeias
polipeptidica (cadeias a), entrelagadas umas as outras formando uma fita tripla helicoidal.
Auxiliando a formacéo desta fita helicoidal, se encontra os aminoacidos prolina e glicina.
O primeiro estabiliza a conformagdo da hélice em cada cadeia o e o segundo permite que

as trés cadeias a se agrupem firmemente formando assim a super-hélice final [70-71].

3.7 Reparo

O reparo de um tecido pode ocorrer por regeneragdo ou cicatrizacdo. No
processo de regeneracdo a proliferacdo das células tem o objetivo de substituir as estruturas
perdidas quando ha pouca lesdo do estroma e do tipo celular, j& na cicatrizacdo é
restabelecida a homeostasia do tecido com perda da atividade funcional pela formacéao de
cicatriz fibrética [72].

No momento da injuria tecidual tem inicio uma série de eventos que de forma
simplista sdo manifestados com rubor, tumor, calor e dor. Estes sinais resultam da ativagao
de celulas nervosas, estromais, vasculares e circulatrias por estimulos fisicos ou por
sinalizagcdo quimica feita por estruturas das células rompidas, fragmento dos elementos
inertes dos tecidos, proteinas séricas e acdo de mediadores inflamatérios pré e pos-
formados, tendo como resultado a producdo de mediadores de natureza lipidica, peptidica,
manifestacdo de proteinas de adeséo para leucdécitos e novos sinalizadores fisico-quimicos.
Em continuidade, ocorre a infiltracdo de célula circulante e a migragdo de células das areas
adjacentes que em cooperacdo com células anteriormente ativadas terdo grande relevancia

no reparo [73].

A reparacdo da ferida passa pelas seguintes etapas bésicas: fase inflamatoria,

fase proliferacdo e fase de maturacao.

e Fase inflamatoria tem inicio imediatamente apds a ferida, com a liberacdo de
substancias vasoconstritoras pelas membranas celulares. O endotélio lesado e as
plaquetas estimulam a cascata da coagulacdo. Objetivando a hemostasia, essa cascata é
iniciada e granulos sdo liberados das plaquetas, as quais contém fator de crescimento de

transformacdo beta (TGF-B) que atraem neutréofilos para ferida [74]. O coagulo é
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formado por colégeno, plaguetas e trombina com funcdo de reservatorio proteico para
sintese de citocinas e fatores de crescimento. Assim a resposta inflamatdria se inicia
com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a migracdo de
neutrofilos para a ferida.

Os neutrofilos séo as primeiras células a chegar a ferida apos a lesdo, aderindo
a parede do endotélio mediante ligagdo com os receptores da membrana. Estes
produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente
substituidos por macrofagos. Os macréfagos migram para a ferida 2 a 4 dias apos a
lesdo, sendo as principais células antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a
replicacdo. Os macrofagos sdo fundamentais na finalizagdo do desbridamento iniciado
pelos neutréfilos e contribui para secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, além
de contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular [74],

fundamentais para a transicdo para a fase proliferativa.

Fase proliferacdo € composta de trés eventos importantes que sucedem o periodo de

maior atividade da fase inflamatéria: angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo. Este fase

caracteriza-se pela formacdo de tecido de granulacdo, que € constituido por um leito
capilar, fibroblastos, macr6fagos, um frouxo arranjo de colageno, fibronectina e &cido

hialurdnico.

A angiogénese é a formacdo de novos vasos necessarios para manter o
processo de cicatrizacdo da ferida. Estes vasos sdo formados a partir de brotos
endoteliais sélidos, que migram no sentido da periferia para o centro da ferida sobre
uma rede de fibrina depositada no leito da ferida. Os mediadores quimicos originados
dos macréfagos ativos estimulam a migracdo e mitose de células endoteliais. Além da
nutricdo do tecido, 0s novos vasos ajudam no aporte de macrdfagos e fibroblastos para o
local da ferida.

A fibroplasia ocorre apds o trauma, células mesenquimais quiescentes e
esparsas no tecido normal, sdo transformadas em fibroblastos e direcionadas para
inflamacédo, onde se dividem e produzem os componentes da matriz extracelular. Os
fibroblastos s6 aparecem na area da ferida apds a realizacdo da higienizacdo da area da
ferida pelos leucdcitos polimorfonucleares, sendo sua funcdo principal a sintese de
colédgeno ainda na fase celular da inflamag&o. O colédgeno é uma proteina de alto peso

molecular, composta de glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina
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responsaveis pela forca da cicatriz. A sintese de coladgeno é dependente da oxigenacgéo
das células, hidroxilagdo da prolina e lisina, sendo essa reacdo medida por uma enzima
produzida pelo proprio fibroblasto na presenca de coenzimas, ferro, testosterona,
tiroxina, proteinas e zinco. O colageno é responsavel pela sustentacao e pela forga tensil
da cicatriz, sendo produzido e degradado continuamente pelos fibroblastos.
Inicialmente, a sintese de colageno novo é a principal responsavel pela forca da cicatriz,
sendo substituida ao longo de semanas, pela formacédo de ligacdes cruzadas entre os
feixes de colageno.

A epitelizacdo ocorre precocemente. Se a membrana basal estiver intacta, as
células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas normais da epiderme sdo
restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as células epiteliais das bordas
da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a barreira protetora [74-75].

A matriz extracelular ou substancia fundamental substitui o codgulo depositado
no leito da ferida logo apds o trauma. Sua principal funcdo é a restauracdo da
continuidade do tecido lesado, funcionando como um arcabouco para a migragdo
celular. Os fibroblastos sdo as maiores fontes de proteinas da matriz, onde irdo ordenar
os feixes de colageno produzidos, também, pelos préprios fibroblastos, além de ser
estrutura para 0s novos vasos. A matriz extracelular € constituida de varias proteinas e

colageno, proteoglicanos, dgua e eletrdlitos.

Na fase de maturacdo a ferida passa por um processo de contracdo, através do
movimento das bordas para o centro da ferida, reduzindo o tamanho da cicatriz. Este
processo € importante na cicatrizacdo das feridas, principalmente nas abertas. Porém,
ocorrendo de forma exagerada e desordenada causa defeitos cicatriciais importantes
causados pela diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, estimulados por
fatores de crescimento. No ser humano, a maturacdo tem inicio durante a 3% semana,
sendo caracterizada pelo aumento da resisténcia sem aumentar a quantidade de
colageno. O aumento da resisténcia deve-se a remodelagem das fibras de colageno, com
aumento das ligagdes transversas e melhor alinhamento do colageno, ao longo das
linhas de tensdo. A fase de maturacdo dura toda a vida da ferida, embora o aumento da
forca tensdo se estabilize, apds um ano, em 70 a 80% da pele intacta.
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3.8 Queimadura

No caso da agdo de agentes térmicos ou radioativos na pele a complicagdo mais
severa € a queimadura. Esta é caracterizada pela desnaturacao e destruicdo de constituinte
celulares da pele, podendo haver perda de substancia e solucdo de continuidade da mesma.
A gravidade da queimadura depende do alcance da profundidade na pele, extensdo da area
atingida e localizagéo [76]. As queimaduras séo classificadas em:

e Primeiro grau: envolve apenas a epiderme, caracterizada por uma area avermelhada com
dor leve a moderada. Ndo comprometimento das funcdes da pele com reparo

acontecendo em até uma semana.

e Segundo grau: produz danos a epiderme e derme com formacao de bolhas, eritema, dor
e edema. As bolhas se formam quando ha a separacdo entre a epiderme e a derme e
estdo associadas com uma acumulo de fluido no intersticio do tecido. Estruturas anexas
geralmente ndo sdo lesadas. A epiderme é regenerada pela migracdo de células a partir
das bordas da ferida e do tecido epitelial presente nos foliculos pilosos (caso nédo
tenham sido destruidos). O periodo para cicatrizacdo ocorre entre 3 e 4 semanas, caso se

manifeste alguma infecgéo.

e Terceiro grau: quando a epiderme, derme e as estruturas associadas sdo destruidas.
Nenhuma dor € sentida na regido de uma queimadura de espessura total, pois as
terminacOes sensoriais dos nervos sdo destruidas. A pele s6 pode ser regenerada a partir
dos bordos da ferida e, se a area da queimadura for grande, isto pode ser um processo
lento. Existe uma perda constante de fluido corporal a partir da area danificada e a

possibilidade de infec¢éo é elevada [77].

Queimaduras causadas por radiacdo (radiodermite) apresentam diferencas
marcantes do ponto de vista fisiopatoldgico, clinico e evolugdo, em rela¢do as queimaduras
térmicas. A resposta da pele, a niveis elevados de radiacdo, geralmente segue um padréo
caracteristico determinado pela radiossensibilidade da populacdo de células envolvidas,
qualidade da radiacdo, padréo temporal de leséo e reparacdo. O curso de tempo pode variar

dependendo das caracteristicas das doses empregadas e a condi¢éo do paciente [78].
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3.9 Reparo apos efeito secundario da radiacéo

A partir do momento em que ocorre a interacdo da radiacdo com a pele, pode
ocorrer um efeito, denominado radiodermite, que proporcionara complicacfes com graus
diferenciados de severidade relacionados a dose da radiacdo [34]. A radiodermite podera
variar de um simples eritema cutaneo, identificado por uma coloracdo avermelhada da
pele, até a radionecrose caracterizada pela destruicdo da pele e tecidos adjacentes, podendo
ocorre em grande extensdo e profundidade [36].

A radiodermite gerada nos tecidos é dividida em aguda e tardia [79]. Esta
morbidade aguda da pele é classificada em graus de severidade [33], sendo as principais
alteracOes encontradas, variando de eritema até radinecrose, esta ultima caracterizada com
lesdo mais grave. O grau da lesdo muda de acordo com a dose ou taxa de dose, tempo de
exposicao, qualidade da radiacao e condicGes clinicas do paciente.

As feridas histoldgicas se iniciam com redugdo das mitoses na camada basal e
edema celular, causando alteragdes importantes no tecido. As alteracbes sdo
interdependentes, particularmente as vasculares, que geram les@es indiretas em todos 0s
outros tecidos e sdo marcantes na fase tardia, externando o espessamento e calcificacdo das
paredes vasculares. Em outros tecidos € observada a fibrose do tecido adiposo subcutaneo,
retardo no crescimento e dor dssea, osteoradionecrose e fraturas patoldgicas entre outros.
Os musculos estriados sofrem distirbio metabdlico reversivel alguns dias ap6s a
irradiacdo. Os danos angiomesenquimais produzem a lesdo tardia, levando a insuficiéncia
vascular, proliferacdo de colageno e estrangulacao nervosa [36].

Entre as vérias classificacdes utilizadas para radiodermite, aquela mais aceita é
do National Cancer Institute (NCI) [33]. A classificacdo dos graus de severidade da
radiodermite é ilustrada na TAB. 1. A reacdo da pele a doses elevadas de radiacdo
predominarda um padrdo que dependera da radiossensibilidade do tecido irradiado,

diagndstico precoce e estado clinico do paciente.

TABELA 1 — Classificagdo da radiodermite segundo o National Cancer Institute.

Grau | Grau Il Grau Il Grau IV
Eritema de evolucdo Descamacdo Umida  Necrose da pele ou
moderada a rapida; diferente dobras ulceracdo da derme
Eritema fraco ou descamacédo Umida e cuténeas e vincos; de espessura total,
descamacéo seca irregular, confinada a sangramento sangramento
dobras e pregas da pele; induzido por menor  espontaneo a partir
edema moderado trauma ou abraséo do sitio envolvido

Fonte: Adaptada de BERNIER J. et al. 2008.
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3.10 Radiagéo ionizante
A radiacdo ionizante (RI) é definida como “qualquer particula ou radiacdo
eletromagnética que, ao interagir com a matéria, ioniza seus atomos ou moléculas” [80]. A

RI pode ser dividida em corpuscular e eletromagnética [81].

3.10.1 Radiacgéao corpuscular

Consiste em particulas elementares, tais como:

e Particulas alfa (o) - sdo atomos de hélio duplamente ionizado, com carga positiva.
Devido a sua alta transferéncia linear de energia (LET), esta particula cede a sua
energia rapidamente para o meio, tornando muito limitado o seu poder de

penetracéo;

e Particula beta (B) — sdo eletrons ou positrons de elevada energia cinética emitida
pelos ndcleos de alguns radionuclideos. A formagdo da particula P pelos
radionuclideos denomina-se decaimento . Pode-se conceituar a particula como um
elétron de origem nuclear com carga positiva (B*) ou negativa (B"). Dependendo da

sua energia a particula B pode alcancar de 1 a 2 cm no tecido bioldgico.

3.10.2 Radiacdo eletromagnética

Sdo ondas eletromagnéticas de alta energia (grande poder de penetracdo) de
origem nuclear, geradas por isdtopos radioativos ou da interacdo de uma particula com um
atomo. A radiacdo eletromagnética (gama) de origem nuclear é produzida pelo excesso de
energia no seu nucleo (estado excitado de energia), que ao passar para um estado de menor
energia emitird um foton. Ja no caso da interacdo da particula de alta energia (elétrons com
grande energia cinética) que interage com a camada eletronica, a radiacdo eletromagnética

é produzida com a desaceleracdo desta particula pelo atomo.

Os mecanismos de lesdo celular estdo relacionados a transferéncia linear de
energia (LET), fracionamento e radiossensibilidade do tecido, entretanto, a dose e taxa de
dose sdo predominantes neste efeito. Quando a energia é absorvida pelo tecido, existe a
probabilidade de interagir com estruturas primordiais da célula, tal como o DNA, sendo

assim, € possivel a manifestacédo de dois tipos de acdo.
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e Acdo direta: € quando a energia da radiacdo é absorvida pelo DNA da célula,
provocando um dano diretamente na estrutura dessa macromolécula;

e Acdo indireta: é quando essa energia pode ser absorvida também por moléculas
adjacentes ou vizinhas as macromoléculas-alvo, formando entdo os radicais livres,

capazes de lesar o DNA.

Assim, e possivel afirmar que o efeito biologico global e dos efeitos
provocados pelas acgOes diretas e indiretas, em que diversos fatores podem interferir, tais
como: a energia empregada, o tipo de tecido, etc.

3.11 Histologia

Estuda os tecidos do corpo e como eles se organizam para constituir 6rgéos. O
procedimento mais usado no estudo de tecidos ao microscopio consiste na preparacdo de
cortes histologicos.

No entanto, na maioria dos casos 0s tecidos sdo espessos e ndo permitem a
passagem adequada da luz para formagdo da imagem; antes de serem examinados no
microscopio devem ser realizados cortes histologicos muito delgados que sdo colocados
sobre lamina de vidro. Os cortes sdo obtidos por micrétomos, entretanto, antes os tecidos
necessitam passar por varios tratamentos descritos a seguir.

e Fixacdo - tem varios objetivos, dentre estes é evitar a digestdo dos tecidos por
enzimas ou em bactérias, endurecer os fragmentos e preservar a estrutura do tecido;

e Desidratacdo — ocorre com a realizacdo de varios banhos com solucgéo crescente de
etanol;

e Clareamento — € realizado com a substituicdo do etanol por substancia miscivel
intermedidaria, tanto em etanol como parafina ou resina. Na inclusdo da parafina a
substancia intermediaria mais comumente usada é o xilol. Quando os fragmentos de
tecidos sdo imersos em solvente organico, elas ficam transparentes. A seguir sdo
colocados em parafina derretida entre 56-60 °C, ocasionando a evaporacdo do
solvente organico, e os espacos existentes dentro do tecido ficam preenchidos com
parafina;

e Microtomia — os fragmentos de tecido envolto em parafina sdo laminados no

micrétomo na espessura almejada. Apds sdo colocados em agua quente para
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retirada da parafina e posteriormente colocado sobre ldmina de vidro para
coloragéo;

Coloracdo — o passo anterior a coloracdo é o banho com xilol para retirada de
vestigios de parafina e imerséo em solugdes decrescente de etanol até a hidratacéo,
para entdo ser usado um ou mais corantes especificos para evidenciar e diferenciar
0s componentes do tecido. Entre os corantes mais utilizados: a combinacdo de
hematoxilina e eosina (HE) € a mais usada, onde a hematoxilina cora em azul ou
violeta o nucleo das células e outras estruturas acidas, a eosina cora o citoplasma e
colageno em rosa, tricromica de Masson cora o nucleo da célula de castanho escuro
a preto e o citoplasma cora com vermelho brilhante ou rosa, aléem de diferenciar
coldgeno de musculo e o Picro-sirius associado a luz polarizada é utilizado na
diferenciacédo de colageno.

Montagem — o corte € desidratado em solucGes crescente de etanol, banho de xilol e

coberto com laminula, podendo entéo ser visualizado no microscopio optico [70].
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4 ESTUDOS PRELIMINARES
4.1 Modelo de radionecrose animal

4.1.1 Elaboracéo do sistema para irradiacdo animal

Com a existéncia de poucas técnicas para inibir o processo de necrose cutanea
induzida (radionecrose) por radiagéo ionizante foi elaborado um suporte para irradiagéo
animal (SIA) para ratos Wistar com base na experiéncia do modelo animal de radionecrose
de camundongo Nude [30] e aferido por meio de um mapeamento dosimétrico.

Para fins da padronizacdo e dosimetria de irradiagdo, foi considerado “sistema
para irradiagdo animal (SIA)” o conjunto formado pelo imobilizador animal (IA), duas

blindagens de chumbo e sua respectiva posic¢éo angular.

4.1.2 Dosimetria do SIA

A geometria de irradiacdo é constituida de trés SIA. SIAs SIA¢ iguais com
seus respectivos deslocamentos angulares 0., 6y € 04 para cada plano mediano da fonte,
onde os subindice g, ref. e d identificam as posi¢bes esquerdo, referéncia e direito com
relacdo a fonte do irradiador (FIG. 8 e 9). Nestas figuras sdo mostrados 8 tijolos de chumbo
com chevron (TCC), 5 x 10 x 12 cm?®, posicionados entre a guia metalica da fonte do
irradiador e o imobilizador animal (IA) com 2 TCC posicionado atras IA formado por:

cilindro de Polyvinyl chloride (Policloreto de vinila ou PVC) com 5 orificios (8 mm de ¢)

ao longo de sua érea lateral, 7,2 cm de @extemo, 19,5 cm de altura e duas tampas de borracha.

O mapeamento dosimétrico foi realizado no irradiador Panoramico (YOSHIZAWA) com
fonte de ®°Co, tendo a superficie lateral do IA e a face, 5 x 10 cm?, dos TCC entre a fonte e
o0 |A tangentes ao plano mediano da fonte (PMF). As leituras das taxas de dose (TDs)
foram medidas nos planos axiais nas posi¢oes de 1-4 nas alturas de 10,0 e 13,5-15,0 cm,
em relacédo ao plano da mesa de irradiacdo, distante 18,7 cm da fonte do irradiador. As TDs
foram obtidas com o eletrometro Keithley modelo 617, diodo de Silicio modelo SFH00206
e pelo software LabVIEW ™ desenvolvido no IPEN/CTR.
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FIGURA 8 — Vista de perfil do SIA.s. Os circulos laranja indicam diferentes alturas dos
tubos de quartzo com orificio para exposicdo da pele do rato. O retangulo
tracejado em vermelho delimita os componentes do SIA..

' TCC TCC
Guia
metalica 1| 10:cm
Fonte - Tee TCC
de ®°Co
________________________________ A
[}
1
I |
18,7 cm

FIGURA 9 — Vista superior do SIA. Deslocamentos angulares 04(90°) do SIAg., 0yer.(0°)
do SlArs (coincidente com o PMF) e 0¢(270°) do SIA.. Os nimeros de 1-4
identificam posi¢des ocupadas pelo diodo (retangulo vermelho) durante a
afericdo da TD. O retangulo tracejado em vermelho delimita os componentes
do SIA.
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4.1.3 Resultado da dosimetria do SIA

Os valores das TDs presentes na TAB. 2 das Posigdes 2 ndo apresentaram
variacdes significativas com relacdo a sua taxa de dose média (TDm) entre 13,5 a 15,0 cm
de altura (FIG. 8), isto possibilitou a utilizacdo de um valor fixo de TDm na irradiacdo dos
animais ao longo do SIA. A variacdo entre as TDm das Posi¢des 1 e 2 foram inferiores a
6,5%, sendo entdo fixada a TDm (1,277 Gy/min) da Posi¢do 2 como valor de referéncia do
experimento. A reducdo da TD no plano axial entre as Posicdes 2 e 3 (FIG. 9 e TAB. 2)
foram superiores a 93%, assegurando a integridade fisica do rato durante a irradiacdo da
pele da regido dorsal. Os TCCs posicionados entre a guia metalica e o IA (FIG. 9)
proporcionam protecdo ao rato com relacdo a radiagdo primaria e os TCCs posicionados na

parte posterior do IA serviram como suporte mecanico e atenuacao da radiacdo secundaria.

TABELA 2 — Taxa de dose (Gy/min) nas posi¢oes 1-4 significativas para irradiacdo
da regido dorsal do rato.

Altura

(cm) Posicédo 1 Posicédo 2 Posicédo 3 Posicédo 4
15,0 1,367 1,275 0,087 0,000
14,5 1,355 1,278 0,089 0,000
14,0 1,353 1,264 0,083 0,000
13,5 1,386 1,291 0,078 0,000
Média 1,365 1,277 0,084 -
Desvio 0,013 0,010 0,004 -

A comparacdo dosimétrica entre os sistemas para irradiacdo do ratos Wistar e
camundongos Nude, este Gltimo com correcdo teorica [82] para a mesma data da realizacdo
do ratos Wistar, esta descrita na TAB. 3.

TABELA 3 — Comparacdo entre as dosimetrias realizadas nos diferentes
sistemas para irradiacdo nas respectivas posic¢oes de avaliagéo.

Animal Altura (cm) Taxa de dose (Gy/min)
. Posicdo 1  Posicdo 2 Posicdo 3  Posicdo 4
Wistar 10 1,399 1,277 0,079 0,000

Posicdol Posicdo2 Posicdo3  Posicdo 4

Nude 10 1,355* 0,514* 0,019* 0,014*

*valores corrigidos.

As diferengas na forma externa e tamanho dos imobilizadores dos ratos Wistar
e camundongos Nude (FIG. 10) ocasionaram limitagdes na comparacdo entre as TDs no
plano axial. A comparacdo somente foi possivel entre as Posi¢cdes 2 (Wistar) e 1 (Nude),
pois ambas posic¢Ges séo tangentes ao plano mediano da fonte do irradiador, passando a ser

as posicoes de referencia para comparagéo entre os SIAs.
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FIGURA 10 — A: IA do rato Wistar e B: IA do camundongo Nude. Os marcadores em
vermelho (1-4) indicam as posi¢6es ocupadas pelo diodo durante 0 mapeamento da TD.

4.1.4 Irradiacdo do ratos Wistar

Trés Ratos a-c machos com idade de 4, 20, 9 semanas e pesando 294, 385 e
372 g foram mantidos em gaiolas individualizadas, ambiente climatizado (22 °C),
luminosidade controlada com periodos de 12 horas de claro/escuro e alimentados sem
restricdo de &gua e racdo, nas dependéncias do Biotério do IPEN. Os procedimentos
adotados para o experimento foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do IPEN, registrado sob o nimero 89/11/CEUA-IPEN/SP. Antes da irradiagdo, 0s
ratos foram pesados, anestesiados (0,3 mL de xilazina e 0,4 mL quetanina) na regido
intramuscular da coxa e tricotomizados na regido dorsal superior com o tricotomizador
MULTIGRON PLUS (PHILIPS). Os ratos foram posicionados no IA e pincada a pele da
regido dorsal através do tubo de quartzo a 13,5 cm do plano de irradiacdo da mesa e fixada
por um ponto de sutura fixado no IA, sendo posteriormente irradiada com dose unica de
85 Gy uma area de pele de 350 mm?2 Ao final da irradiacdo os ratos retornaram para o
biotério em gaiolas individualizadas, sendo acompanhados a cada dois dias por meio de
registro fotografico, camera digital DSC-W30 (SONY), da regido dorsal irradiada e

mensurada a area da radiodermite evidenciando a radionecrose até sua cicatrizacgao.
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4.1.5 Obtencéo da radionecrose

O surgimento da radiodermite ocorreu ap6s o 7° dia para os Ratos a-c com
extensdo maxima da radionecrose do Rato a no 16° dia e nos Ratos b-c no 18° dia apds a
irradiacdo. A cicatrizacdo dos Ratos a e ¢ ocorreram no 25° dia e no Rato b no 60° dia

(FIG. 11) e na FIG. 12 é mostrada a extensdo maxima da radionecrose nos ratos.
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FIGURA 11 — Crescimento percentual da area da radiodermite dos Ratos a-c. Os pontos
laranja identificam o inicio da radiodermite (7° dia) e os pontos vermelhos
representam o dia de extensdo maxima da radionecrose. O final de cada curva
(azul, lilas, verde) indica o dia da cicatrizagdo dos Ratos a-c respectivamente.

Na FIG. 12 é ilustrado o momento de maior extensdo da radionecrose nos

FIGURA 12 — E mostrada a extensdo maxima da radionecrose na regido dorsal do Rato a
no 16° dia, Rato b no 18° dia e Rato ¢ no 18° dia ap6s a irradiacéo.

Ratos a-c.

4.1.6 Concluséo sobre o modelo de radionecrose

Os resultados indicam que com dose de 85 Gy foi possivel obter uma
radionecrose cutanea, mantendo o rato saudavel, sendo que a variagdo de massa dos ratos
(294, 385 e 372 g) nao foi significativa no processo de cicatrizacdo da radionecrose. A
idade parece ter maior influencia no processo de cicatrizagdo, pois 0 Rato b tinha 20

semanas e 0s Rato a e Rato ¢ tinham 4 e 9 semanas de idade, respectivamente. Durante o
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periodo de experimento a Unica alteracdo apresentada foi o aparecimento da radionecrose,
sendo assim, foi possivel a obtencdo do modelo de radionecrose para rato Wistar.

Os animais apresentaram bom estado de saude sem aparecimento de sequelas
na area irradiada até a realizacdo da eutanasia.

Além disso, foi obervada a necessidade de aprimoramento do SIA referente as
condigdes de bem estar do rato durante o processo de irradiacdo, otimizacao das dimensdes

e do namero de blindagens e a posicéo angular dos SIAs em relacéo a fonte.

4.2 Estudo da variabilidade dos Aspersores

4.2.1 Administracédo de medicamento

A administracdo de medicamentos pode ser realizada por meio de diferentes
vias: oral, sublingual, retal, intravenosa, subcuténea, intramuscular, intra-arterial,
intratecal, intraperitoneal, absorcdo pulmonar e aplicacdo topica, sendo a aplicacdo topica
caracterizada pela acdo em area determinada e atuacdo direta [22]. Entre os varios
instrumentos utilizados na aplicacdo topica o aspersor manual (AM) possui grande
relevancia, por ndo produzir tensdo mecénica sobre a superficie, realiza aspersdes com
volume praticamente constante e distribui uniformemente o medicamento sobre a
superficie. As especificacdes técnicas do AM fornecidas pelo fabricante sdo parciais ou
ndo estdo disponiveis, nesta Ultima justificada pelo comprometimento de segredo
industrial.

N&o sendo encontrada na literatura informagdo ou legislagdo especifica para
um manuseio confiavel do AM, foram estabelecidas afericdes com base nos critérios da
ISO 9000 [83]. Para determinar as condi¢cbes minimas para utilizacdo deste aspersor foram
arbitradas as seguintes aferi¢des: a primeira foi a identificacdo da repetibilidade do volume
produzido pelo aspersor e a segunda foi a determinacdo da distancia do centro aspersor
manual a superficie aspergida (DCAMSA) que possibilite uma distribuicdo uniforme do

liquido aspergido sobre a superficie.

4.2.2 Avaliagéo do aspersor manual

Foram avaliados aspersores manuais (AM) de seis fabricantes (9 modelos com
5 amostras por modelo) com base na ISO 9000 [83]. Os liquidos utilizados para aspersao
foram agua ultrapura processada pelo purificador Purelab Option-Q (ELGA LabWaterv) e
soro fisiologico 0,9% (EQUIPLEX).
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Primeira afericdo foi a mensuracdo da repetibilidade do aspersor da seguinte
forma: foi mensurada a massa do AM com a balanca Analytical Plus (OHAUS) antes e
apos a realizacdo de uma aspersdo, sendo o procedimento de pesar e aspergir repetido
81 vezes. A massa do volume aspergido foi obtida com a diferenca de massa (Am) entre
duas aspersdes consecutivas [84] e o volume aspergido foi obtido com a razao entre Am e
densidade do liquido aspergido. As mensuragdes foram realizadas em trés dias nas
seguintes condicdes: ambiente fechado, mesmo operador e temperatura constante do
ambiente. Ndo havendo informacéo na literatura sobre o valor aceitavel para variacdo do
volume (AV) aspergido, optou-se por utilizar como variagdo aceitavel volume de £ 10%
como foi apresentado na TAB. 4, 6° linha. Finalmente foi obtido um gréfico do volume
aspergido em funcéo do nimero de acionamentos.

Segunda afericdo foi a obtencdo da distribuicdo uniforme do volume aspergido
sobre uma superficie da seguinte forma: aspersdo de hematoxilina em superficie nédo
dispersante (papel sulfite) com distancia do centro do aspersor manual a superficie
aspergida (DCAMSA) variando de 30, 50 e 70 mm. Esta ultima afericdo foi realizada
apenas para aspersores que demonstraram repetibilidade na primeira aferico.

As caracteristicas dos aspersores manual aferidos estdo presentes nas 5° e 6°
linhas da TAB. 4.
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TABELA 4 — Caracteristicas dos AM fornecidos pelos fabricantes Fla F6

Fabri-
cante

Aspersor

Nome D50 D18

F2 F3 F4 F5

EPY EBF COM EBG PP1 PP2

Modelo D50-1,..,5 D18-1,...,5

,5 EPY-1,..,5 EBF-1,..,5 COM-1,..5 EBG-1,..5 PPI1-1,..,5 PP2-1, ..,5

Volume

V)

140 pL 150 pL - 140 uL - -

Variacao
de volume - -
(AV)

+10% V* - - - - -

*Informagéo verbal do fabricante no Brasil.
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4.2.3 Resultado da aferi¢cdo dos aspersores manuais

Nos 45 aspersores avaliados foram identificadas 4 diferentes caracteristicas nas
quais 2 aspersores com repetibilidade (RPT) no Grupo 1, 37 aspersores com falta de
repetibilidade (FRP) no Grupo 2, 5 aspersores produziram apenas esguicho (NPA) no
Grupo 3 e 1 aspersor quebrou durante o experimento (QDA) no Grupo 4. Na FIG. 13 ¢
representada a distribuicdo dos aspersores segundo suas condi¢des de funcionamento.
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FIG. 13 — Resultado da afericdo dos 45 aspersores. Grupo 1: 2 AM com repetibilidade,
Grupo 2: 37 AM sem repetibilidade, Grupo 3: 5 AM com esguicho, Grupo 4:
1 AM quebrou.

4.2.4 Comportamento do volume aspergido pelos aspersores manuais
A FIG. 14 ilustra o comportamento do volume aspergido pelos aspersores

(EBF-1 e D50-3) do Grupo 1, que apresentaram repetibilidade.
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FIGURA 14 — Comportamento do volume aspergido com soro fisioldgico () e agua (m),
A: aspersor EBF-1 e B: D50-3, em funcdo do n° de acionamento.
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A FIG. 15 ilustra o comportamento do volume aspergido pelos aspersores

(COM-4 e EPY-3) do Grupo 2 que ndo apresentaram repetibilidade.
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FIGURA 15 — Comportamento irregular do volume aspergido com agua, C: aspersor COM-4
e D: aspersor EPY-3, em funcéo do nimero de acionamentos.

Entre os 45 AM avaliados apenas EBF-1 e D50-3 demonstraram condi¢fes de
uso por apresentarem repetibilidade nos volumes aspergidos. Na FIG. 14A os 5 primeiros
volumes aspergidos por EBF-1 ndo sdo considerados aceitaveis para utilizacdo, pois
evidenciam variagdes significativas em relacdo aos demais volumes, de modo semelhante

0s 7 primeiros volumes aspergidos por D50-3 ndo séo considerados (FIG. 14B).

4.2.5 Analise estatistica dos aspersores manuais
Nas FIG. 16 e 17 sdo mostradas as distribui¢cdes do volume aspergido referente
aos aspersores EBF-1 e D50-3 respectivamente. Além disso, o ndmero (n) de volume

analisado foi menor, causado pela eliminacdo das primeiras aspersoes.
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FIGURA 16 — Distribui¢do dos volumes aspergidos por EBF-1.
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FIGURA 17 — Distribuicdo dos volumes aspergidos por D50-3.

A previsdo de ser realizada uma aspersao pelo aspersor EBF-1 com um volume
de 141 pL e erro £ 2,5 pL e o aspersor D50-3 um volume de 191 pL e erro de
+ 5,7 pL, ambas terdo uma confianga de 95%.

A diferenca na dispersdo entre EBF-1 e D50-3, foi possivelmente causada pelo
maior numero de manuseio de D50-3. Os valores de outlier em ambas as figuras sdo
atribuidos a falhas do operador durante o experimento, além disso, as variacbes de volume

(AV) destes aspersores sao menores que 6%.

4.2.6 Uniformidade do volume sobre a superficie

Na TAB. 5 sdo apresentadas as areas resultantes das aspersdes com a distancia
entre o centro do AM e a superficie aspergida de 30, 50 e 70 mm com os aspersores EBF-1
e D50-3.

TABELA 5 — Comportamento da distribuicdo do volume aspergido por
EBF-1 e D50-3 na superficie e suas respectivas areas.
Distancia entre o centro do aspersor e a superficie

Aspersor 30 mm 50 mm ~ 70 mm
EBF-1 .
784 mm’ 1650 mm’ 2368 mm’
D50-3 .

3645 mm’

1130 mm? 2491 mm?
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4.2.7 Concluséo sobre a variabilidade dos aspersores

Entre os 45 AM avaliados apenas EBF-1 e D50-3 demonstraram condi¢Oes de
uso por apresentarem repetibilidade nos volumes aspergidos. Os 5 primeiros volumes
aspergidos por EBF-1 ndo sdo considerados (FIG. 14A) aceitaveis para utilizacdo, pois
evidenciam variacOes significativas em relacdo aos demais volumes, de modo semelhante
0s 7 primeiros volumes aspergidos por D50-3 ndo sdo considerados (FIG. 14B). Os valores
de outlier nas FIG. 16 e 17 sdo atribuidos a falhas do operador durante o experimento,
além disso, a AV destes aspersores foi < a 6% do volume aspergido.

Inicialmente as aspersdes nas diferentes distancias apresentaram uma &rea
superior a 350 mm? (item 4.1.3), entretanto, as aspersdes em distancias superiores a
30 mm demonstram uma distribuicdo irregular da aspersdo, logo, conclui-se que ambos

aspersores podem ser usados a distancia de 30 mm.



55

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Curvas de citotoxicidade
Os testes de citotoxicidade foram realizados para determinar o limiar de
toxicidade da quercetina 3-pB-D-Glicosideo (SIGMA-ALDRICH) e influéncia do seu

diluente dimetilsulfoxido durante o armazenamento.

5.1.1 Diluicdo da quercetina

A quercetina 3-B-D-Glicosideo (QC) foi diluida primeiramente em
dimetilsulfoxido (DMSO) obtendo-se a solucdo mde SM(1) = 0,5 mol/L e as proximas
diluicbes foram em meio de cultura celular, obtendo-se SM(2) = 20 mmol/L (20 pL SM(1)
+ 480 pL de K*) e SM(3) = 2 mmol/L (50 pL de SM(2) + 450 uL de K™).

As solucgdes foram utilizadas para preparar as diferentes diluicbes para 0s
experimentos com base na literatura [17, 21, 85-88] ou para detectar a influéncia do
DMSO na estocagem. As concentracOes utilizadas variaram de 1 a 1000 umol/L, sendo a
estocagem realizada em gas inerte, seguindo instru¢cbes da SIGMA-ALDRICH e

temperatura de — 75°C.

5.1.2 Meio de cultura utilizado
Os meios de cultura foram denominados K+ (queratindcitos) e D10
(fibroblastos), ambos preparados no Laboratério de Cultura Celular do CTR/IPEN, com a

seguinte composicao:

e K+ é composto por meio DMEM (GIBCO 12800-017) e F12 (GIBCO 21700075) na
propor¢do de 1:2, respectivamente, acrescido de 4 mmol/L L-Glutamina (GIBCO
25030-081), 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25 pg/mL anfotericina
B (Invitrogen 15240-062), 10% de Soro Fetal Bovino (Hyclone, Fetal Clone llII,
Thermo Scientific), adenina (0,18 mmol/L), hidrocortisona (0,4 pg/mL),
T3 (20 pmol/L), TC (0,1 nmol/L), insulina de pancreas bovino (5 pg/mL) e
EGF (10 ng/mL).

e D10 é composto por meio DMEM (GIBCO 12800-017) adicionado de
4 mmol/L L-Glutamina (GIBCO 25030-081), 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL
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estreptomicina e 0,25 pg/mL, anfotericina B (Invitrogen 15240-062) e 10% de Soro
Fetal Bovino (GIBCO 16030-074).

5.1.3 Determinacdo da concentracao nao toxica da QC

5.1.3.1 Queratindcitos

Inicialmente foram preenchidos todos os po¢os com 50 yL de meio de cultura
K+ e adicionados 25.000 células (alta densidade) de queratindcitos HK481 por poco nos 60
pocos centrais e incubada a 37 °C a 5% de CO,. Apds 24 horas de cultivo, o meio de
cultura foi removido e adicionado 100 pL das diluigdes (50, 75, 100, 200, 250, 500,
1000 pmol/L) de QC e DMSO, sendo deixado em contato por 24 horas e ap0s iniciado o

teste de viabilidade celular.

5.1.3.2 Fibroblastos

Seguindo o protocolo, BALB/c NRU Cytotoxicity Test Method n°® 07-4519,
foram preenchidos todos os pogos com 50 pL de meio de cultura D10 e adicionados
10.000 células BALB/c-3T3 (ATCC, CCL 163) [89] por pogo nos 60 pogos centrais e
incubada a 37 °C a 5% de CO,. Apds 24 horas de cultivo, o meio de cultura foi removido e
adicionado 100 pL das dilui¢bes (75, 150, 250 e 750 pumol/L) de QC e DMSO, sendo

deixado em contato por 1 ou 24 horas e ap06s iniciado o teste de viabilidade celular.

5.1.4 Leitura da Viabilidade Celular

Para afericdo da viabilidade celular, foram removidos os meios de cultura com
as diluicdes colocadas anteriormente e substituidos por meio de cultura adicionado de 20%
do composto tetrazdlio 3-(4,5-di-metiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2H-tetrazélio
(MTS) e 1% de fenazina metasulfato (PMS) com incubacdo por 3 horas para

posteriormente ser feita a leitura no espectrofotémetro com filtro de 490 nm.
5.2 Irradiacéo celular
5.2.1 Dosimetria da Placa de 96 pocos

Dosimetros de alaninas da AERIAL, com 3 mm® (FIG. 18), foram

posicionados nos 96 pogos da placa. O poco referéncia E7 (FIG. 19), cor vermelha, foi
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posicionado a 17,7 cm da fonte do irradiador gama Panoramico (YOSHIZAWA) a 13,5 cm
de altura em relacdo ao plano de irradiagdo da mesa e irradiadas com dose de 85 Gy.

As doses nos pocos foram aferidas mediante leituras dos sinais Electronic
Paramagnetic Resonance [90-91] no espectrometro MiniScope (MT MAGNETTECH)
utilizando software dedicado AerEDE da AERIAL®. Os pardmetros de medida
empregados no espectrdmetro foram: campo magnético de 3358 G, em intervalo de 30 G,
poténcia de micro-ondas de 10 mW e tempo de varredura de 12 segundos. Em todas as

leituras foram utilizadas amostras de referéncia de 100 Gy.

FIGURA 18 — Vista superior da dimensdo do dosimetro de alanina da AERIAL utilizada
na dosimetria.
Fonte: Autor da tese.
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FIGURA 19 — Posicdo do poco referéncia (@) na dosimetria da placa de 96 pocos.
Fonte: Autor da tese.

5.2.2 Protecéao celular pela quercetina
A escolha das condicbes de dose para irradiagdo, momento de aplicacdo e
concentracdo da QC, necessarias para maximizagédo da protecao das células no processo de

irradiacdo foi realizada segundo o fluxograma da FIG. 20.
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FIGURA 20 — Fluxograma de alternativas que foram avaliadas para obtencdo da melhor
condicdo de protecdo da QC nas células, durante o processo de irradiacéo.

Estes experimentos foram realizados utilizando os fibroblastos BALB/c-3T3
(ATCC, CCL 163), mantendo as mesmas condigdes de cultivo do item 5.1.3.2, utilizando
apenas 0s pocos das placas com variagdo dosimétrica de £ 5%. A coloragdo com MTS
seguiu o protocolo do item 5.1.4. A avaliacdo estatistica dos ensaios in vitro nos itens 5.1.3

e 5.2.2 foram realizadas por meio da anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

5.3 Elaboracéo do modelo de radionecrose animal
Com base no modelo animal de radionecrose para camundongos Nude [30] foi

obtido um modelo animal de radionecrose para ratos Wistar, como descrito no item 4.1,
sendo constatada a necessidade de mudancgas no SIA para aprimoramento da dosimetria,
melhor acomodacdo dos animais e irradiacdo da pele animal. As mudancas feitas sao
listadas a seguir:

e Acréscimo de orificios ao longo do imobilizador;

¢ Reducédo do numero de blindagens;

e Mudanca na espessura da blindagem;

e Escolha das angulaces entre os PMF;

e Mudanca do sistema de dosimétrico para mensuracao da dose.

5.3.1 Elaboracéo do suporte para irradiacéo animal
A partir da experiéncia obtida com suporte para irradiacdo de camundongos

Nude [30] em trabalhos realizados no Laboratério de Tecido Biologicos do CTR/IPEN foi
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elaborado um SIA para rato Wistar, sendo mantida a tangéncia do campo de radiacdo na
superficie do 1A e blindagem.

5.3.2 Imobilizador animal do rato Wistar

E constituido de um cilindro de PVC com 7,2 cm de didmetro externo, 19,5 cm
de altura e duas tampas de borracha para contencdo, as quais permitem o confinamento
adequado do rato. O IA é dotado de seis orificios, com 8 mm de didmetro que permite
pincar através do tubo de quartzo a porcdo de pele que sera irradiada. O imobilizador do
ratos Wistar é aproximadamente trés vezes maior que o imobilizador do camundongo Nude
(FIG. 21).

FIGURA 21 — A: imobilizador animal do camundongo Nude e B: imobilizador animal do
rato Wistar.
Fonte: Autor da tese.

5.3.3 Geometria de irradiacio dos SIAs

A geometria de irradiacdo (FIG. 22) é constituida por trés SIAs semelhantes
denominados: SlAs, SIAq e SIAe, onde os indices (ref., d, e) representam as posi¢des
referéncia, direita e esquerda ocupadas pelos sistemas para irradiagdo animal (SIAs) em
relacdo a fonte de cobalto-60. O SIA é constituido por duas blindagens de chumbo: bloco
A, 9 x 10 x 20 cm?®, posicionado entre a guia metélica da fonte do irradiador Panoramico e
o IA; bloco B, 5 x 10 x 20 cm?®, posicionado na parte posterior do IA. A face do bloco A,
9 x 20 cm?, e a superficie lateral do IA s&o tangentes ao plano mediano da fonte (PMF)

[92], representado pela linha tracejada com deslocamento angular (O, 64 € 0) Obtido no
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sentido horéario. Foram posicionadas 20 alaninas no interior (posi¢6es 3-7) e 12 alaninas no
seu exterior (posicOes 1-2) do IA, em planos axiais perpendiculares ao longo do 1A em
alturas 10-15 e 19,5 cm em relacdo ao plano de irradiacdo da mesa. A distancia de 17,7 cm

entre a fonte do irradiador e a posic¢ao 2 ocupada pela alanina.

Fonte de cobalto-60

FIGURA 22 — llustracdo da vista superior da geometria de irradiacdo. Os nimeros de 1-7
indicam as posi¢des ocupadas pelas alaninas (retangulos vermelhos) durante a
irradiacdo no IA. O deslocamento angular 0¢(265,5°), 0yr.(18%), 04(96°) do
PMF de cada SIA e os blocos de chumbo A e B também sdo apresentados.

Fonte: Autor da tese.

5.3.4 Dosimetria da geometria de irradiacdo dos SIAs

As pastilhas alaninas foram fixadas nas posi¢bes de 1-7 em planos axiais,
perpendicular no IA e irradiadas com dose unica de 85 Gy nas alturas de 10-15 e 19,5 cm.
A distancia a representa a altura do tubo de quartzo, entre as posic¢oes de 1-2 (FIG. 22), que
identifica a posicdo [93-94] ocupada pela porgédo de pele a ser irradiada e as posigdes 3-7

identificam os pontos considerados significativos para integridade fisica [80, 95-96] do
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rato durante a irradiacdo (FIG. 22 e 23). A leitura dos dosimetros de alaninas foram
realizadas no espectrdbmetro MiniScope com parametros idénticos aos utilizados na

obtencdo de dose na placa de 96 pocos (item 5.2.1).

FIGURA 23 — A: Vista superior dos SIAs com o posicionamento dos dosimetros de
alaninas nas alturas de 10-15 cm nas posicOes externas 1-2, sendo as posi¢des
internas 3-7 ilustradas na FIG. 22 e B: Vista de perfil do SIA com fixacdo do
fio de sutura.

Fonte: Autor da tese.

5.3.5 Irradiacdo da pele da regido dorsal superior do rato

Os procedimentos adotados para utilizacdo dos Ratos 1-21 foram 0s mesmos
aprovados pelo CEUA para os ratos pilotos (item 4.1.4).

Os vinte e um ratos Wistar (Ratos 1-21) machos tiveram como procedimento
comum a permanéncia em gaiolas individualizada em ambiente climatizado (21 °C) com
luminosidade controlada com periodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, sendo
alimentados sem restrigdo com &gua e racéo no biotério do IPEN/CNEN-SP.

Todos os ratos foram sujeitos a seguinte condicdo de pré-irradiacdo (CPI):
inicialmente pesados, anestesiados (0,4 mL quetanina, 0,3 mL xilazina e 0,2 mL apromazin)
na regido intramuscular da coxa, ap6s o inicio do relaxamento foram tricotomizados na
regido dorsal superior com MULTIGRON PLUS, aspergidos com solucgdo, posicionados
no imobilizador animal, pincada 350 mm? de pele através do tubo de quartzo, sendo fixada
com fio de sutura (FIG. 23B) e irradiados com dose Unica de 85 Gy.
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5.3.5.1 Determinacéo da radionecrose no estudo piloto com os Ratos a-c
As condigdes para obtencdo da radionecrose nos Ratos a-c foram descritas no
item 4.1. O acompanhamento apés a cicatrizacdo da radionecrose foi realizado uma vez

por semana até a realizacdo da eutanasia [97].

5.4 Efeito da aplicagéo in vivo de QC

5.4.1 Irradiacdo dos ratos com aplicacdo de QC

Os vinte e um ratos (Ratos 1-21) foram divididos em dois grupos, a saber: no
1° grupo Ratos 1-12 e 2° grupo Ratos 13-21. As particularidades das CPI dos Ratos 1-21
foram: idade de 8 semanas, massa de 277 + 19 g, anestesiados com 0,4 mL quetamina,
0,3 mL xilazina, 0,2 mL apromazin e aspergidos com solucdes de DMSO e QC em soro
fisiologico 0,9% (EQUIPLEX) na regido dorsal superior com 0 AM.

Os Ratos 1-12 foram subdivididos em dois subgrupos: no primeiro subgrupo
os Ratos 1-6 foram aspergidos com solucdo de DMSO, sendo os Ratos 1-3 irradiados e
Ratos 4-6 nado irradiados. No segundo subgrupo os Ratos 7-12 foram aspergidos com
solucdo de QC (250 umol/L), sendo os Ratos 9-10 irradiados e os Ratos 7, 11-12 n&o
irradiados.

Os Ratos 13-21 foram subdivididos em trés subgrupos: no primeiro subgrupo
0s Ratos 13-15 foram aspergidos com solu¢cdo de DMSO e irradiados, no segundo
subgrupo os Ratos 16-18 foram apenas aspergidos com QC (500 umol/L) e néo irradiados
e 0 subgrupo trés os Ratos 19-21 aspergidos com solucdo de QC (500 umol/L) e

irradiados.

5.4.2 Procedimento ap0s o periodo de irradiacéo

A regido dorsal dos ratos foi limpa com soro fisiologico para retirada dos
vestigios das solucdes aspergidas e os mesmos colocados em decubito ventral sobre uma
faixa térmica (BIOTERM) a 38 °C (FIG. 24) até o final da acdo anestésica. A reducéo da
temperatura corporal dos ratos durante os periodos pré e poés-irradiacdo [98] foi
minimizada mantendo as salas de preparo e irradiagdo com temperatura maior ou igual a

29 °C. Com a concluséo da anestesia dos ratos, estes retornaram para o biotério.
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FIGURA 24 — Posicdo dos ratos sobre a faixa térmica apos a finalizagéo da irradiacdo até o
final da acdo anestésica.

5.4.3 Avaliacéo da protecdo pela QC na pele da regido dorsal do rato irradiado

A avaliacdo aconteceu em duas fases: na primeira fase foi realizado o registro
fotografico diario da evolucdo da radiodermite, mensuracdo da area da ferida e analise da
evolucdo da ferida e na segunda fase foi retirada uma biopsia de 2,5 x 1,5 cm? de pele da
area correspondente a ferida, ap6s 48 horas da sua cicatrizacdo. Como controle, nos ratos
ndo irradiados a bidpsia foi no local da passagem do fio de sutura. Apds a retirada da pele

0s ratos foram eutanasiados e as amostras enviadas para anélise histologica.

5.4.3.1 Registro fotografico da regido de radionecrose

A partir do primeiro dia ap6s a irradiagdo foi iniciado o registro da
radiodermite da pele dos ratos, utilizando o sistema para obtencdo de imagem (NIKON)
com a distancia camera-mesa fixa (FIG. 25), além disso, para mensurar a extensdo da
ferida que demonstrou alteracéo devido a radiacéo e o fio de sutura foi utilizado o software
ImageJ [99].

Distancia camera-mesa

FIGURA 25 — Da esquerda para direita € ilustrada a vista frontal e perfil do sistema de
obtencdo de imagem da regido dorsal do rato.
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5.4.3.2 Analise histoldgica da pele

Concluido o registro de cicatrizacdo, com identificacdo visual, foi realizada
ap6s 48 horas a remogao de amostras de pele com 2,5 x 1,5 cm? da regido dorsal dos Ratos
1-21, tendo como referéncia para retirada o ponto onde foi passado o fio de sutura. Apos a
remocdao da pele os ratos foram eutanasiados com anestésico e dioxido de carbono [97].

As amostras foram fixadas em paraformaldeido (4% em tampdo de cacodilato
de sodio — pH 7,2) por 72 horas, lavadas em PBS (3 vezes em 10 minutos cada).
Desidratadas em solucdes crescentes de alcool 70% ate alcool absoluto, sendo a
diafanizagcdo em xilol realizada em trés etapas de 30 minutos. Os fragmentos diafanizados
foram colocados em parafina liquida e mantidos em estufa a 60 °C por duas horas. Apo6s o
banho de parafina, o material foi emblocado em parafina derretida. Os blocos foram
resfriados e mantidos em temperatura ambiente. Os cortes dos blocos foram realizados no
microtomo Leica RM2255 (Leica Microsystens) com espessura de 5 um, e pescados em
banho histoldgico a 40 °C com Iaminas convencionais EasyPath (Erviegas).

As laminas foram desparafinizadas em estufa a 60 °C, seguindo de trés banhos de
cinco minutos em xilol, e quatro banhos em alcool absoluto. Posteriormente, as laminas
foram imersas em hematoxilina de Mayer (Merck) por quatro minutos, mergulhadas
rapidamente em tampao diferenciado (alcool 70°), lavadas em &gua corrente e coradas em
eosina (Merck) por quatro minutos. Ap6s a coloracdo, as laminas foram lavadas e
desidratadas com quatro banhos de alcool absoluto e trés banhos de xilol. Ap6s secagem as
laminas foram montadas em resina de Permount (Fisher Scientific).

Estes procedimentos foram realizados nos Laboratérios de Patologia da
Faculdade de Odontologia da USP e no Centro de Biotecnologia do IPEN/USP.

A coloracdo com o corante Picro-sirius Red foi feita pelo biélogo Paulo César
Simbes no Laboratério de Histotecnologia do CTCMol/Bioquimica/UNIFESP
(Universidade Federal de S&o Paulo).
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6 RESULTADOS

6.1 Citotoxidade da Quercetina

Nos primeiros experimentos ndo foi evidenciada uma concentracéo citotoxica
da QC, resultados estes ndo condizentes com a literatura. Para afastar a possibilidade de
uma possivel instabilidade quimica da QC, a sua integridade foi confirmada por meio de
Espectrofotometria, Espectroscopia RAMAN e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), onde os resultados confirmaram a quercetina ndo estava degradada, mas sim em
quantidade inferior aquela designada pelo fabricante (APENDICE A).

Foi concluido que houve uma reducdo de 30% na massa do recipiente em
relacdo ao especificado pela SIGMA-ALDRICH, sendo assim, para 0s novos experimentos
a QC foi pesada e realizada novas diluigdes de SM(1), SM(2) e SM(3).

6.1.1 Determinacdo da concentracdo nao téxica de QC em queratinécitos

No experimento (FIG. 26A) a partir de SM(2) foram testadas concentracdes de
50, 75, 100 e 250 umol/L, observando que para valores inferiores 100 umol/L nao foram
detectados valores de viabilidade celular diferentes do controle, entretanto, foi obtido uma
variagdo da viabilidade celular para concentragdo de 250 umol/L (89%). Foi realizado
experimento com concentragdes de 100 a 1000 umol/L (FIG. 26B), obtendo-se certa
variagdo de viabilidade celular desde a concentragdo de 100 umol/L (84,9%). Em todos 0s

experimentos foi utilizado o tempo de contato de 24 horas e leitura ap6s outras 24 horas.

120 - 120 - B
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Percentual de viabilidade celular
=
[an]
Percentual de viabilidade celular
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20 4 ——QC  —=—DMSO 20 | ——QC  —=—DMSO
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FIGURA 26 — Percentual de viabilidade da QC dos queratindcitos. A: Concentraces
variando de 50 a 250 pmol/L e B: Concentra¢Oes variando de 100 a
1000 pumol/L. As linhas tracejadas representam a variagao do controle.



66

6.1.1.1 Estatistica das curvas de viabilidade celular da QC e DMSO em queratinécitos

Na FIG. 26A1 a concentracdo de 250 umol/L de QC apresentou variabilidade
celular significativa em relacdo ao seu controle e na FIG. 26B1 as concentracGes de QC
apresentaram variabilidades celular diferente em relagcdo ao seu controle, ja nas FIG. 26A2
e 26B2 as viabilidades celular das concentragdes de DMSO demonstram estar dentro da
variacdo do seu controle, conforme descricdo estatistica apresentada a seguir (FIG. 27 e
28).
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FIGURA 27 — Distribuicao da viabilidade celular em queratindcitos. Al: Concentracdes de
QC e A2: Concentragdes de DMSO ambas variando de 50-250 umol/L, B1:
Concentragdes de QC e B2: Concentragdes de DMSO ambas variando de 100
a 1000 pmol/L.

A analise de variancia constatou que ao nivel de 5% de significancia ndo houve
diferenca significativa entre as concentracbes de DMSO (FIG. 26A2 e 26B2) e seus
respectivos controles com confianca de 95%.

A andlise de varidncia constatou que ao nivel de 5% de significancia, pelo

menos uma das concentracdes de QC (FIG. 27A1) difere do seu controle com confianga de
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95%. O teste de Tukey confirmou uma diferenca entre a concentracdo QC (250 pmol/L) e
seu controle com confianca de 95% (FIG. 28).
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FIGURA 28 — A linha tracejada (cor laranja) identifica a concentracdo de QC
(250 pmol/L) que difere do seu controle.

6.1.2 Determinacao da concentracdo ndo toxica de quercetina em fibroblastos

Apdbs o contato da QC com os fibroblastos por 1 e 24 horas ndo foram
detectados valores de viabilidade celular diferentes do controle, mesmo com tempo de
cultivo de 7 dias (FIG. 29).

Percentual de viabilidade celular
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20 - 1 hora/leitura 2 dias —e— 24 horag/leitura 2 dias
0 T T T 1
0 200 400 600 800

Concentracio QC (umol/L)

FIGURA 29 — Percentual de viabilidade da QC para diluicdo SM(2) para concentragdes
variando de 75 a 750 pumol/L. As linhas tracejadas representam a variagdo do
controle.



Viabilidade Celular

Viabilidade Celular

68

6.1.2.1 Andlise estatistica das curvas do percentual de viabilidade dos fibroblastos

As viabilidades celulares das concentracfes de QC com cultivo de 2 dias
(FIG. 30C2) e 7 dias (FIG. 30C3 e 30C4) demonstram estar dentro da variacdo do contro-
le. J& a viabilidade celular da concentracdo de 150 umol/L de QC com cultivo de 2 dias
(FIG. 30C1) apresentou variabilidade celular em relagdo ao seu controle .
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FIGURA 30 — Distribuicdo de viabilidade celular dos fibroblastos. C1 e C3: Concentragdes
de QC variando de 75 a 750 pumol/L, C2 e C4: Concentragdes de QC com 75 e
150 pmol/L.

A anélise de variancia constatou que ao nivel de 5% de significancia ndo houve
diferenga significativa entre as concentragdes de QC com 1 h/leitura 7dias, 24 h/leitura
7dias, 24 h /leitura 2dias (FIG. 30C2, FIG. 30C3, FIG. 30C4) e seus respectivos controles
com 95% de confianca.

A anélise de variancia indica que ao nivel de 5% de significancia, pelo menos

uma das concentracdes de QC (FIG. 30C1) difere do seu controle com confianca de 95%. O
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teste de Tukey confirmou uma diferenca entre a concentragdo de 150 pmol/L de QC em

relacdo ao seu controle com 95% de confianga (FIG. 31).
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FIGURA 31 — A linha tracejada (cor laranja) identifica a concentracdo de QC (150 umol/L)
que difere do seu controle.

6.2 Irradiacdo das células

6.2.1 Dosimetria da Placa de 96 pocos
O percentual de dose da placa foi obtido com a normalizacdo das doses dos

pocos em relacdo ao poco referencia E7 (FIG. 9), sendo considerados percentuais de dose
aceitaveis aqueles com variacdo de + 5% [96] em relacdo ao percentual do poco referencia

(TAB. 6).

TABELA 6 — Percentual de dose da placa de 96 pocos. Os valores em negrito
representam 0s percentuais com variagao entre + 5% em relacdo ao poco
referéncia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
634 646 659 659 671 671 671 671 659 659 646 622
707 720 732 720 732 720 744 732 732 720 720 695
780 793 8,7 8,7 805 805 8.7 8,7 805 793 793 756
854 866 890 890 902 902 902 890 890 866 866 84,1
92,7 976 988 1000 100,0 1000 1000 1000 98,8 97,6 963 927
102,4 106,1 1110 111,0 1098 109,8 1085 1098 107,3 103,7 103,7 101,2
113,4 1171 1183 122,0 1232 1220 122,0 1207 1195 1146 1146 1110
1256 1293 1329 1354 1354 136,66 1390 1366 1341 1293 1268 123,

ITOoOTMoOm>

Sendo assim, para 0s experimentos a seguir foram semeadas celulas somente

nos pocos E2 a E11.
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6.2.2 Definicao da dose de irradiagio

No primeiro e segundo experimentos com queratindcitos foram utilizadas
doses de 85 a 500 Gy, as quais ndo produziram inativacdo significativa apos cultivo de 2
dias, este problema foi posteriormente identificado como causado por irregularidades no
fluxo de CO,. A partir deste momento, para evitar a variagdo de resultados, tipica de
culturas primérias, optou-se por utilizar linhagem pré-estabelecida de fibroblastos murinos
BALB/c 3T3, verificando também, a viabilidade celular apo6s cultivo de 7 dias.

Dois dias ap06s a irradiacdo, a viabilidade dos fibroblastos foi de 73,1%; 73,7%
e 74,1%, para as doses de 85, 100 e 150 Gy, respectivamente. Apos 7 dias de cultivo, estes
valores foram de 50,8%; 49,9% e 48,6% (FIG. 32).

120 + M2 dias M 7 dias
100 +
80 ]
60 -

40 -

Percentual de viabilidade celular

ndo nrad 85 100 150

Dose de irradiacio (Gyv)

FIGURA 32 — Percentual de viabilidade dos fibroblastos irradiados com doses de 85, 100 e
150 Gy apos 2 e 7 dias de cultivo. As linhas tracejadas representam a variacao
do controle.

Na FIG. 32 é mostrado que os fibroblastos apresentaram maior sensibilidade a
radiacdo foram aqueles cultivados por 7 dias com aproximadamente 50% de morte celular

para as trés doses.

6.2.2.1 Andlise estatistica das doses de irradiagéo

Pelo resultado obtido na FIG. 33D1 e 33D2 ambas apresentam uma redugéo na
viabilidade celular em relacdo aos seus respectivos controles para as doses de 85, 100 e
150 Gy, contudo, a reducdo da viabilidade celular foi maior para células cultivadas por 7

dias.
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FIGURA 33 — Distribuicdo da viabilidade celular dos fibroblastos. D1 e D2: Doses de
irradiacdo (85, 100 e 150 Gy) com cultivo de 2 e 7 dias respectivamente.

A anélise de variancia indica que ao nivel de 5% de significancia, pelo menos
uma das concentragdes de QC (FIG. 33D2) difere do seu controle com confianca de 95%. O
teste de Tukey (FIG. 34) mostra que as doses (85, 100 e 150 Gy) sdo estatisticamente iguais
com confianca de 95%.

As doses escolhidas foram 100 e 150 Gy por assegurar a uniformidade da

resposta celular.
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FIGURA 34 — A linha tracejada (cor laranja) identifica a equivaléncia estatistica entre as
doses de irradiacdo apds 7 dias de cultivo.

6.2.3 Determinacdo do momento de aplicacdo da QC
A QC foi aplicada com concentracdes de 75 e 150 pmol/L, segundo as
condi¢des do momento de aplicacdo (fluxograma, FIG. 10), resultando em dois momentos,

1 hora antes e 1 hora depois da irradia¢do, na maximizacao da protecdo (FIG. 35).
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nao adic. 24 h antes 1 h antes depoigsporl depoispor 24
hora horas

Tempo de contato da QC emrelacio a irradiacio

H100Gy e 0 pmol/L H100Gye 75 umol/L 100Gy e 150 jmol/L
H150Gy e 0 pmol/L H150Gy e 75 nmol/L H150Gy e 150 pumol/L

FIGURA 35 — Percentual de viabilidade dos fibroblastos irradiados a 100 e 150 Gy, adicéo
de concentracBes de 75 e 150 umol/L e variagdo do tempo de contato. AsS
linhas tracejadas representam a variagao do controle.



6.2.3.1 Andlise estatistica do momento de aplicacdo da QC

Apenas o grupo irradiado com 150 Gy e aplicacdo de 75 umol/L (FIG. 36E3) foi 0 Unico que apresentou protecdo para todos 0s

momentos de aplicacdo da QC, ja os demais grupos ndo apresentaram protecdo no momento de aplicacdo de 24 horas (antes ou depois).
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FIGURA 36 — Distribuicdo da viabilidade celular dos fibroblastos com contato 24h e 1h antes e 1h e 24h ap0s a irradiacéo.
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A anélise de variancia indica que ao nivel de 5% de significancia, pelo menos um dos percentuais de viabilidade celular para
concentragdes de 75 e 150 pmol/L difere do percentual de viabilidade celular sem QC com confianca de 95%. A representacdo grafica do teste de
Tukey (FIG. 37) mostra que os percentuais de viabilidade celular para 1 hora antes e depois sao estatisticamente iguais com confianca de 95%.
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FIGURA 37 — A linha tracejada (cor laranja) identifica a equivaléncia estatistica entre os instantes de 1 hora antes e depois da aplicacéo da QC.
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Como os instantes de aplicacdo da QC para 1 hora antes e 1 hora depois sdo
estatisticamente iguais. A escolha do momento da aplicacdo da QC visando a melhor

protecdo foi 1hora antes, pois possibilita melhor controle operacional.

6.2.4 Concentracao ideal da QC para protecao celular
Levando em consideracdo que basta 1 hora de contato da quercetina com as
células, para a radioprotecdo das mesmas, foram testadas concentra¢@es de 75, 150, 250 e

750 umol/L e verificado o seu potencial protetor da irradiacdo, apos 7 dias (FIG. 38).

120 - Epdourad ®100Gy  M150Gy

100 -
80 -

60 -

Percentual de viabilidade celular

nao adic. 75mumol/L 150 umol/L 250 pmol/L 750 pmol/L

FIGURA 38 — Percentual de viabilidade dos fibroblastos irradiados a 100 e 150 Gy, adi¢éo
de concentracGes de 75 a 750 umol/L. As linhas tracejadas representam a
variacdo do controle.

A melhor dose para observar a radioprotecdo foi a de 150 Gy. Nesta dose nédo
foram observadas variagdes do porcentual de viabilidade celular nas concentracfes testadas
(75, 150, 250 e 750 umol/L), porém, para cada concentracdo, em relacdo ao seu controle ndo
irradiado, foi observado um aumento de 22,5%; 19,9%; 24,8% e 23,3%, respectivamente.

6.2.4.1 Andlise estatistica das concentracfes de QC

Pelo resultado obtido na FIG. 39F1 a concentragdo de 150 pumol/L ndo demons-
trou protecdo significativa em relacdo ao seu controle, além disso, as outras concentragdes
(75, 250 e 750 pmol/L) demonstraram maior prote¢do em relacdo ao controle. Ja em 39F2 as
concentragdes 75, 250 e 750 pmol/L demonstraram protecdo praticamente igual e superior

a0 seu controle.
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FIGURA 39 — Distribuicdo da viabilidade celular dos fibroblastos para concentragdes de
75 a 750 pmol/L irradiadas com dose de 100-150 Gy.

As analises de variancia constatou que ao nivel de 5% de significancia pelo
menos uma das concentragfes (75, 150, 250 e 750 pmol/L) de 39F1 e 39F2 difere do

controle com confianga de 95%. Usando o teste de Tukey foram identificadas as diferencas

entre pares de concentragOes utilizadas para irradiacdo de 100 e 150 Gy.
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FIGURA 40 — As linhas tracejadas (cor laranja) identificam a equivaléncia estatistica entre
as concentracdes (75 a 750 umol/L) de QC.

Como as concentragdes sdo estatisticamente iguais entre si, assim sendo, foram

arbitradas concentragdes ndo limitrofes de 250 e 500 pmol/L.

6.3 Padronizacdo do modelo de radionecrose animal

Para gerar radionecrose na regido dorsal do ratos Wistar foi necessario a

repadronizacdo do modelo animal de radionecrose obtido no item 4.1 com base nas

mudangas sugeridas no item 5.3 (5.3.1a 5.3.4).
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6.3.1 Dosimetria da geometria de irradiacao

Na TAB. 7 as angulagdes O, 04 0 propiciaram a minimizacgao da contribuicéo
da radiacdo secundaria entre os SIAs. A variacdo da dose ao longo dos orificios (alturas de
10-15 cm) da posicdo 2 possibilitou o uso de qualquer destes orificios sem variacdo
significativa na dose em qualquer altura. As doses obtidas nas posi¢cdes consideradas
relevantes para obtencdo da radionecrose (posi¢des 1 e 2) e integridade fisica do rato
(posicdes 3-7). Doses das posicdes 1 e 2 inferiores a 85 Gy foram causadas pela
proximidade das pastilhas de alanina com a blindagem A (FIG. 22 e 23A). As doses médias
nas posicoes 1 (3° e 4° colunas) apresentam pouca variagdo entre elas, isto possibilita a
substituicdo destas pela média das doses da posicdo 1 nos SIAs. A reducdo da dose média na
posicdo 3 (interna), em relacdo a posicdo 2 (externa), nos 1Aws, 1A: € 1A foi 88%, 89% e
85% respectivamente. As doses baixas nas posicOes de 4-7 (internas) ndo sdo consideradas
significativas para efeito de radioprotecdo [80, 95], além disso, as posi¢bes 6-7 podem ser
desconsideradas, ja que o focinho do rato ndo alcanca 17 cm de altura quando posicionado

no interior do IA.
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TABELA 7 — Doses nas posi¢oes relevantes no suporte de irradiacdo animal para

exposicdo da pele da regido dorsal.

Angulacdo de Altura Dose (Gy) nas posicdes de afericdo
irradiacdo do SIA (cm) 1 2 3 4 5 7
15 69 * 5 3 3 -
14 79 69 7 4 3 -
13 82 65 9 3 3 -
12 81 72 8 4 3 -
0 = 265,5° 11 80 72 7 4 3 -
10 78 70 7 3 3 -
19,5 - - - - - 4
Média 78 70 8 4 3 -
G4 5 3 1 1 0 -
15 77 61 7 3 3 -
14 77 64 8 4 3 -
13 78 63 8 4 3 -
12 79 66 9 4 3 -
Orer, = 18° 11 78 64 8 4 3 -
10 78 63 8 4 4 -
19,5 - - - - - 4
Média 78 64 8 4 3 -
Gref. 1 2 1 0 0 -
15 78 67 9 3 3 -
14 78 68 8 4 3 -
13 77 70 11 4 3 -
12 79 69 11 3 3 -
04 = 96° 11 75 69 10 3 3 -
10 77 67 10 3 3 -
19,5 - - - - - 4
Média 77 68 10 3 3 -
(B 1 1 1 1 0 -
* Valor perdido.
6.3.2 Estudo piloto da irradiacdo dos Ratos
A irradiacdo da regido dorsal dos ratos foi realizada segundo os itens 4.1.4 a

4.1.6.

6.3.3 Avaliacao da protecéo pela QC

Foi avaliada por meio de acompanhamento fotografico, mensuracdo da area da

ferida, andlise da tendéncia de evolucdo da ferida e analise histologica utilizando a

coloragdo com Picro-sirius.
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6.3.3.1 Acompanhamento fotogréafico da ferida

6.3.3.1a Acompanhamento fotografico da ferida dos ratos néo irradiado

Ratos nao irradiados
Evento Rato 4 Rato 6 Rato 7 Rato 11 Rato 12 Rato 16 Rato 18

° di 3° dia ! 40 dia ~ 72° dia
Formacéo ’
da casca :
dia ZI° dia 15° dia. ~ 10°dia  11°dia”

T F’dua 119

Cicatri- ::'x,__,, . o

=
[ I o i

FIGURA 41 — Acompanhamento fotografico das feridas com aplicacdo de DMSO nos
Ratos 4, 6, Rato 7, 11-12 com aplicagdo de QC (250 umol/L) e nos Ratos
16, 18 com aplicacdo de QC (500 umol/L).

# N

6.3.3.1b Acompanhamento fotografico dos ratos irradiados no primeiro experimento.

Na impossibilidade de classificar a radiodermite em 4 graus, como para 0S
humanos [33], foi elaborada uma nova classificacdo (TAB. 8) que definisse a radiodemite
dos ratos em 3 graus.

TABELA 8 — Classificacdo da radiodermite para ratos Wistar.
Grau 1 Grau 2 Grau 3
Eritema de evolu¢do moderada a réapida;

descamagdo Umida; sangramento
induzido por menor trauma ou abrasao.

Radionecrose da
pele

Eritema fraco ou
descamacéo seca.

As FIG. 42 ilustra o acompanhamento fotografico da evolucdo da radiodermite
nos Ratos 2, 9-10, com manifestagcdo de radionecrose apenas no Rato 2 no 13° dia apds a

irradiacdo e acdo protetora da QC nos Ratos 9-10.
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Aplicagdo Rato Grau 1 Grau 2 Grau 3 Inicio d% Cicatrizado
cicatrizacao

28° dia
DMSO

QC
250 umol/L

FIGURA 42 — Registro fotografico da evolugdo da radiodermite evidenciando os graus de severidade e
cicatrizagdo do Rato 2 com aplicagdo de DMSO e Ratos 9-10 com aplicagdo de QC. X = ndo
manifestou radionecrose.

6.3.3.1c Acompanhamento fotografico dos ratos irradiados no segundo experimento.

A FIG. 43 ilustra o acompanhamento fotografico da evolugdo da radiodermite
nos Ratos 13-14, 19-21, com manifestacdo da radionecrose nos Ratos 13-14, 19 no 13°, 13°
e 11° dia respectivamente ap0s a irradiacdo e acdo protetora da QC nos Ratos 20-21.
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Aplicacdo  Rato Grau 1 Grau 2 Grau 3 Inicio d% Cicatrizado
cicatrizagéo

13
DMSO
14
19
QcC
500 pmol/. 20

21

FIGURA 43 — Registro fotografico da evolugdo da radiodermite evidenciando os graus de severidade,
inicio e cicatrizacdo dos Ratos 13-14 com aplicacdo de DMSO e Ratos 19-21 com aplicagédo

de QC. X = ndo manifestou radionecrose.

6.3.3.2 Mensuracdo da area da ferida dos ratos

6.3.3.2a Mensuracao da ferida dos ratos néo irradiado
A ferida gerada pelo ponto de sutura nos Ratos 4, 6-7, 11-12, 16, 18 (ratos
controle) apresentaram periodos de cicatrizacdo praticamente iguais. Na FIG. 44 é ilustrado

o0 crescimento da ferida produzida pelo fio de sutura.
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FIGURA 44 — Evolucdo da area da ferida dos ratos ndo irradiados produzida pelo fio de
sutura no dorso dos Ratos 4, 6 com aplicacdo de DMSO, Ratos 7, 11-12 com
aplicacdo de QC (250 umol/L) e Ratos 16, 18 com QC (500 umol/L).

6.3.3.2b Mensuracéo da radiodermite dos ratos irradiados
A FIG. 45 ilustra a evolucdo da area da radiodermite até sua cicatrizacdo nos
Ratos 2, 13-14 e Ratos 9-10, 19-21 com e sem aplicacao de solucdes de QC.
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FIGURA 45 — As curvas representadas por circulos ilustram a evolucdo da area da
radiodermite nos Rato 2 com aplicagdo de DMSO e Ratos 9-10 com aplicacao
de QC (250 umol/L) e as curvas representadas por losangos ilustram a
evolucdo da radiodermite nos Ratos 13-14 com aplicacdo de DMSO e Ratos
19-21 com aplicacdo de QC (500 umol/L).

6.3.3.3 Andlise da evolucédo da ferida
N&o foi possivel estabelecer uma relacdo estatistica confiavel entre os grupos de

ratos neste experimento com n pequeno (7 ratos controle divididos em 3 grupos e 8 ratos
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irradiados divididos em 3 grupos) proporcionado por morte durante o experimento. Contudo,
foi possivel estebelecer uma relacdo entre os grupos de ratos, sujeitos as diferentes
aplicacdes (QC e DMSO) por meio do calculo das medianas das areas obtidas sob a curva de
mensuracdo da ferida (FIG. 44 e 45) e estabelecer um diagrama de dispersdo (FIG. 46) para

representar a possivel tendéncia do processo de cicatrizagao.
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®Iiradiado com QC (250 pumol/L) Irradiado com QC (500 pmol/L)

FIGURA 46 — Comparacdo das medianas das areas sob a curva das feridas dos grupos
controle e irradiados com aplicacdo de DMSO e com diferentes concentragdes
de QC.

As observacdes dos ratos néo irradiados (controle) indicam que a mediana das
respectivas areas sob as curvas variam de 29 a 125 mm? com confianca de 99%, concluindo
que a cicatrizacdo foi igual para todos os grupos controle. Por outro lado a mediana das
areas sob as curvas dos grupos irradiados com aplicacdo de DMSO varia de 2828 a 3670
mm? com confianca de 75%, com aplicacéo de QC (250 pmol/L) a mediana varia de 1461 a
1937 mm? com confianca de 50% e com aplicacdo de QC (500 pmol/L) a mediana varia de
4254 a 7035 mm? com confianca de 75%, estes valores baixo de confianca dos grupos
irradiados foram devido ao n pequeno (FIG. 46), pode ser concluido que grupo de ratos

aspergidos com QC (250 upmol/L) apresentaram uma tendéncia de cicatrizagdo mais

eficiente que o grupo de ratos aspergidos com QC (500 umol/L).
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6.3.3.4 Analise histoldgica da pele

Foram feitos cortes histologicos da regido das peles dos ratos ndo irradiados
(controles), da pele dos ratos irradiados que ndo manifestaram radionecrose e daqueles que
manifestaram radionecroses, 2 dias ap0s a cicatrizacdo das mesmas. Para uma visualizacdo
da recuperacdo da derme e da epiderme, inicialmente as mesmas foram coradas com o
corante Picro-sirius.

Na FIG. 47 pode-se observar um exemplo de cada tipo de regeneracéo,
evidenciando uma epiderme mais espessa tanto ap6s a radiodermite quanto apos a
radionecrose, com relacdo ao controle de pele regenerada apos a ferida provocada pela
sutura. Apos a radiodermite, pode-se observar uma derme mais homogénea, comparavel ao
controle, porém ainda sem a formagdo dos anexos (FIG. 47B). Apo6s a radionecrose, pode-se
notar que a regeneragé@o da derme néao foi completa.
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Pele Controle

Regeneracdo apos
radiodermite
(Graus 1 e 2)

Regeneracao apos
radionecrose
(Grau 3)

FIGURA 47 — Imagens dos cortes histologicos das peles dos ratos coradas com Picro-sirius.
A: Pele controle, cicatrizacdo da ferida apds sutura; B: Regeneragdo da derme
apos radiodermite; C: Regeneracdo parcial da derme apds radionecrose. | —
regido da epiderme. Il — regido da derme.
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7 DISCUSSAO

A radioterapia € uma modalidade de tratamento que faz uso da radiacéo
ionizante para erradicacdo de tumor maligno (cancer), tendo como acdo concomitante a
reducdo dos danos causados ao paciente. O tratamento radioterapico € realizado por meio da
aplicacdo de dose de radiacdo ionizante com duas finalidades principais: i) paliativa, com
aplicacdo de dose Unica ou pequeno fracionamento da dose para melhorar a qualidade de
vida do paciente e ii) curativa, quando € considerada a principal terapia a ser empregada no
tratamento do paciente com aplicacdo de dose fracionada, além disso, podendo ser utilizada
em conjunto com outras terapias [2-4]. A radiodermite tem sido um fator limitante do
beneficio deste tratamento com graus de severidade [33] que esta relacionado a localizacéo
anatdmica, tipo de tecido e da dose prescrita para o tratamento [2]. O emprego de software
para planejamento do tratamento e aceleradores lineares com diferentes qualidades de
radiacdo [4] ndo eliminou os efeitos da radiodermite, dentre estes o de maior severidade, a
radionecrose, sendo mais evidente em tratamentos com doses elevadas [35-36].

A producdo de radicais livres relacionados a interacdo da radiacdo ionizante com
o0 tecido bioldgico [8-9-37] pode ter como alternativa de controle o uso da QC como
radioprotetor do tecido, levando em consideracdo que esta tem sido amplamente estudada
como agente antioxidante e captador de radicais livres [18-21].

N&o sendo encontradas na literatura concentracGes ideais para aplicacdo topica
da QC foram desenvolvidos experimentos para determinar a melhor concentragdo nédo toxica
para queratindcitos e fibroblastos. Em estudos similares encontrados na literatura [17, 21,
86-87], observou-se que valores acima de 70 pumol/L iniciavam a apresentar certa toxicidade
para as células, no entanto, no primeiro experimento (graficos ndo apresentados) ndo foi
possivel reproduzir este resultado. Para entender o motivo da discordancia entre os valores
obtidos nas nossas condicOes, daqueles esperados da literatura, foram realizados testes para
afericdo da estabilidade da QC (APENDICE A) e concluido que havia uma reducéo de 30%
na massa em relacdo ao valor nominal do fabricante. Apds a pesagem da QC foram
repetidos os experimentos de citotoxicidade, com novas diluigdes. Nos experimentos com
queratindcitos (FIG. 26A) foram avaliadas concentracfes de 50, 75, 100 e 250 pumol/L,
observando que para valor menor que 100 umol/L a viabilidade celular ndo foi diferente do
controle, contudo, havendo variagdo de viabilidade celular somente para a concentragdo de

250 pmol/L (89%) e no experimento com concentra¢des 100 a 1000 pumol/L (FIG. 26B) as
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reducdes de viabilidade celular encontrada para valores maiores 100 pmol/L se mantiveram
em torno de 80% até a Ultima concentracdo estudada. Ja com fibroblastos as concentracoes
estudadas foram de 75 a 750 pumol/L ndo manifestaram toxicidade (FIG. 29), mesmo com 7
dias de cultivo apds o contato com QC.

Com a dosimetria da placa de 96 pocos (TAB. 6) foram determinados 0s pocos
com menor variacdo de dose, para determinacdo dos locais de cultivo celular, para 0s
experimentos previstos no fluxograma (FIG. 20), ou seja, definicdo da dose de irradiacdo
que provocasse um dano celular, momento da aplicacdo e concentracdo da QC, com
intencdo de favorecer melhor condicdo de protecdo das células no processo de irradiacéo.

N&o sendo manifestada a sensibilidade dos queratindcitos a dose de 85 Gy no
primeiro experimento para da aplicacdo da QC, foi necessario estabelecer uma curva de
percentual de sensibilidade dos queratindcitos em funcdo da dose de irradiacdo. Inicialmente
foram realizados 2 experimentos utilizando doses de 85 a 500 Gy, sem morte significativa
apoOs 48 horas. A partir deste momento, para evitar a variacdo, de resultados, tipica de
culturas primarias, optou-se por utilizar linhagem pré-estabelecida de fibroblastos murinos
Balb/c 3T3 e a partir dados da citotoxicidade obtidos para estas células, verificando também,
a viabilidade celular apés 7 dias (FIG. 32). Segundo os resultados obtidos, pode-se
determinar que os fibroblastos foram mais sensiveis a radiacdo, em qualquer das doses
estudas de 85, 100 e 150 Gy, com 50% de morte celular verificada apos 7 dias de cultivo.

Diante do resultado apresentado na FIG. 35, os melhores momentos para
aplicacdo da quercetina sdo 1 hora antes ou imediatamente depois da irradiagdo,
mantendo-a em contato por 1 hora. Entretanto, para a padronizagdo dos experimentos “in
vivo” optamos pela aplicagdo 1 hora antes, pois este procedimento possibilita o melhor
controle operacional na aplicacdo da mesma.

Apesar das concentragbes de 250 e 750 upmol/L apresentarem protecédo
equivalente (FIG. 38), ndo foi utilizada a concentragdo de 750 umol/L por esta ser trés vezes
maior, e 0s resultados dos testes in vitro sdo apenas indicativos, podendo ndo ser
reproduzidos nos testes in vivo, principalmente quando se trata de envolvimento metabdlico

como ¢ a formacdo da radionecrose.

Inicialmente a radionecrose gerada na pele do rato seria obtida no irradiador
com fontes colimadas de cobalto-60 [100], entretanto, a falta de otimizacdo de pardmetros
de radioprotecédo para operacionalizacdo deste ndo possibilitou sua utilizagdo. A alternativa

para solucionar o problema, foi fazer uso da experiéncia obtida com o modelo de
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radionecrose para camundongos Nude [30], em trabalhos realizados no Laboratério de
Tecidos Biologicos do CTR/IPEN para produzir um sistema para irradiacdo animal (SIA) de
ratos Wistar (item 4.1) a ser utilizado no irradiador Panoramico com fonte de cobalto-60.
N&o sendo necessaria a utilizacdo de animal imunodeprimido foram possibilitados cuidados
envolvendo baixo custo de manutengdo, entre outras vantagens, aléem da facilidade de
manipulacdo fora do ambiente estéril.

Inicialmente foram usadas 10 blindagens 5 x 10 x 12 cm® para a geometria de
protecdo dos animais (FIG. 8), ndo sendo possivel obter homogeneidade de resultados,
foram desenvolvidas novas blindagens especificas para a geometria desejada, de
9 x 10 x 20 cm® para a posicao frontal e 5 x 10 x 20 cm® para a posicao lateral (ou posterior)
em relacdo ao IA (FIG. 22). A otimizacdo do nimero de blindagens (FIG. 23) proporcionou
reducdo significativa de incerteza no posicionamento dos dosimetros de alanina com o
campo de radiacdo coincidente com 0 PMF (FIG. 22 e 23), a reducdo de 1,0 cm na face da
blindagem A, voltada para o0 PMF (FIG. 22) possibilitando a diminuicdo do tempo de
irradiacdo [82] sem comprometimento da integridade fisica dos ratos, também foi obtida
reducdo da dose média entre as posi¢des interna e externa no 1A, 1Ars. € 1A4 entre 85 e 89%
(TAB. 7). A mudanca na angulagdo do PMF de -90°, 0°, 90° (FIG. 9) para 18°, 96°, 265,5°
(FIG. 22 e TAB. 7) resultou na atenuacdo da radiagdo secundéria entre os SIAs.

As modificacBes no numero de orificios ao longo do IA (FIG. 21), em relagédo
ao imobilizador inicial (FIG. 8), proporcionou uma melhora para acomodar a por¢édo de pele
da regido dorsal (durante o periodo de imobilizacdo) conforme o tamanho do rato, além
disso, a semelhanca na geometria entre os IAs possibilitou estabelecer uma relacdo entre
doses em posicbes equivalentes de 1-7 de mesma altura entre 0s SIAe, SlAwr € SIAg
(TAB. 7). As doses médias das posicdes 1 e 2 praticamente iguais entre os 1As (TAB. 7)
possibilitou a irradiacdo simultanea de 3 ratos com mesma dose. A mudanca da sonda
dosimétrica de diodo de silicio de célcio (item 4.1.2) para pastilha de Alanina na dosimetria
(FIG. 22 e FIG. 23A) proporcionou a medida da dose em um volume praticamente pontual

nas posicoes de 1-7.

Para determinar as condicdes de obtencdo do modelo animal de radionecrose,
foi elaborado inicialmente um experimento piloto com 3 animais, utilizando a geometria
pré-estabelecida e uma dose Unica de 85 Gy. Apesar das variagdes de area da ferida e tempo
de recuperacéo cicatricial entre os animais, foi estabelecido o modelo (FIG. 11), com o

inicio da radiodermite no 7° dia e aparecimento da radionecrose, com sua extensao maxima
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variando entre 0 16° e o 18° dias (FIG. 12). A diferenga de 35 dias entre o periodo de
cicatrizacdo dos Ratos a, ¢ em relacdo ao do Rato b, provavelmente foi causada pelo fato
do Rato b ter 24 semanas na data da irradiacdo, enquanto os outros dois tinham menos de
12 semanas. Sendo este o protocolo do estudo piloto, optamos por otimizar a
disponibilidade de animais do biotério, e esta diferenga de idade ndo foi inicialmente levada
em consideragéo.

Apds todos os parametros definidos, os ratos Wistar foram irradiados em duas
etapas, para avaliacdo da protecdo da quercetina. Sendo que na primeira etapa foi utilizada
uma concentragdo de 250 pumol/L e na segunda uma concentragéo de 500 pmol/L, ambas
utilizando aspersores manuais com valvulas padronizadas (item 4.2).

A avaliacdo inicial foi por meio de imagens fotogréaficas, tanto dos animais
irradiados, quanto dos seus respectivos controles (ndo irradiados). Para eliminar a
possibilidade de ferida ter sido provocada pelo fio de sutura, os controles foram
acompanhados diariamente, sendo que a houve uma pequena ferida no ponto de sutura
(variando de 2 a 13 mm?) e a evolugdo da cicatrizacdo destas feridas demonstra periodos de
cicatrizacdo praticamente iguais, entretanto, os Ratos 4, 12, 18 apresentaram feridas
maiores em relacdo aos demais ratos, tendo como possivel causa as tentativas para passar o
ponto de sutura na pele da regido dorsal ou pela movimentagcdo dos Ratos 4, 12 no interior
do IA devido ao tempo reduzido da anestesia em relacdo ao tempo de permanéncia no 1A. A
cicatrizacdo da ferida dos Ratos 16, 18 ocorreu em periodo semelhante dos Ratos 6-7, 11
(FIG. 41).

Os baixos valores das areas das feridas e o breve periodo de cicatrizacdo
(FIG. 44) da regido dorsal dos ratos ndo irradiados com e sem aplicacdo de QC ndo
apresentaram diferencas no processo de cicatrizacdo da pele nos primeiro e segundo
experimentos.

N&o havendo na literatura uma especificacdo para radionecrose em rato Wistar
foi estabelecida uma classificagdo (TAB. 8) com base no modelo humano [33] com
3 graus de severidade, pois com a répida evolucdo da radiodermite, ndo houve a
possibilidade de fazer distingdo entre alguns dos graus de severidade, devido a estes ocorrer
nos ratos em pequenos intervalos de tempo.

Com relacdo aos ratos irradiados, os primeiros indicios de radiodermite nos
Ratos 2, 9-10 foram praticamente iguais independo da aplicagcéo de QC. Com a evolugdo da

ferida, segundo os graus definidos na TAB. 8, foi obervada radionecrose no Rato 2 com
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aplicacdo de DMSO e néo foi observada radionecrose nos Ratos 9-10 com aplicagéo de QC
na concentracdo de 250 umol/L (FIG. 42).

Os primeiros indicios de radiodermite nos Ratos 13-14, 19-21 foram
praticamente iguais independo de a aplicagédo ser com DMSO ou QC. Ainda seguindo a
obervada radionecrose nos Ratos 13-14 com aplicacdo de DMSO e Rato 19 com aplicacdo
de QC (500 umol/L). Néo foi observada radionecrose nos Ratos 20-21 (FIG. 43).

Mesmo com a realizacdo de melhorias, no processo de irradiagéo, das condicgdes
de bem estar [28-29] dos Ratos 1-21 em relagdo ao experimento piloto (item 4.1.3), tais
como: controle da temperatura ambiente (sala de preparo e de irradiacéo), aprimoramento da
condicdo de acomodacdo durante o periodo de imobilizacdo, elevar o tempo de anestesia
para superar o tempo necessario de irradiacdo, ndo foram capazes de minimizar o nimero de
mortes dos ratos. A morte dos ratos durante os experimentos foram causadas pelo periodo
prolongado na posicao vertical no interior do IA, ja que o tempo efetivo nesta posicdo dos
Ratos 1-21 foi acrescido de 20% em relacdo ao tempo de irradiacdo do experimento piloto,
devido a reducdo da atividade da fonte do irradiador.

Foram medidas diariamente as areas correspondentes a area da ferida de cada
animal, gerando graficos da sua evolucdo (FIG. 44 e 45). Apesar dos picos ndo poderem ser
correlacionados, pode-se principalmente observar certa correlacdo entre as areas abaixo de
cada curva, sendo para isso necessario um estudo estatistico.

Os resultados obtidos com os testes in vitro (item 6.2) possibilitou a reducéo dos
animais, entretanto, como explicado anteriormente, durante a realizacdo dos experimentos
ocorreu um numero de mortes dos animais além do esperado, como consequéncia a analise
estatistica ficou restrita ao valor pequeno de n. Porém foi possivel obter tendéncias da
cicatrizacao para os grupos controle e irradiados. Com relagdo ao grupo néo irradiado (n =7
e 3 subgrupos) a cicatrizacdo € igual para todos com uma confianca de 99% (FIG. 46). Com
relacdo aos ratos irradiados (n = 8 e 3 subgrupos), aqueles que foram aspergidos com QC
(250 umol/L) apresentam uma cicatrizagdo mais eficiente, com confianca de 50%, e o0s
aspergidos com QC (500 umol/L) apresentaram uma cicatrizacdo menos eficiente, com
confianca de 75%. Os valores de confianga baixo sdo consequéncia de n pequeno.

Com o intuito de verificar o rearranjo final da regeneracdo, tanto da ferida
provocada pela radiodermite, quando pela radionecrose, foi feita uma bidpsia do local, apos
dois dias da visualizagdo da cicatrizagdo. Apos a obtengdo dos cortes histoldgicos, 0s
mesmo foram inicialmente corados com o corante Picro-sirius, para a melhor observacgdo do

estdgio de regeneracdo das fibras de colageno na derme (FIG. 47), nesta avaliacdo
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preliminar, pode-se observar que a derme (1) neo formada apds a radiodermite, apesar de
ainda ndo possuir os anexos da pele, tem uma distribuicdo homogénea de fibras de colageno
(FIG. 47B), semelhantes aquela formada no rato controle, na cicatrizacdo apos a ferida
provocada pela sutura (FIG. 47A). Ja na pele regenerada ap0s a radionecrose, observa-se um
rearranjo dérmico incompleto (FIG. 47C), indicando um retardo na recupera¢do da mesma.
Apesar desta coloragdo ser especifica para as fibras de colageno, é possivel verificar que os
animais que sofreram ou radiodermite ou radionecrose, desenvolveram uma epiderme mais
espessa gque a dos animais controle (E).

Estes estudos ainda devem ser complementados com a coloragéo com tricromio
de Masson, com um estudo histomorfométrico mais aprofundado e principalmente com
imunohistoquimica com anticorpo anti coldgeno IV para diferenciar a cicatrizacdo de uma
radionecrose, daquela apds uma radiodermite.

Apesar da incerteza histoldgica, podemos inferir com os demais resultados
obtidos nos primeiro e segundo experimentos que 0s ratos aspergidos com QC ndo
apresentaram radionecrose, caracterizando efeito protetor da QC, com exce¢do o Rato 19.
Neste animal podem ter ocorrido dois fatores principais, o primeiro é que o fato de aumentar
a concentragcdo de quercetina, apesar dos estudos in vitro indicar esta possibilidade,
provavelmente ndo protegem o animal dos efeitos secundéarios da irradiacdo, de maneira
eficaz. O segundo fator é que este animal recebeu apenas uma aspersdao de QC antes de ser
acondicionado no IA e provavelmente a manobra de acondicionamento pode ter retirado
parte da solugdo aspergida. Apds esta observacdo, 0s outros animais receberam uma segunda

aspersao apds o acondicionamento no IA.
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8 CONCLUSAO

O objetivo principal de avaliagcdo da atenuacdo da radionecrose em ratos Wistar,
com a aplicacdo cutanea de quercetina, foi atingido lenvando-se em consideracéo que:

Foi obtida a curva de citotoxicidade da quercetina para queratindcitos e
fibroblastos, comprovando que até a concentragdo de 1000 umol/L, a mesma ndo afetou a
viabilidade celular com indices variando de 100 a 80% em relacdo ao controle.

A dosimetria da irradiacdo da placa de cultura celular propiciou que o0s testes in
vitro com células irradiadas pudessem ser efetuados com, no minimo um n = 10, com
variagdo de + 5%.

Os testes in vitro da protecéo celular da quercetina puderam ser realizados com
doses de 100 e 150 Gy.

Foi estabelecido que a quercetina deve ser aplicada 1 hora antes da irradiacéo
das células ou dos animais.

Para a protecdo celular, as melhores concentracbes da quercetina foram
estabelecidas entre 250 a 750 umol/L.

A dosimetria com dosimetro de alanina confirmou que a geometria do suporte
para irradiacdo animal assegura a exposicdo apenas da porcdo de pele da regido dorsal
superior pingada para fora do imobilizador, mantendo protegido o restante do corpo do rato.

Com a exposicéo de 350 mm? da pele do rato foi obtida radionecrose na regi&o
dorsal superior com dose Unica de 85 Gy sem o0 comprometimento da saude do animal, com
extensdo maxima ocorrendo a partir 16° dia e cicatrizacdo, em média, no 25° dia.

Os aspersores manuais existentes no mercado ndo sao aferidos e necessitam ser
testados antes do uso, sendo que das 45 valvulas de seis diferentes fabricantes, apenas duas
puderam ser utilizadas por apresentarem reprodutibilidade no processo de aspersdo, com
volumes de EBF-1 (141 + 2,5 pL) e D50-3 (191 £ 5,7 uL).

O acompanhamento fotografico e mensuragdo da area mostrou uma tendencia de
cicatrizacdo da ferida mais eficaz para a concentracdo de 250 umol/L em relacdo a
concentracdo de 500 umol/L e por meio da andlise histologica foi observado um aumento da
espessura da epiderme tanto ap0s a radiodermite, quanto ap6s a radionecrose (FIG. 47B e
47C), com regeneracdo da radiodermite sem a formagéo de anexos e a regeneracgdo parcial

da radionecrose.



9 ANEXO

ANEXO 1 — Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais
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Comité de Etica no Uso de Animais

Parecer - Projeto N° 89/11/CEUA-IPEN/SP

Com base nos pareceres apresentados pelos relatores, o protocolo de
pesquisa. “MENSURAR A EFICACIA DE ATENUAGAO DA
RADIODERMITE INDUZIDA EM RATOS WISTAR COM
APLICAGAO CUTANEA DE QUERCETINA" de responsabilidade da
pesquisadora DRA. MONICA BEATRIZ MATHOR foi considerado
APROVADO.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados, a este
Comité, relatorios anuais (parciais ou finais, dependendo da duracdo do projeto)

referentes ao andamento da pesquisa. Apds o término da pesquisa, uma cdpia do
trabalho deve ser encaminhada a este CEUA

Séao Paulo, 22 de agosto de 2011

Profa. Dra. Nanci
Coordenadora do CEUAVIPEN

IPEN-CNEN/SP
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Prof Lineu Prestes, 2242 - Cidade Universitaria - CEP 05508-000 - S&o Paulo - SP
Telefone: (011) 3133-9698 - Fax (011) 3133-9709
E-mail: nnascime@ipen.br
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10 APENDICE

APENDICE A — Avaliacio da Estabilidade de QC

A afericdo da provavel instabilidade quimica da QC foi realizada utilizando
trés técnicas: Espectrofotometria, Espectroscopia Raman, Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, na primeira dissolugdo de 50 mg nominais de QC e 50 mg de QC
efetivamente pesada.

1 Espectrofotometria

As solugdes de QC em DMSO e em meio de cultura para queratindcitos
foram mensuradas nas concentragdes molar de 0,5 mol/L (solugdo mae SM(1)),
20 mmol/L (da sol. SM(2)) da diluicdo para determinacdo dos picos caracteristicos nos
diferentes comprimentos de onda [101] ilustrado na FIG. 1A.

1.0
=t Amostra (A ) =t Amostra (B )

0,8
Amostra ( C) =t Amostra (D)

0,6

Absorbancia

04 /

230 280 330 380 430

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1A — Espectro das amostras: (A) concentracdo de SM(2) com 20 mmol/L
recongelada, (B) concentracdo de SM(2) com 20 mmol/L congelada uma
unica vez, (C) concentracdo SM(1) com 0,5 mol/L recongelada e (D)
concentragdo SM(1) com 0,5 mol/L congelada uma unica vez.
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O espectro de varredura na regido do ultravioleta entre 245 e 470 nm
realizado no espectrofotometro SHIMADZU UV 160IPC, identificou os picos que
caracterizam a QC, entretanto, ndo foram identificados outros picos que pudessem
caracterizar a instabilidade da QC, caracterizando a formacdo de novos compostos nas
amostras (A), (B), (C) e (D), como subprodutos da QC (FIG. 1A).

2 Espectroscopia Raman da QC solida

O espectrometro Raman XploRA (HORIBA) foi utilizado para determinar a
identidade quimica e estrutural da QC pesada e possiveis produtos da sua instabilidade.
Foram identificados os picos de 400 cm™ (posicéo 1) e 1600 cm™ (posic&o 2), os quais
caracterizam a QC, entretanto outros picos do espectro ndo foram analisados por falta da
biblioteca de identificacdo de estruturas (FIG. 2A).
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FIGURA 2A — Composicéo do espectro Raman, regido 200-2000 cm™, da QC sélida
obtido com laser 750 nm, objetiva 50x e poténcia de 100 mW.

3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises foram realizadas no cromatografico Agilent Technologies 1260
Infinity (AGILENT TECHNOLOGIES) com objetivo de separar e identificar os
compostos presentes na massa (0,1736 mg) de QC pesada (sélida) e da aliquota 10 pL
de SM(1) com concentragédo molar nominal de 0,5 mol/L. Foi utilizada a coluna Prodigy
5 um ODS3 (C18) com 250 x 4,6 mm (PHENOMES Ltd. UK) com fluxo de 1 mL/min.
a25°C.
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Para a fase movel foi utilizada acetonitrila grau HPLC (D) e acido férmico a
0,5% (A), ambos da MERCK, com os seguintes gradientes de elui¢do: 0-5 min. 90% de
A e 10% de D, 15 min. 80% de A e 20% de D, 25 min. 75% de A e 25% de D, 33 min.
65% de A e 35% de D, 38 min. 50% de A e 50% de D, 43 min. 10 de A e 90% de D, 44
min. 10% de A e 90% de D, 45 min. 90% de A e 10% de D.

3.1 Calculo da pureza da QC sélida

Foi diluida em metanol grau CLAE 0,1736 mg de QC sélida e realizada a
passagem de um volume de injecdo de 5 puL mensurando uma massa de 7,95434x10™ ug
e a identificacdo de dois compostos (FIG. 3A). A partir da massa mensurada foi
calculada a pureza da QC em 91,6% que esta dentro do intervalo de pureza especificado
pela SIGMA-ALDRICH (> 90%).
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FIGURA 3A - Compostos identificados no espectro da QC solida: a: Quercetina
3-B-D-glicosideo e b: Aglicona.

3.2 Calculo da quantidade de QC em SM(1)

De 10 pL de QC a 0,5 mol/L em DMSO da dissolugédo das 50 mg nominais
foi analisado um volume de injecdo 2 pL (diluido 10x) mensurando uma massa de
2,94950x10 pg. A partir da massa mensurada, na CLAE, foi calculada a pureza da QC
da dissolucdo em 63,5% (considerando a quantidade de 50 mg de QC indicada pela
SIGMA-ALDRICH). Para chegar ao indice de pureza de 90,7%, a quantidade de
quercetina contida na dissolucgdo seria aproximadamente 35 mg. A passagem dos 2 pL a
0,5 mol/L resultou na identificacdo de apenas dois compostos (FIG. 4A) confirmando

sua estabilidade.
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FIGURA 4A — Compostos identificados no espectro da QC da primeira dissolucdo: c:
Quercetina 3-pB-D-glicosideo e d: Aglicona.

Os testes realizados com a QC apresentaram sinais de estabilidade nos itens
3.1 e 3.2. Foi concluido que a falta do limiar de citotoxidade para QC foi causado pela
reducdo de 15 mg do valor nominal declarado pelo fabricante, resultando em
concentracdes 30% menor daquela almejada para o experimento. A FIG. 5A apresenta
o0 percentual de concentracdo molar efetivo da QC das primeiras diluicdes usadas nos
experimento (vermelho) e a concentracdo molar calculada (azul) para 35 mg de QC
(item 3.1).

100 { =—=— = = = = = =

—=— Concentrag¢do calculada para 35 mg de QC

—eo— Concentraciio da primeira dilui¢do com 50 mg

Percentual efetivo de
concentraciomolal

0 T T T T T T T 1
1 5 10 25 50 75 100 200
Concentracio (umol/L)

FIGURA 5A — Percentual efetivo da concentracdo molar utilizada na segunda diluicéo
(azul) e percentual efetivo de concentragdo molar da primeira dilui¢do
(vermelho).
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