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Resumo

A radioterapia, apesar de eficiente no tratamento de neoplasias, resulta em efeitos
colaterais em diferentes tecidos, porém, existem poucas descricbes na literatura
guanto as alteracdes morfolégicas desse tratamento na pele. Neste estudo, se
propds a mostrar os efeitos da radiagcdo X sobre a expressao das metaloproteinases
de matriz 2 e 9 na pele de ratos. Vinte ratos Wistar foram distribuidos em grupos, por
tempos apés a aplicacdo da radiacdo (em 4, 9, 13 e 25 dias) e um grupo controle
(n&o irradiado). A radiacao foi aplicada na dose de 1537 miligrays direcionada para a
cabeca do animal ap0s serem previamente anestesiados. A pele foi coletada e
processada para inclusdo em parafina. Cortes semisseriados foram submetidos a
imunohistoquimica. A radiacdo resultou na diminuicdo do namero de células MMP-9
positivas nos tempos de 9 dias, 13 dias e 25 dias apds a aplicacdo de radiacdo X
guando em comparac¢ao com o grupo controle. Observou-se um aumento da MMP-2
em determinadas regides da estrutura da pele nos animais com 4 dias reduzindo
gradativamente até o 25° dia. Conclui-se que a irradiacdo alterou a expressao das
metaloproteinases presentes na matriz da pele de ratos.

Introducéo

A aplicacdo de radiacdo X € um importante método terapéutico, porém causa
instabilidade quimica nos tecidos levando a degeneracdo de células tumorais e
saudaveis. Os efeitos secundarios da radioterapia, nas células saudaveis, ainda séo
um problema que precisa ser abordado, sendo que até 95% dos pacientes
submetidos a radioterapia desenvolvem algum tipo de reacédo dérmica aguda.

A pele é formada por duas camadas diferentes denominadas de epiderme e derme.
Na pele também sdo encontradas estruturas denominadas de anexos epidérmicos,
como as glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e os pelos.

A derme € um tecido conjuntivo e possui diferentes tipos celulares como linfécitos,
macrofagos, além dos fibroblastos que sintetizam diferentes tipos de moléculas que
compdem a matriz extracelular da derme. Além da proteina elastina, encontra-se na
matriz extracelular, em grande quantidade, a proteina colageno, cuja funcdo é
fornecer resisténcia a outros componentes como glandulas, vasos e nervos, também
presentes na derme.

A proteina coldgeno pode se organizar em diferentes niveis para formar fibrilas,
fibras ou feixes de colageno, sendo que na derme, predominam os tipos de colageno
| e colageno Ill. O colageno presente na pele, € um dos componentes que sofre
rapida remodelacdo tanto em estado normal quanto durante um processo lesivo.
Esse processo de remodelacdo do colageno estd correlacionado com diversas
enzimas, dentre as quais destacam-se as metaloproteinases de matriz (MMP).



As MMPs sdo enzimas proteoliticas responsaveis pelo processo de remodelacédo da
matriz extracelular, sendo capazes de degradar todos 0s seus componentes. A
desnaturacdo do coldgeno ocorre pelas metaloproteinases denominadas de
colagenases, seguida pela degradacéo final pelas gelatinases (MMP-2 e MMP-9).
Em nossos estudos realizados no PIBIC 2014/15 e PIBIC 2015/16 pode-se perceber
que a irradiacdo X resultou em alteracdes visiveis das fibras colagenas na regido da
derme. As fibras de coldgeno tornaram-se mais delgadas e com aspecto amorfo. A
estatistica obtida pela anéalise do Picrosirius mostrou que a quantidade de fibras
coldgenas do tipo Ill foi significativamente maior no tempo de 25 dias em
comparacdo com a data de 13 dias, indicando, possivelmente, um aumento da
sintese de colageno tipo Ill apds a radiacéo.

Como a radiacéo ndo causa o aparecimento de processo inflamatério durante essas
alteracdes da matriz extracelular; interessante é questionar sobre a expressao de
enzimas presentes na pele, responsaveis pela remodelagem dos componentes da
matriz extracelular, especialmente MMP-2 e MMP-9, que degradam colageno, sendo
esse 0 enfoque da continuidade dessa linha de pesquisa sobre os efeitos da
radiacao X na pele.

Materiais e Métodos

Comité de ética

O projeto faz parte de uma linha mais ampla: “estudo da regeneragao da regiao
odontogénica do dente incisivo, do epitélio intestinal, do tecido neural e testicular de
ratos submetidos a radiagao X aprovado nos ambitos do
DEBIOGEM/SEBISA/UEPG e CEUA/UEPG sob o processo CEUA 036-2016.
Animais

Foram utilizados 20 ratos Wistar (peso 250g a 300g) com 2,5 meses de vida,
mantidos em ciclos claro/escuro de 12 horas e alimentacdo e agua ad libitum.
Aplicacdo da radiacéo

Estes animais receberam dose Unica de 1537 miligrays de radiacdo X na regido da
cabeca. As aplicacbes de radiacdo X foram realizadas no ISPON, por pessoal
habilitado, acompanhado dos realizadores da pesquisa. Antes da aplicacdo da
radiacdo os animais foram anestesiados via intraperitoneal com 1,0 ml/kg de
Cloridrato de Ketamina e 1,5 mil/kg de Cloridrato de Xylasina. Os ratos foram
sacrificados, por deslocamento cervical, com 4, 9, 13 e 25 dias apés a irradiacédo e
trés ratos sem irradiacdo foram utilizados como controle.

Processamento histologico

Fragmentos da pele da regido da cabeca foram coletados, fixados por 48 horas em
solucdo de formaldeido 2%, desidratados em solucdes crescentes de concentracao
de alcool etilico (a partir de 70% até 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Foram obtidos cortes semisseriados de 5um que foram montados em
laminas e posteriormente submetidos as técnicas histolégicas descritos a seguir.
Avaliagdo das metaloproteinases de matriz2 e 9

Cortes foram submetidos a recuperagédo com solugdo de EDTA 10mM em pH 8,0 por
8 horas. O bloqueio da peroxidases endogenas foi realizado em 3 banhos de 10
minutos em peroxido de hidrogénio 20 volumes e posteriormente com solugédo de
BSA 1% em tampéao fosfato. O anticorpo primario para MMP-2 e MMP-9 foi diluido
na concentragcdo de 1:200, em solugéo de tampéo fosfato contendo 1% de BSA. A
revelacdo foi realizada com 25mg de diaminobenzidina (DAB) diluida em 80mL em
PBS. Apos a revelacao, os cortes foram lavados em agua corrente, agua destilada,
contra-corados com hematoxilina, desidratados e cobertos com laminulas.



Andlise quantitativa das metaloproteinases de matriz2 e 9

Foi realizada contagem de células com marcacao positiva no citoplasma para MMP-
9 em 10 campos com aumento de 400x em todos os 20 animais. Para andlise da
MMP-2 foram fotomicrografados 5 campos no aumento de 400x. A expressdo da
MMP-2 foi avaliada visualmente comparando a marcagao na epiderme, anexos da
pele e matriz da derme.

Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise de significancia (p<0.05)
pelo método ANOVA com pos-teste Bonferroni.

Resultados e Discusséo

A MMP-9 foi localizada em nivel celular, no citoplasma das células presentes na
regido mais profunda da derme no limite com o tecido muscular. As células
apresentavam morfologia semelhante a fibroblastos com nucleo oval. A figura 1
mostra o resultado da contagem de células MMP-9 positivas. Quando em
comparacdo com o0 grupo controle, os grupos de 9 dias, 13 dias e 25 dias
apresentaram uma reducdo da quantidade de células expressando MMP-9.
Comparando-se com o grupo de 4 dias, em 9 dias e 25 dias foi possivel encontrar
uma diminuicdo da quantidade média de células marcadas. A comparacao entre 0s
demais grupos nédo apresentou significancia estatistica.
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Figura 1 — Média + desvio padrdo do numero de células apresentando expressdo de MMP-9 em seu
citoplasma por grupo de experimentagdo. *Significancia estatistica (p<0,05) em
comparacao com controle. **Significancia estatistica quando em comparagdo com grupo
de 4 dias.

A MMP-2 foi expressa no grupo controle de forma menos intensa nas células da
glandula sebacea, no epitélio e na derme. Com 4 dias a MMP-2 ja foi identificada
com mais intensidade no epitélio e no citoplasma das células das glandulas
sebaceas e com menos intensidade na matriz extracelular da derme. Com 9 dias a
MMP-2 é identificada na derme, glandulas sebaceas e menos no epitelio. Com 13
dias a intensidade de MMP-2 é menor em todas as regides onde foi identificada nos
tempos anteriores. Com 25 dias a expressdo da MMP-2 assemelha-se a encontrada
no grupo controle. Considerando as duas MMPs observa-se que a expressao de
ambas responde de forma parecida ao efeito da irradiagcdo com maior expressao nos
primeiros tempos reduzindo no ultimo tempo semelhando-se ao grupo controle.

N&o foram encontrados, na literatura, trabalhos que envolvessem a analise de
metaloproteinases na pele apds tratamento com radiacdo X para podermos
comparar com 0s obtidos nesse trabalho. Araudjo et al. (2011), em um artigo de
revisdo, correlacionaram as metaloproteinases com diversas patologias, em diversos
tecidos. Acredita-se, por exemplo, que as MMPs estejam envolvidas na remodelacéo
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vascular pulmonar, o que poderia implicar em hipertensao pulmonar cronica. Outros
estudos ainda apontam uma correlacdo entre MMP-9 e progndstico de pacientes
apos infarto agudo do miocardio. Esses pacientes passariam a apresentar uma
maior expressao dessas enzimas com a evolucao temporal da necrose. Quanto ao
estudo da pele, as MMP estdo comumente relacionadas com o processo de
cicatrizacdo, porém esse processo nao se deve ser comparado com o dano lesivo
causado pela radiacéo, tendo em vista que existe uma fisiopatologia completamente
diferentes, sendo que inexiste processo inflamatoério na irradiacéo, diferentemente da
cicatrizacgédo tecidual.
Os nossos resultados mostraram que nos grupos irradiados quando comparados
com o controle ocorre uma reducdo das células expressando MMP. Esse resultado
pode ser explicado pelo fato de que a irradiacdo, como mostrado em nossos
resultados anteriores, induz uma alteracdo morfoldégica de alguns componentes, 0
gue poderia também afetar o metabolismo celular reduzindo a expressdo de MMP-9
nos animais irradiados.

Conclusdes

Pode-se concluir que a irradiacdo causou uma reducdo da expressao de MMP-9 no
citoplasma das células presentes no tecido conjuntivo da pele de ratos e um
aumento de MMP-2 nos dias iniciais apos a irradiagdo retornando ao nivel do
controle com 25 dias, entretanto mais estudos sdo necessarios para confirmar 0s
resultados encontrados.
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