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RESUMO

O efeito da Vitamina E sobre o processo de reparacdo tecidual de
feridas irradiadas foi avaliado na presente pesquisa. Para tanto, ratos da
finhagem Wistar sofreram um procedimento cirdrgico, sendo produzida uma
ferida na regido dorsal de cada animal, 0s quais constituiram cinco grupos
experimentais: Grupo Controle, o qual foi constituido por animais gue sofreram
apenas o procedimento cirdrgico e ndo se submeteram a nenhum tipo de
procedimento terapéutico; Grupo Irradiado, formado por animais que
receberam uma dose de 6 Gy de radiacdo de elétrons com energia de 6 MeV,
sendo irradiados corpo total; Grupo Vitamina E, cujos animais receberam uma
dose de 180 U.l de vitamina E, dissolvidos em 1,0 mi de 6leo de oliva, 48
horas antes do procedimento cirdrgico; Grupo Oleo de Oliva, formado por
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animais que receberam 1,0 ml de b&leo de oliva, também 48 horas antes da
cirurgia; e por fim o Grupo Vitamina E/Radiacdo, cujos animais receberam o
mesmo tratamento que o grupo Vitamina E e 72 horas apds a cirurgia foram
irradiados. A avaliag@o do processo de reparacéo tecidual foi realizada 4, 7, 14
e 21 dias apdés a produgdo da ferida, sendc avaliada pelos métodos:
Hematoxilina-Eosina e Dicroismo. A avaliagdo dos resultados, permitiu concluir
gue a Vitamina E pode ser considerada um radioprotetor, visto que o grupo de
animais que sofreu irradiacdo e foi tratado com vitamina E, apresentou um

processo de reparagdo tecidual semelhante ac grupo controle.



ABSTRACT

The vitamin E effect upon the process of tissue repair of the
irradiated wounds was evaluated in this study. For this purpose, Wistar race
rats underwent a surgical procedure, reproducing a wound on the dorsal region
of each animal. They consisted of five experimental groups: Control Group,
where the animals had just the surgical procedure, but no therapeutical
procedure; lrradiated Group, where they've recieved a 8 Gy eleciron radiation
dosage, with a 6 MeV energy on their whole body; Vitamin E Group, where the
animals recieved a 180 U | vitamin E dosage, dissolved in 1,0 mi of olive oil, 48
hours before the surgical procedure; Olive Oil Group, formed by animals which

had 1,0 mi of olive oil only, 48 hours before the procedure; and finally the



Vitamin E / Radiation Group, where the animals recieved the same treatment as
the vitamin E group and 72 hours after the jurgery they were irradiated. The
evaluation of the tissue repair process was done 4, 7, 14 and 21 days after the
wound was done, using the Hematoxilin-Eosin and Dicroism methods. The
results analisys enabled us to conclude that the Vitamin E could be considered
as a radioprotector, once the group of animals that were irradiated and treated

with vitamin E presented the same tissue repair process as the Conrol Group.



1- INTRODUGAO

O uso de radiacSes ionizantes com as mais diferentes finalidades
continua sendo uma constante, desde gue 0s raios X foram descobertos por
Wilhelm Conrad Réntgen, em 1895. A acdo da radiacdo ionizante nos tecidos
vivos vem sendo estudada e muito tem sido esclarecido a respeito da interacéo
da radiagcdo com esses tecidos. Sabe-se que tornam-se inevitaveis 0s danos
causados pela radiacdo quando esta interage com células vivas e isso constitui
o principal fator que faz com que esse tipo de energia seja utilizada no
tratamentc de diversos tipos de cancer, levando-se em consideracao a
radiossensibilidade de células e tecidos. Entretanto, apesar das mais modernas
formas de colimacao é impossivel evitar a producao de elementos nocivos que

se formam quando ocorre a interacdo da radiagdo ionizante com os tecidos
8



vivos. Esses elementos, conhecidos como radicais livres, podem muitas vezes
causar sérios danos ao organismo. Em virtude disso, muitas pesquisas vém
sendo realizadas tendo como finalidade estudar diversos composios que
podem, se ndo evitar, pelo menos diminuir a formagdo de radicais livres
decorrente do uso das radiagdes ionizantes. Esses compostos sdo conhecido
como substancias radioprotetoras. Diversas substancias que ocorrem
naturalmente vém sendo estudada com esse fim, podendo-se citar a vitamina
C, vitamina A, compostos derivados de selénio, betacaroteno, zinco e a
vitamina E. Outras substancias, os radioprotetores quimicos, também séo
usados, principaimente quando ocorrem acidentes nucleares. Dentre eles
pode-se citar os compostos WR-2721, WR-151327 e WR-3688S.

O uso de substancias radioprotetoras esta intimamente relacionado ao
seu efeito tdxico no organismo. Portanto, as pesquisas crescem principalmente
em relacio aos compostos naturais ou nutricionais, visto que esses compostos
podem além de exercer eficazmente sua atividade radioprotetora, ainda trazer
beneficios ao organismo decorrente de seu longo uso, como por exemplo
efeitos anti-mutagénicos.

O tratamento de tumores a cada dia vem sendo reaiizado de forma
multidisciplinar. Assim, tornou-se comum a realizac@o do tratamento cirurgico
associado ao iratamento radioterapico. Muitas vezes, a cirurgia pode ser
realizada no sentido de proporcionar meihor estetica a pacientes que passaram
por uma cirurgia reparadora. Portanto, deve-se levar em consideracéo, a agao
da radiac@o ionizante no processo de reparagdo tecidual e por conseguinte,
uma vez que ja é sabido que a radiagéo ionizante interfere no processo de

9



reparacéo, estudos devem ser realizados para avaliar ¢ efeito de substancias ja
conhecidas como radioprotetoras, no processo de cura de feridas cirurgicas
que sofreram irradiacdo. A vitamina E, apesar de ser conhecida por sua
atividade radioprotetora, ainda traz bastante controvérsia na realizac@o desta
fungdo. Além disso, o seu papel no processo de reparacao tecidual em feridas
irradiadas, nao foi estudado na literatura vista. Diante disso, toma-se de suma

importancia a realizacado de um trabaiho com tal finalidade.
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2- REVISTA DA LITERATURA

2.1- Reparagao Tecidual e Radiacdo lonizante

Devido a importancia da angiogénese durante a reparacao tecidual, VAN DEN
BRENK, em 1959, avaliou ¢ efeito de doses de 200 a 5.000 R de radiagdo X e v,
no tecido de granulacdo induzido em coelhos, irradiado apds 5 a 7 dias de
formac&o. Microscopicamente foi observado que doses menores que 400 R, de
ambos os tipos de radiagdo, nao alterou o crescimento de brotos capilares.
Entretanto, o uso de doses entre 400 a 2.000 R causou dano imediato acs brotos

capilares. Doses acima de 2.000 R impediram o crescimento dos brotos capilares.
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Um estudo realizado sobre a organizagdo macromolecular do tecido de
granulagao, induzido por esponjas implantadas subcutaneamente, foi realizado por
VIZIOLL, em 1971, nos tempos de 3, 5, 7, 10, 13, 186, 21 e 28 dias da implantagdo
de esponjas nos ratos. Foi observado entdo dois diferentes aspectos morfolégicos
para o tecido de granulacéo formado: a presenca de uma capsuia fibrosa e tecido
de granulag&o interno a esponja. O exame de dicroismo reveiou gue a associagio
macromolecular entre as moléculas de glicosaminoglicanas e o coldgeno teve
inicio no sétimo dia de evolugdo do processo de reparagdo tecidual, atingindo sua
organizagao apos duas semanas.

Em 1973, o efeito da radiacdo X no endotélio capilar de ratas foi avaliado por
REINHOLD & BUISMAN. A irradiagdo foi realizada com doses de 500 rad
ministrada de uma unica vez e dose de 500 rad aplicada duas vezes no mesmo
animal com um intervalo de 24 horas. Apos a irradiacéo, foi induzida a proliferacéo
capilar. Foi observado que nos animais ndo irradiados, o tecido subcutaneo
mostrou-se repleto de capilares. Nos animais irradiados houve redugdo na
quantidade de vasos néo formados, sendo essa reducdo maior com dose total de
1.000 rad.

DROZDZ et al em 1981, avaliaram o conteido de moléculas de
glicosaminoglicanas {(GAGs) em condigbes de irradiagdo sub-aguda, com doses
fracionadas. Para tanto, ratos sofreram irradiag@o corpo total com dose unica de
500 R de radiacdo v. Apds transcorridos 37 dias, estes foram sacrificados, sendo

obtidas amostras de sangue, parede da aorta, pele da regido abdominal, figado e
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pulm&o. Houve um aumento significativo na quantidade de GAGs da pele, figado,
pulméo e parede da aorta. Em relagado a taxa sérica dessas moléculas, ndo houve
diferenca significativa entre os animais irradiados e n&o irradiados. Esses achados
indicam que a irradiagdo do tecide conjuntivo danifica a substancia amorfa.
Portanto, 0s autores concluiram que a radiacdo causa severos disturbios no
metabolismo das GAGs.

Em 1984, MOORE, publica uma revisdo sobre a acdo de radiacio ionizante no
processo de reparacdo tecidual. Segundo o autor, quando uma ferida & irradiada,
estando o tecido de granulagéo j& formado, a proliferacdo capilar e fibroblastica
sofre um decréscimo, sendo retardada a sintese e maturag@o de colageno. Ainda
afirma o autor que o efeito é dose-dependente e doses unicas menores que 300
rad nac causam retardo significativo no processo de reparacdo, enquanto doses
de 1.000 rad ja provocam alteracbes morfolégicas e bioquimicas.

Também em 1984, FRANKLIN & COULTAS, avaliaram histologicamente
componentes dérmicos e epidérmicos na reparacdo de feridas irradiadas. Foram
usadas doses unicas de 10, 20 e 35 Gy de radiacdo X. Imediatamente e apds 1, 2,
3 e 7 dias, foi realizada uma excis@o na orelha dos animais € 5, 11 e 24 dias apds
esta cirurgia, os animais foram sacrificados. Foi observado retardo na reparagao
tecidual em todas as doses, sendo que com 35 Gy houve maior dano. Em relacéo
ao preenchimento dérmico, este estava completo apds 7 dias da cobertura
epitelial. Os autores concluem que a irradiagéo de feridas deve ser realizada pelo

menos 1 semana apos o fechamento macroscopico da ferida.
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BARTON et al em 1885, estudaram o efeito de doses eritematosas de
radiac@o X em individuos que estavam sofrendo radioterapia. Em uma etapa do
estudo, 5 individuos receberam 0,1; 0,5; 1 e 2 Gy, em dose Unica numa regido da
pele, que foi removida 6 dias ap6s. Em outra etapa, & pacientes tiveram a pele
exposta @ 1 Gy e avaliada 1, 3, 7 e 14 dias apés a irradiagdo. Os autores
concluiram que com doses acima de 0,5 Gy ocorre redugao temporaria na diviséo
de células epidérmicas, caracterizando alteracdes funcionais apés 3 dias da
irradiac@o com 1 Gy, em 3 estagios do processo de queratinizagéo.

Em 1987, GUIDUGLI NETO realizou feridas excisionais em ratos e 6 dias apos
irradiou-as com 2.000 rad. Animais controle e iradiados foram sacrificados 30
minutos; 1, 3, 6, 12 e 24 horas; 3, 7, 15 e 30 dias apds. O autor observou baixo
volume vascular relativo desde 30 minutos até 7 dias de observagdo, tanto no
grupo controle como no grupo irradiado. Entretanto, este mostrou-se menor nos
ferimentos irradiados, excegao feita ao tecido avaliado com 30 dias.

KRISHNAN et al/, também em 1987, estudaram a permeabilidade vascular,
submetendo o tecido muscular de coelhos a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25, e 30 Gy
de radiacdo X. Para avaliar a permeabilidade no momento da irradiacdo, foi
injetada em metade dos animais albumina marcada com lodo -125 e Sédio -22.
Qutra parte dos animais sofreu o mesmo procedimento 16 a 24 horas apos a
irradiacdo. O extravasamento de albumina marcada aumentou, imediatamente
apés a irradiagdo com doses {80 baixas quanto 2 Gy, aumentandoc com doses

mais elevadas. Doses equivalentes e maiores que 15 Gy foram observadas
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alteracbes histologicas como hemorragia, granulagdes citosplasmaticas, edema
intersticial, fibrose e espessamento da parede endotelial.

Em 1989, BAKER & KROCHAK, comentam sobre a relagéo entre a resposta
vascular a irradiagdo e o dano tecidual precoce e tardio. Segundo os autores a
permeabilidade vascular é a reacédo precoce € universal do tecido conjuntivo,
sendo esta decorrente da despolimerizagdo da substancia cimentante
mucopolissacaridea e liberacdo de enzimas vasoativas, como a histamina e
serotonina. Entretanto, essa permeabilidade € transitdria, durando somente
poucas horas apés a irradiacdo com doses inferiores a 1.000 rad, mas com maior
duracdo com doses mais elevadas.

MUSTOE et al, também em 1989, demonstraram a habilidade do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF-BB) em reverter o processo de
cicatrizacdo de feridas prejudicadas por radiacdc em ratos que receberam
iradiacdo local de 2500 rad pré-operatoriamente. Quando 800 rad de radiacéo de
elétrons foram aplicados em todo o animal, o PDGF-BB n&o foi capaz de reverter
0 prejuizo na cicatrizaglo. A depressdo de macréfagos derivados da medula
bssea, tomou esses animais incapazes de responder ao fator de crescimento
aplicado exogenamente. Ainda, segundo o autor uma dose de 800 rad, aplicada
em corpo fodo € suficiente para produzir uma profunda depresséo temporaria da
medula 6ssea.

CROMACK ef al, em 1983, estudaram © mecanismo de aceleragdo da

cicatrizacdo de feridas pelo fator fransformante de crescimento (TGF-B1) em
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cicatrizacdo prejudicada pela acdo da radiagdo. Para tanto, um grupo de ratos foi
irradiado pré-operatoriamente com uma dose Unica de 800 rad, utilizando uma
bomba de cobalto 60. Outro grupo foi irradiado localmente com 2500 rad de
radiacdo de elétrons com um feixe de 6 MeV. Dois dias apos as irradiagdes foram
produzidas duas incises na pele dorsal de cada animal, onde em uma delas foi
aplicada o TGF-B:. Um terceiro grupo de animais correspondia ac grupo controle.
Os animais foram sacrificados 7 e 14 dias apés o ferimento. Os autores
observaram que nos dois grupos irradiados houve uma marcada deficiéncia na
cicatrizaggo da ferida. Naqueles animais que tiveram todo o corpo irradiado houve
uma marcada supressdo do sistema hematopoiético, com diminuicdo de
macrofagos, 0 que néo foi observado nos animais que receberam radiagao local. A
aplicacdo de TGF-B1 acelerou a reparacac e promoveu maior resisténcia tensil a
ferida nos animais irradiados corpo total, mas ndo nos animais irradiados
locaimente.

Em 1993, VEGESNA et al, quantificaram o impacto de irradiag@o local e
sistémica na cicatrizacdo de feridas em ratos através da resisténcia ténsil das
feridas medida com 14 dias. Os animais tiveram o corpo todo irradiado, metade de
seus corpos iradiados e irradiacdo local, antes do ferimento. A dose para
encontrar um mesmo efeito de 40% da resisténcia ténsil dos controles feridos foi
13 Gy menos para a exposi¢io de corpo total do que para a irradiacéo local. As
observacdes histolégicas mostraram marcadamente poucas células inflamatorias

nos animais que tiveram metade do corpo irradiada e corpo total, quando
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comparado agueles que foram irradiados localmente. Esses dados demonstram
gue a resposta da cicatrizacdo em pele irradiada depende da extens&o da
supressido hematopoiética e que para baixas doses isso determina o resultado que
0 dano para células alvo, tais como os fibroblastos, que séo relativamente
resistentes a radiacdo.

O efeito da radiagao de eletrons no processo de reparo foi avaliado por WANG
et af, em 1994. Os autores utilizaram uma dose de 9,6 Gy de um feixe de elétrons
com 4 MeV de energia aplicada na porcdo dorsal de ratos. Apds 7 dias foi
realizada uma incis@o na area irradiada, sendo 0s animais sacrificados 1, 3,7 ¢ 14
dias apds. Através de microscopia dptica e eletrdnica, foi observado que a unigo
epitelial estabeleceu-se 3 dias pds-cirurgia para 0s animais nao irradiados e 7 dias
para os irradiados. Observou-se que havia poucos fibroblastos e fibras colagenas
mais esparsas € menos organizadas no grupo irradiado, indicando um retardo na
reparacao tecidual, entretanto esta restabeleceu-se no 142 dia.

DRAKE & OISHI, em 1995, fizeram alguns comentarios sobre o processo de
reparc em pacientes submetidos a quimioterapia e radicterapia, citando que a fase
inflamatdria parece ser a mais sensivel nesses individuos. Segundo os autores, a
radiagdo produz efeitos agudos e tardios sobre a cicatrizacdo, sendo a injuria
tecidual resultante de dano direto e indireto aoc DNA celular, decorrente da
formacao de radicais livres. Citam ainda que sobre os elementos celulares, nos
limites da pele irradiada, parecem ser progressivos e permanentes. A analise

microscopicas mostra estase e oclusdo de pequenos vasos sangiineos; 0s
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fibroblastos sofrem alteracdes funcionais com a producéo de colageno deficiente
que pode ser decorrente ou de uma produgdo insuficiente ou de um tempo para
maturacéo mais longo.

Em 1997, SONG & CHENG, avaliaram o efeito de irradiacdo local e sistémica
em macrofagos de feridas. Os autores avaliaram o naimero de macréfagos, a
funcdo fagocitéria e substancias liberadas por essas células (fator de necrose de
tumor e interleucina-1), bem como a resisténcia ténsil das feridas. Apds 8 Gy de
irradiagdo sistémica a funcao fagocitaria de macrofagos da ferida, a liberag@o de
fator de necrose de tumor e interleucina-1, bem como © nimero de macrofagos da
ferida estavam significantemente diminuido com 3, & e 8 dias apds o ferimento.
Apés 20 Gy de irradiagdo local, a taxa de macrdfagos foi significantemente
diminuida nos dias 3, 5, 8 e 13 apds o ferimento, mas a funcdo dos macrdfagos
nédo estava diminuida. Por fim, os autores concluem que a diminuicdo do numero e
funcdo de macrdfagos da ferida representa um importante papel na cicatrizagao
de ferida prejudicada por irradiaczo sistemica.

O efeito de 1 Gy de radiagao de elétrons, produzido por um feixe de 6 MeV, no
processo de reparagdo tecidual, administrado nas bordas de feridas,
imediatamente e 3 dias apds a producdo destas em ratos, foi avaliado por
ALMEIDA, em 1897. O processo foi avaliado aos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias apds
a irradiacgo. A autora observou haver um retardo no processo de reparagao

tecidual em ambos o0s grupos irradiados, sendo esse retardo mais evidente
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quando a irradiagdo ocorreu mais tardiamente. Entretanto a radiagdo de eletrons
n&o impediu o processo de reparacao tecidual.

PEREIRA FILHO ef al, em 1998, avaliaram histologicamente, o efeito de raios
8 provenientes do estroncio-80 na reparacdo cutanea. Foram realizadas incisdes
em ratos e 24 horas apds os animais foram expostos a 250 cGy. Os animais
receberam a mesma dose a cada 48 horas de acordo com 0s periodos estudados
que foi 3, 7, 14 e 21 dias pos-cirdrgicos. Os autores verificaram um aumento no
nimero de leucdcitos e reducdo no numero de fibroblastos, entretanto, a
guantidade de fibras colagenas ndo foi alterada.

O efeito de 1 Gy de radiagdo de elétrons produzidos por feixe de 6 MeV no
processo de reparo de feridas em ratos, s6 que aplicado somente na base da
ferida, foi estudado por MONTEIRO, em 198%2. Os animais foram irradiados
imediatamente e 3 dias apos a cirurgia. Foi observado também um retardo no

processo de reparo mas a radiacéo de elétrons ndo impediu a reparagao total.

2.2- \Vitamina E e Radiac¢ao lonizante

Radioprotetores sdo substancias que tem como propriedade diminuir
os efeitos deletérios decorrentes da interaca@o de radiacfes ionizantes com 0s
tecidos vivos. A vitamina E corresponde a uma substancia pouco estudada como

radioprotetora, principalmente na reparagao tecidual.
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A vitamina E é encontrado em varios dleos vegetais, cereais e ovos.
E soluvel em dleos fixados, alcoois e acetona e insollvel em agua. Uma unidade
internacional (UJ.1.) equivale a atividade de 1 mg de acetato de dl-alfa-tocoferil, no
qual tem a poténcia de 1.36 Ul/mg (REYNOLDS-1989).

Esta vitamina foi demostrada pela primeira vez por EVANS &
BISHOP (MARCUS E COULSTON-1996) em 1922, quando verificaram que ratas
fémeas necessitavam de um principio dietético entao desconhecido para manter a
gravidez normal. Observaram que os animais com essa deficiéncia ovulavam e
concebiam normalmente, porém, em algum momento da gestacéo ocorria a morte
e reabsorcdo dos fetos. Lesdes nos testiculos também foram observadas. Diante
desses fatos a vitamina E foi denominada como “vitamina anti-esterelidade”.

LONDER & MYERS, em 1952,- avaliaram o efeito radioprotetor da
vitamina E, avaliando a capacidade desta vitamina em diminuir os radicais livres,
em ratos submetidos a uma dose letal de radiacdo X corpo todo. Os animais foram
divididos em 4 grupos experimentais: No primeiro grupo, foi administrado uma
dose de 30 U.1. de alfa-tocoferol, intraperitonealmente um dia antes da irradiag@o,
no segundo grupo, os animais receberam 60 U.l; o terceiro grupo 90 U.l; e ©
quarto grupo correspondia ao grupo controle, no qual os animais receberam uma
dose de solugdo salina, intraperitonealmente, um dia antes da irradiacdo. O
aparelho de raios X operou com 200 kVp, 15 mA, com dose de 132 rad por
minuio. Os autores observaram que todos os animais do grupo controle morreram

com dose total de 650 rad. Os animais que receberam um pré tratamento de
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vitamina E, principaimente os que receberam 30 UL, prolongaram sua
sobrevivéncia, mas néo a sobrevivéncia global. Os autores verificaram também
que no grupo de animais que recebeu uma dose total de 550 rad, houve uma
maior sobrevivéncia, 85% nos animais do grupo 1, 80% nos animais do grupo 2 e
50% nos animais do grupo 3, enquanto gque apenas 25 % dos animais do grupo
controle sobreviveram.

A influéncia da deficiencia de vitamina E na progressiva alteracdo da
fragilidade dos eritrocitos em ratos submetidos a irradiacdo X corpo todo, com
dose de 500 rad, foi avaliada por HOFFER & ROY, em 1975. Um grupo de 24
ratos foi mantido com uma dieta pobre em vitamina E durante 43 dias; outro grupo
de 24 animais com dieta normal. Apds esse periodo de tempo, 0s animais
receberam 500 rad de radiagéo X, com dose de 25 rad/minuto. Apds a irradiacéo,
os animais continuaram a receber suas respectivas dietas. Os animais foram
sacrificados em varios tempos, sendo coletado © sangue. Um teste de hemdlise
espontanea foi utilizado para avaliar a fragilidade dos eritrécitos. Os animais que
receberam dieta deficiente de vitamina E tiveram seus eritrécitos mais frageis que
os animais do grupo controle.

MALICK et al, no ano de 1978, estudaram o efeito radioprotetor da
vitamina E na sobrevivéncia de ratos irradiados com 800 rad de radia¢do gama do
Cobalto - 680. Os animais foram divididos em 8 grupos, durante 30 dias, variando a
concentragdo de vitamina E na dieta pré e pos-irradiacéo (30 a 60 U 1. de dl — alfa

-- tocoferil) e/ou no tratamento pela injecéo intra-peritoneal de vitamina E (60 U.L
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de dl — alfa — tocoferil), imediatamente apds a irradiagdo. Ndo houve diferenga
significativa entre os animais que tiveram dietas ricas em vitamina E antes da
irradiag@o e que foram mantidos com a mesma dieta e os animais que tiveram
dietas deficientes em vitamina E antes e depois da irradiag8o. Nos grupos que se
submeteram as injegbes intra-peritoneais imediatamente apds a irradiacdo foi
observada queda de mortalidade, tanto nos ratos mantidos com dieta rica, como
naqueles cuja dieta foi deficiente em vitamina E. Segundo os aulores o
decréscimo na mortalidade devido as injecdes de vitamina E pode estar associado
com o aumento da resposta imune ou com o aumento da recuperacgéo da medula
ossea.

Em 1979, KONINGS & DRIJVER, estudaram o efeito da radiag&o em
membranas lipidicas de ratos com deficiéncia de vitamina E. Para tanto, foram
utilizados 2 grupos de animais: no primeiro grupo, os animais receberam
alimentac&o normal; no segundo grupo, 0s animais receberam uma alimentacéo
com deficiéncia de vitamina E. A irradiacao X foi de corpo todo com dose de 1 Gy
por minuto. Os autores observaram gque os animais com deficiéncia de vitamina E
mostraram-se mais sensiveis a irradiacdo, apresentando suas membranas
celulares mais vulnerdveis a peroxidacdo lipidica.

ROSTOCK et al., em 1980, avaliaram o efeito radioprotetor de aitas
doses de vitamina E. Para esse estudo foram utilizados 60 ratos, divididos em seis
grupos, sendo gue cada grupo recebeu radiacdo gama do Cobalio - 60 com doses

de 0, 1500 rad, e 2000 rad. Trinta animais receberam 2,5% de vitamina E na dieta
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durante duas semanas antes da irradiacdo e uma dose unica de 150 mg de
vitamina E foi administrada em cada animal, intraperitonealmente, 4 horas antes
da irradiagdo. Foram comparadas as curvas histologicas dos pulmdes e dos
coragbes dos animais por 180 dias. Os autores observaram n&o haver diferenca
significativa enfre os animais dos grupos que utilizaram a vitamina E no pré-
tratamento e 0s animais dos grupos controles.

Também em 1980, KONINGS & OOSTERLOO, compararam os
efeitos da radiacdo X com os produzidos pelo o0zbnio na peroxidacao lipidica e
avaliaram a relag@o dos anti-oxidantaes presentes no processo. Para tanto,
submeteram ratos a doses de radiag@o gque variavam de 30 a 60 Gy, sendo
aplicadas de 1Gy a cada minuto, ou expuseram os ratos a uma mistura de ozdnio
e ar com 0,9 PPM de O3 durante 17 horas. Os autores constataram que a radiacéo
de ozdnio foi mais danosa em relagdo a peroxidacao lipidica e que os anti-
oxidantes diminuiram significativamente este processo.

SARRIA & PRASAD, em 1984, observaram o efeito do succinato de
di-a-tocoferil (5 ug/mi) dissolvido em etanol (concentrac@o de 0.25% ), em cultura
de neuroblastomas e fibroblastos de ratos, utilizando a radiagdo gama do Cobalto-
60, com dose de 400 rad. Os resultados obtidos mostraram que o succinato de di-
a-tocoferil inibiu o efeito da radiagBo gama no crescimento da cultura de
neuroblastomas, mensurado pela morte e inibicac de divisdo celular, mas nao
produziu modificagdes significativas no efeito da radiagdo gama na cultura dos

fibroblastos de ratos. Nesse trabatho, os autores sugerem gque a a¢ao da vitamina
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E em modificar os efeitos da radiagdo em células tumorais talvez seja mediada,
em parte, por um mecanismo anti-oxidante.

Em 1985, SHIRAISHI et al., estudaram a peroxidacdo de lipidios
induzida pela radiacdo X, na membrana de células de ratos, e também 0s
inibidores desse processo. As substancias estudadas foram a cefarantine e a alfa-
tocoferol. Os autores cbservaram que a vitamina E inibiu fortemente a peroxidagdo
de lipidios nas membranas das celulas pela irradiagao. Ja a cefarantine exibiu
uma fraca inibigdo.

TAREN et al, em 1986 , avaliaram a administracdo profildtica da
vitamina E na cicatrizac&o de feridas expostas & radiacdo ionizante pré-operatoria.
Os autores utilizaram 36 ratos, divididos em seis grupos (A, B, C, D, E e F). Foi
utilizado o acetato de dl-o-tocoferil, dissolvidc em Oleo sesame injetado
intraperitoneaimente. Os animais dos grupos A e E sofreram irradiagdo pré-
operatbria, sendo que o grupo A ndo recebeu nenhuma substancia, e grupo B
recebeu injegbes de 0,2 m! de oleo. Os ratos pertencentes aos grupos C, D e E
receberam injecdes de 10, 20 e 40 Ul de vitamina E, em 3 doses iguais, em dias
alternados, dissolvidos em 0.2 ml de dleo sesame. O grupo F correspondeu ao
grupo controle, n&o irradiado. No sétimo dia, os ratos dos grupos A, B, C, D, e E
receberam 600 rad utilizando um feixe de elétrons de 6 MeV, na iinha média do
dorso dos animais, sendo que a éarea irradiada mediu 12,5 cm por 1,0 cm, sendo ©
restante do corpo do animal protegido. Duas horas apos esse procedimento, foram

realizadas duas incisdes de 50 cm, com 20 cm entre si. Os ratos foram
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sacrificados apos quatorze dias. A radiag@o reduziu significantemente a
resisténcia a tensdo das feridas, entretanto nao houve relagdo significativa entre o
ganho na resisténcia a tenséo e a dose de vitamina E nas feridas que receberam
irradiacéo pré-operatoria. Os autores, diante disso, administraram em um novo
grupo de ratos, 120 Ul de vitamina E em 0,2 mi de éleo sesame e obtiveram como
resultado um aumentc de 95% da resisténcia média a tensdo das feridas do
controle n&o imadiade, sugerindo entdo, que a vitamina E reduz os efeitos
deletérios da radiacdo.

Em 1993, RANA et. al. administraram vitamina E (80 U.1.) em filhotes
de galinha antes da irradiac@o gama do Cobalto - 80, com dose sub-letal de 2.25
Gy. Os resultados desse trabalho mostraram que a vitamina E gjuda na
recuperacao das injurias causadas pela irradiacio, no timo desses filhotes.

No mesmo ano, EL-NAHAS et al., analisaram o efeito radioprotetor
das vitaminas C e E em ratos. Os animais foram tratados, por via oral, com
solugdo aquosa de vitamina C ou solugdo de vitamina E dissolvida em dleo de
oliva, ambas em duas concentracdes, 100 e 300 mg/Kg/dia, por & meses. Os
animais do grupo controle foram tratados com agua ou dlec de oliva. Metade dos
animais foram irradiados corpo todo com dose de 400 rad por 13 segundos, &
horas antes do sacrificio dos animais. As células da medula Gssea foram
aspiradas pela tecnica citogénica, podendo, assim, registrar as aberracbes

cromossbmicas e a atividade mitdtica. Ambas as vitaminas mostraram-se ndo
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mutagénicas. A vitamina C mostrou-se efetiva na radioprotecdo mas a vitamina E
n&o e suprimiu a radioprotecéo produzida pelo éleo de oliva.

Em 19894, SIMON et al., correlacionaram o efeito radioprotetor da
vitamina E na radiacdo por laser de argdnio e cobre em feridas em pele de porcos.
Os animais foram divididos em trés grupos: o controle, o tratamento tépico de
vitamina E, sendo 18 horas antes da irradiagcdo e o tratamento intramuscular de
vitamina E, com dose de 5 mg/kg em 3 injecdes dadas 24, 12, e 2 horas antes da
iradiacdo. O tempo de cicatrizacido da ferida foi estatisticamente menor nos
animais que receberam o tratamento prévio de vitamina E, principalmente

naqueles que a receberam por via intramuscular,

CARROLL ef al, em 1995 verificaram alguns agentes
radioprotetores na prevenc¢do de injurias provocadas por radiagdo gama no
intestino de ratos. Foram utilizados 72 ratos, em 8 grupos: o grupo controle sem
irradiagao; o grupo controle irradiado, com dose de 40 Gy na regido de abddomen;
g seis grupos, que além da irradiacdo, receberam tratamentos de agentes
radioprotetores: ribose-cisteina, WR-2721, glutamina, vitamina E,
MgCl2/adenosina trifosfato,e a combinagio da ribose-cisteina e glutamina. Apos
duas semanas da irradiacdo, os ratos sofreram uma ressecgido do intestino e
posteriormente realizaram-se anastomoses. Apds uma semana, avaliaram-se as

anastomoses e determinou-se a forga necessaria para o rompimento das mesmas.

Os animais do grupo confrole ndo irradiado tiveram as forgas de rompimentos das
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anastomoses maior, quando comparadas com as dos animais dos demais grupos.
As anastomoses dos grupos tratados com ribose-cisteina, WR-2721, ribose-
cisteina combinada com glutamina e vitamina E mostraram uma maior resisténcia
& forga nas anastomoses realizadas nos intestinos delgados.

Ainda em 1995, FELEMOVICIUS et al., estudaram a radioprotecéo
da vitamina E em intestino grosso de ratos. Foi realiazado a exteriorizagéo dos
intestinos e 0s segmentaram em 4 camadas, sendo que cada compartimento foi
preenchido com solucdes teste, 30 minutos antes da irradiagédo: solugdo salina,
oleo de soja, fosfato de tocoferol (solubilizado em solugéo salina) e acetato de dl-
alfa-tocoferil (solubilizado em oleo de soja). Os animais foram irradiados com
radiacdo X com dose de 1100 ¢Gy, Os animais foram sacrificados apos 5 dias. os
4 segmentos foram analisados quanto a sobrevivéncia das criptas intestinais,
altura da mucosa e a preservacao das células globulares. Os autores observaram
que nas trés avaliagbes, a vitamina E, nas duas formas, promoveu uma protecéo
significante nos intestinos desses animais. Os autores também administraram em
outro grupo de animais uma dieta rica em vitamina E 10 dias antes da irradiaco e
resultados semelhantes foram observados.

MARCUS E COULSTON, em 1996, afirmaram que uma das mais
importantes caracteristicas quimicas dos tocoferdis 'e de que eles sdo anti-
oxidantes, impedindo a oxidacio de constituinies essenciais, como a ubiguinona
(coenzima Q). Outra caracteristica apresentada pela vitamina E é impedir a

formacao de produtos toxicos da oxidagéo, como 0s produtos de peroxidacéo
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formados a partir de acidos graxos insaturados. Os autores afirmaram também
gue um suplemento de vitamina E proporciona protec@o contra diversas drogas,
metais e substancias quimicas que podem iniciar a formacio de radicais livres.
GALLIGAN et al., em 1997, investigaram o efeito radioprotetor de
antioxidantes em linfocitos isolados. Nesse trabalho foram administrados
intraperitoneamente 5 doses de vitamina C (300mg/Kg), vitamina E (400mg/Kg) ou
f-caroteno (100mg/Kg). Apds 24 horas foi removido o sangue dos animais por
puncdo cardiaca e os linfocitos foram isolados. Essas células, entdo, foram
irradiadas por raios X com doses de 0 a 5 Gy, utilizando 300 kVp. A avaliacdo foi
feita pela mensuracao das quebras do DNA. Os autores observaram que todos os
antioxidantes aumentaram significantemente a protecdc dos linfdcitos irradiados
“in vivo®, sendo que a vitamina C protegeu em todas as doses da irradiacao
utilizadas e a vitamina E e o B-caroteno para as doses de 3 a 5 Gy. Porem em se
tratando de dietas desses antioxidantes, a vitamina C e E foram os antioxidantes
mais efetivos contra injurias no DNA induzidas por baixas doses de radiagao.
KONOPACKA et al.,, em 1998, avaliaram o efeito radioprotetor da
vitamina C, E e B-caroteno em injarias do DNA em células de ratos. Essas injurias
foram mensuradas pelo teste micronuclear nos eritrocitos da medula dssea e nas
células esfoliadas da bexiga em ratos. As vitaminas foram administradas por via
oral, 5 dias consecutivos antes ou imediatamente depois da irradiacdo em varias
concentracbes: Vitamina C (acido ascorbico) — 10, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg/dia,
Vitamina E (alfa-tocoferol) — 50, 100 e 200 mg/Kg/dia;. p-caroteno — 3, 6 e 12
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mg/Kg/dia. Nos animais do grupo controle foi administrada a mesma quantidade
dos solventes: agua, solvente da vitamina C e dleo, solvente da vitamina E e
solvente do B-carotenc. A irradiacdo utilizada foi a gama, pelo Cobalto - 80, com
dose de 2 Gy. Os autores observaram que o pré tratamento de vitamina E foi
efetivo na protecdo contra a irradiagdo, observando diminuicdo das injarias no
DNA em todas as doses, mas as diferencas significantes com o controle
ocorreram nas concentracdes 100-200 mg/Kg/dia de alfa-tocoferol. No pré
tratamento de B-caroteno a dose efetiva significante foi a de 12 mg/Kg/dia. A
vitamina C mostrou-se efetiva em altas concentragdes (400mg/Kg/dia), porém
pouco visivel. Os autores também fizeram uma associagdo entre vitamina C (50
mg/Kg/dia), vitamina E (200 mg/Kg/dia) e B-caroteno (12 mg/Kg/dia) e observaram
maior efeito radioprotetor, concluindo que a associacdo entre vitamina C, vitamina
E e B-caroteno pode ser realizada ndo somente para remover os radicais livres,

mas também para aumentar a capacidade de reparo do DNA
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3- PROPOSICAO

Uma vez que o efeito da Vitamina E no processo de reparacéo tecidual
de animais irradiados corpo total ndo fol verificado na literatura ac alcance e
considerando-se a importancia de pesquisar-se substancias que minimizem os

efeitos deletérios de radiagbes ionizantes, a presente pesquisa propde-se a:
» Comparar morfologica e ulfra-estruturaimente, o efeito da Vitamina E

no processo de reparagdo tecidual, em animais irradiados e néo

irradiados corpo total por radiagao de elétrons.

30



4- Materiais e Métodos

4.1- Materiais

¢ Amostra

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus Norvegicus, Albinos, Wistar), com
idade de 60 dias e peso variando entre 200 a 250 gramas. Todos 0s animais
foram procedentes do Biotério Central da UNICAMP. Desde a fase pré-operatéria
até o sacrificio, teve-se o cuidado de manter esses animais alimentados com

racéo balanceada e agua ad libitun, sendo 0s mesmos monitorados diariamente.
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+» Fases experimentais

O experimento constitui-se das seguintes fases:

@ Fase Terapéutica

=% solucéo injetavel de acetato de Vitamina E (di-alfa-tocoferil);

= dleo de oliva

= seringas hipodérmicas com agulhas intradérmicas

# Fase de Anestesia
<> solugdo anestésica de pentabarbital de sddio — Hypinol a 3% do Laboratorio
Fantover, divisdo Cristalia

< seringas hipodérmicas com agulhas intradérmicas

& Fase Cirurgica
= mesa cirurgica ( tesoura reta, de ponta fina, pinga reta, pinga dente de rato,
cabo de bisturi, laminas de bisturi n° 11 & gazes esterilizadas

<> gabarito de plastico

# Fase de Irradiacéo

<> goelerador linear, modele Mevatron 74, da Siemens
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¢ Fase de Obtencgao das pecas

< éter etilico P. A

= solucdo de cloreto de sédio

= papel filtro

< recipientes de vidro para armazenamento das pecgas
<> fixador de Lillie

< campanula

& Fase de Preparacéo da Laminas
<> alcool 70%

= alcool absoluto

= Xilol

= Paraplasty Plus para incluséo

> micrétomo

< estufa

< hematoxilina — eosina

= azul de toluidina pH 4

4.2- Métodos
# Divisdo de grupos:
Iniciaimente, os animais foram divididos, aleatoriamente, em 5 grupos

experimentais: grupo controle, grupo irradiado, grupo vitamina E, grupo éleo
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de oliva e grupo irradiadolvitamina E. Cada grupo foi dividido em quatro
subgrupos, com 3 animais cada, para cada dia de estudo, os quais foram
identificados previamente com uma marca codigo. Os procedimentos realizados

em cada grupo constou do seguinte:

. Grupo Controle: 0s animais pertencentes a este grupo sofreram somente o
procedimento cirdrgico, ndo sendo administrada nenhuma substancia e também
ndo sofreram irradiagio, portanto representava © grupo que serviu de parametro,
no gue diz respeito a um processo de reparacdo tecidual normal, sem qualquer

fator adicional, seja no sentido de acelerar ou retardar o processo.

. Grupo Irradiado: este grupo foi caracterizado por sofrer irradiagéo corpo
total, 3 dias apds a produgdo da ferida, ngo sendo administrada nenhuma

substancia.

® Grupo Vitamina E. grupo constituido por animais que receberam vitamina

E, dissolvida em dlec de oliva, 48 horas antes da produc&o da ferida.

° Grupo Oleo de Oliva: os animais pertencentes & este grupo receberam

somente oleo de oliva.
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. Grupo Irradiado/Vitamina E: este grupo foi caracterizado por animais que
receberam injecdo de vitamina E 48 horas anterior ao ferimento, sendo irradiados
3 dias apés a produgao da ferida.

Para todos os grupos, o tempo transcorrido entre a producéc da ferida e o
sacrificio dos animais para a obtencéo das pegas foide 4, 7, 14 e 21 dias.

+ Fase Terapéutica:

Esta fase constitui-se da administracdo de 1,0 ml, infraperitonealmente, de
6lec de oliva no grupo de animais que recebeu somente esta substancia 48 horas
anterior a producao da ferida. Nos grupos de animais que receberam a Vitamina
E, foram injetadas intraperifonealmente, 180 U.l. desta substancia diluidas em 1,0

ml! de 6leo de oliva, também 48 horas antes de sofrerem o procedimento cirlrgico.

# Anestesia

Todos os animais durante os procedimentos de produgéo da ferida e no
momento de ser retirada a amostra tecidual que constituia-se do material para
analise, foram anestesiados com injegdes intra-peritoneais de pentabarbital de

sodio, com dose de 40 mg/Kg de peso corporeo.

& Fase Cirurgica: esia fase foi caracterizada pela realizag8o da cirurgia que
consistiu da producdo de uma ferida com dimensdes de 2.5 x 1,5 cm, realizada na
regido dorsal anterior. Teve-se o cuidade de realizar a ferida sempre na mesma

regido e utilizando-se o gabarito de plastico citado anteriormente. Desta forma,
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local e dimenséo da ferida foram padronizados em todos os animais. Para a
producédo da ferida, as duas incisbes maiores foram realizadas paralelamente a
coluna vertebral. A profundidade da ferida correspondeu a 0,2 cm observando-se,
apds a excis@o, o tecido muscular como base da ferida, derme e epiderme

marginaimente (Figura 1). Este procedimento foi realizado em todos os animais de

todos os grupos estudados.

& Fase de frradiacio:

Os animais que pertenciam aos grupos irradiados, foram introduzidos em
caixas de acrilico, e desta forma, n3o necessitaram sofrer anestesia durante o
procedimento de irradiac&o. Foram irradiados 3 animais por vez, sendo o feixe de
radiacdo totalmente colimado para abranger a area onde se encontravam Os
animais. Utilizou-se uma dose de 6 Gy, com um feixe de elétrons cuja energia era
de 6 MeV. A distancia fonte-alvo foi de 100 cm e a dose manteve-se com igual

intensidade até 1,0 cm de profundidade.

# Fase de obtencdo das pecas:

Apos o tempo estabelecido para cada um dos grupos, os animais foram
novamente anestesiados e entéo foram retiradas as pegas para a confecgdo das
laminas para microscopia. A peca consistia de uma amostra, contendo uma

porcao de tecido normal circundando a ferida ou a cicatriz, dependendo do estégio
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de reparacdo tecidual. Imediatamente apds a remocdo estas foram lavadas com
solucéo fisiologica, secas em papel absorvente e imers’as em solucdo fixadora de
Lillie até que se realizasse a inclus&o em parafina. Estas pecas obrigatoriamente
permaneceram neste fixador por 72 horas, no minimo. Apos esse periodo foram
incluidas em Paraplasty Plus e em seguida levadas ao micrétomo para obtencéo
dos cortes histolégicos de 7um de espessura. As laminas foram entdo preparadas

com as seguintes coloracdes:

o Coloracdo por Hematoxilina — Eosina (HE). esta coloracdo teve como
finalidade avaliar morfologicamente o processo de reparacdo tecidual dos
grupos em estudo.

 Reacao Histoquimica pelo Azul de Toluidina: pH 4, em concentragdo de
0,025%: esta técnica foi realizada segundo LISON (1960) e permitiu avaliar a
reacdo entre as moléculas de glicosaminoglicanas (GAGs) e o azul de
toluidina, através do Dicroismo Linear, cuja finalidade é observar a orientacéo

macromolecular das fibras colagenas.

Todas as laminas foram analisadas no fotomicroscopio “Zeiss — Pol 017,
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5- Resultados

Serdo descritos a seguir 0s resultados obtidos para cada grupo estudado de
acordo com a observacdo realizada microscopicamente. A ordem de descrigao
sera feita de acordo com os periodos de evolug&o tecidual, iniciando-se com ©
método de coloragdo por hematoxilina-eosina, em seguida serd avaliado o

dicroismo linear.
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Descricao Histo-Morfolégica - Coloragao por Hematoxilina -

Eosina

4° dia de Reparagdo Tecidual

Grupo Controle
A anélise microscOpica mostra que a area da ferida apresenta-se bastante
ampla, com infiltrado de células inflamatorias, caracterizando o estagio inicial do
processo de reparac@o. Todo este material encontra-se recoberto por uma crosta
de material necrético cuja funcgdo é proteger o tecido em desenvolvimento. (FIG. 1

e 1a).

Grupo Vitamina E
Neste grupo observa-se que a area da ferida tambem apresenta-se ampla,
com a presenga de um rico infilirado de células inflamatdrias. Ha a presenca da

crosta de material necrético, recobrindo o tecido em formacéo. (FIG. 2 e 2a )

Grupo Irradiado
A crosta de material necrético encontra-se bastante espessa, recobrindo um
tecido inflamado, entretantc a quantidade de células inflamatérias encontra-se

reduzida. O tecido subjacente enconira-se totaimente desorganizado. A area
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correspondente & ferida € bastante ampla, ndo havendo, portanto, sinais de

retragdo do tecido. (FIG. 3 e 3a)

Grupo Vitamina E / Radiagao
Observa-se uma area de ferida ampla, com um infiltrado de células
inflamatorias, caracteristico desta fase inicial do processo de reparagéo tecidual.

Observa-se também a presenca da crosta necrética. (FIG. 4 e 4a)

Grupo Oleo de Oliva
A drea da ferida apresenta-se bastante ampla, apresentando intenso
infiltrado de ceélulas inflamatodrias, caracterizando o estagio inicial do processo de

reparagdo. Observa-se também a presenca de uma crosta de material necrotico.

(FIG. 5 e ba)
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FIGURA 2-Grupo Vitamina E

Prancha 1

Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 42 Dia

FIGURA 1- Grupo Controle
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 1a- Grupo Controle

.

FIGURA 2a- Grupo Vitamina E

Aumento original16 x 1.25 x 10

Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Prancha 2
Coloragao por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

FIGURA 3- Grupo Irradiado
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 4- Grupo Vitamina E/Radiagao
Aumento original 6.3 x 1.25x 10

FIGURA 3a- Grupo Irradiado
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 4a- Grupo Vitamina E/Radiacao
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Prancha 3
Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

i

FIGURA 5- Grupo G — Ferida+ Oleo Oliva FIGURA 5a- Grupo G - Ferida + Oleo Oliva
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10



Descrigao Histo-Morfolégica - Coloracao por Hematoxilina -
Eosina

7° dia de Reparacao Tecidual

Grupo Controle
A area da ferida mantém-se ampia, ainda com a crosta de material
necrotico. Entretanto, ja &€ possivel observar-se a presenca de vasos sanglineos
néo formados, alguns apresentando funcéo. O tecido apresenta caracteristicas de
tecido de granulacéo. Embora em pequeno numero, ja observa-se a presencga de

fibras colagenas. (FIG. 6 e 6a).

Grupo Vitamina E
Neste grupo observa-se que a area da ferida mostra-se ainda ampla, com
a presenca da crosta de material necrotico, recobrindo parcialmente o tecido em
formacdo. Pode-se observar a presenca de vasos néo formados e alguns
funcionais. Também como o grupo controle, embora o tecido encontre-se bastante

celular, observa-se a presenca de fibras colagenas. (FIG. 7 e 7a).



Grupo Irradiado
A area correspondente a ferida ainda apresenta-se bastante ampia,
observando-se a presenca da crosta de material necrotico, recobrindo a ferida. O
tecido ndo apresenta o aspecto caracteristico de um tecido de granulac&o normal.

(FIG. 8 e 8a).

Grupo Vitamina E / Radiagao
Observa-se uma area de ferida também ampla, com um infilirado de células
inflamatérias. Observa-se a presenca da crosta necrotica, recobrindo um tecido

bastante celular, sendo observada a presenca de fibroblastes. (FIG. 9 e 9a).

Grupo Oleo de Oliva
A area da ferida apresenta-se bastante ampla, apresentando infiltrado de
células inflamatdrias, Observa-se ainda a presenca de uma crosta de material

necrético. (FIG. 10 e 10a).
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Prancha 4
Coloragao por Hematoxilina-Eosina - 72 Dia

FIGURA 6- Grupo Controle
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 7- Grupo Vitamina &
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 6a- Grupo Controle
Aumento original 16 x 1.25x 10

FIGURA 7a- Grupo Vitamina E
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Prancha 5

Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

F GURA 8- Grupo Irradiado
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

i i
FIGURA 9- Grupo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Vitamina E/Radiacao

FIGURA 8a- Grupo Irradiado
Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 9a- Grupo Vitamina E/Radiacao
Aumento original16 x 1.25x 10
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Prancha 6

Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 72 Dia

FIGURA 10- Grupo Oleo de Oliva
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 10a- Grupo Oleo de Oliva
Aumento original 16 x 1.25x 10



Descricédo Histo-Morfolégica - Coloragao por Hematoxilina -
Eosina

14° dia de Reparacao Tecidual

Grupo Controle
Aos 14 dias, a ferida apresenta a camada de epitélio queratinizada,
espessa € com presenca de invaginacdes. O tecido apresenta-se com peguenc
namero de vasos sangulineos, menos celular e a presenca de feixes de fibras

colagenas. (FIG. 11 e 11a).

Grupo Vitamina E
Observa-se a presenca de epitelio recobrindo um tecido semelhante ao
tecido do grupo controle. Observa-se entretanto, que o tecido apresenta-se menos

celular e portanto mais fibroso. (FIG. 12e 12 a).

Grupo Irradiado
Este grupo apresenta caracteristicas marcantes de um tecido de
granulacédo. Observa-se ainda a presenga de material necrotico recobrindo a
ferida, grande nimero de vasos néo formados, aiguns em plena fungdo. (FIG. 13 e

13a).
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Grupo Vitamina E / Radiagdo
Embora ainda possa ser observada a presenca de parte de material
necrético, o epitélio inicia a sua migracédo para recobrir um tecido que ainda

encontra-se bastante celular. A area da ferida apresenta-se ampla. (FIG.14 e 14a)

Grupo Oleo de Oliva
Este grupc apresenta um retardo na formagao do tecido. Pode-se observar
que a por¢ao superior da ferida ainda mostra areas inflamadas, devido a presenca
de células inflamatdrias. Observa-se também que existe um grande numero de
vasos sanglineos, alguns deles apresentando-se funcionais. O epitélio também

inicia a migracéo. (FIG. 15 e 15a).
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Prancha 7
Coloragao por Hematoxilina-Eosina - 142 Dia

FIGURA 11- Grupo Controle
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 12- Grupo Vitamina &
Aumento original6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 11a- Grupo Controle
Aumento original 16 x 1.25x 10

FIGURA 12a- Grupo Vitamina E
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Prancha 8
Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 142 Dia

FIGURA 13- Grupo Irradiado

FIGURA 13a- Grupo lrradiado

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 14- Grupo Vitamina E/Radiagéo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 14a- Grupo Vitamina E/Radiacao
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FIGURA 15-

Prancha 9
Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

Grupo Oleo de Oliva
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 15A- Grupo Oleo de Oliva
Aumento original 16 x 1.25 x 10



Descricao Histo-Morfologica - Coloragédo por Hematoxilina -
Eosina

21° dia de Reparacao Tecidual

Grupo Controle
A ferida apresenta-se menor, observando-se uma involugdo do epitélio, que
apresenta a mesma espessura do epitélio normal, indicando portanto que o
numero de vasos sanglineos apresenta-se reduzidoe e o tecido encontra-se
maduro, embora néo totaimente. Anexos da pele também podem ser observados.
Os feixes de fibras colégenas ja apresentam uma disposi¢ao horizontal. (FIG. 16 e

16a).

Grupo Vitamina E
A area ferida encontra-se bastante reduzida, observando-se a presenga de
anexos de pele. O epitélio embora reduzido em sua espessura, gquando
comparado ao epitélio aos 14 dias, ainda apresenta-se mais espesso gue ©
epitelio normal adjacente, observando-se inclusive a presenca de invaginacdes.

(FIG. 17 e 17a).
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Grupo Irradiado
O grupo irradiado apresenta-se com 0 epitélio, que embora néo espesso,
recobre um tecido rico em vasos néo formados e em plena fungdo. Observa-se

também a presenca de grande numerc de células (fibroblastos). (FIG. 18 ¢ 18a).

Grupo Vitamina E / Radiacao
Este grupc apresenta um epitélio, que embora queratinizado, mostra-se
ainda espesso, recobrindo um tecido bastante celular. As fibras colagenas ja se

apresentam organizadas. (FIG. 19 e 19a).

Grupo Oleo de Oliva
A ferida apresenta-se bastante ampla. O epitélio ndo queratinizado recobre
um tecido rico em células. Pode-se observar que o tecido n&o apresenta-se

orientado. (FIG. 20 e 20a ).
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Prancha 10
Coloragéao por Hematoxilina-Eosina - 212 Dia

FIGURA 16- Grupo Controle
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 17- Grupo B - Ferida + Vit. E
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 16a- Grupo Controle
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 17a- Grupo B - Ferida + Vit. E
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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FIGURA 18- Grupo lrradiado
Aumento original 6.3 x 1.25 x

FIGURA 19- Grupo Vitamina E/Radiagdo

Prancha 11
Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 212 Dia

FIGURA 18a- Grupo irradiado
10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 19a- Grupo Vitamina E/Radiagéo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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FIGURA 20-

Prancha 12
Coloracao por Hematoxilina-Eosina - 212 Dia

Grupo Oleo de Oliva
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 20a- Grupo Oleo de Oliva

Aumento original 16 x 1.25 x 10



Exame do Dicroismo Linear pelo Azul de Toluidina

O Dicroismo corresponde a um método baseado nas teorias de absorgéo
e dispers@o luminosa. Corresponde a uma propriedade que certos materiais tém
de possuirem diferentes coeficientes de absorcdo para luz polarizada em
diferentes direcbes, oferecendo coloragdes diversas na dependéncia da direcéo
em que s8c observadas. De uma forma mais simples, pode-se dizer que o
dicroismo € a propriedade que uma determinada substancia tem, guando
observada ao microscopio de polarizacdo, de exibir duas cores quando corada
com um unico corante metacromatico, geralmente corantes organicos como o
Vermelho Congo, Tionina ou Azul de Toluidina.

Na presente pesquisa, para a observacdo do fendmeno do dicroismo linear
nos diferentes grupos, utilizou-se o Azul de Toluidina a 0,025% e pH 4, onde
normalmente as moléculas do corante se ligam as macro-moléculas de
glicosaminoglicanas produzidas pelos fibroblastos, ligadas orientadamente as
macromoléculas de colageno. E aceito que a estabilidade do colageno depende
da associacao entre as moléculas de glicosaminoglicanas e colageno, sendo essa
associacao orientada.

Assim, o tecido corado analisado ao microscdpio de polarizagdo mostra-se
azul ortocromético quando os feixes de fibras colagenas encontram-se paralelas

ao plano de polarizagdo da luz. Quando gira-se a platina do microscopio,
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colocando-a paralela ao plano de polarizagdo da luz, os feixes de fibras colagenas
passam a exibir nao mais uma coloragao azul e sim rosa metacromatica. Portanto,
isso s6 ocorre quando o tecido apresenta organizagdo macromolecular (FIG. 23 e
24). Quando ndo apresenta esta organizagdo macromolecular, a coloracao
permanecera azul ortocromatico (FIG.21 e 22).

Dentre os grupos avaliados na presente pesquisa quando analisados por
microscopia de polarizacéo, pode-se observar que os Grupos Controle, Vitamina E
e Grupo Vitamina E/Radiacfo, apresentaram dicroismo linear nas laminas
correspondentes ao 7° dia do processo de reparacfo tecidual. Os demais grupos,
Grupo lrradiado e Grupo Oleo de Oliva, somente apresentaram dicroismo nas
ldminas correspondentes ao 14° dia do processo de repara¢do. Torna-se evidente
que os trés primeiros grupos acima descritos apresentaram uma organizacdo
macromolecular das fibras de colageno mais cedo gque os dois udltimos grupos

citados.
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Prancha 13

Reacao Histoquimica de Azul de Toluidina

FIGURA 21- Incidéncia paralela ao Plano de
polarizagéo da luz

FIGURA 22- Incidéncia perpendicular ao Plano de polarizagéo
da luz - coloragéo azul ortocromatica

FIGURA 23- Incidéncia paralela ao Plano de
polarizacéo da luz

FIGURA 24- Incidéncia perpendicular ao Plano de polarizagéo
da luz - coloragao réseo metacromatica



6- DISCUSSAO

A reparacao tecidual corresponde a um processo compiexo gue envolve
muitos mecanismos 0s quais estdo intimamente associados. Esta intima
associagdo faz com que todos os fatores ligados ao processo de reparagao
desempenhem suas funcbes de forma que se um determinado elemento sofrer
algum dano que venha a afetar seu funcionamento, outro elemento e por
conseguinte outra etapa do processo, sera também afetada. Pode-se apenas de
forma didatica, dividir o processo de reparo em trés fases: inflamagéo, producéo
do tecido de granulacdo e maturagdo, onde ocorre a formacgao e remodelagio da

matriz. Em relacdo as células predominantes, na fase de inflamacdo, onde
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predominam os fendmenos vasculares, tém-se os neutréfilos polimorfonucieares,
monocitos e linfocitos. Essas células sdo atraidas ao local ferido mediante &
liberac@o de algumas substancias, processo este conhecido como guimiotaxia. Os
neutrofilos, nesta fase inicial do processo de reparo tem por fungdo “limpar’ a
regido ferida de todos os elementos estranhos. Os mondcitos se convertem a
macrofagos e fagocitam as particulas patogénicas. Apds esse perfodo, tem inicio
a formacdo do tecido de granulag&o. Esse tecide corresponde a um tipo de tecido
onde ha predominancia de fibroblastos e angioblastos, células responsaveis pela
formacéo de vasos sanguineos. A presenca de um grande numero de vasos
sanglineos €& a principal caracteristica desse processo. Esses vasos
desenvolvem-se semelhante a aicas da profundidade do tecido até sua superficie,
e a observacdo de um corte feito perpendicularmente aos vasos, quando
observado macroscopicamente, € que confere 0 nome de tecido de granulagao,
pois os vasos assemelham-se & granulos. Por fim, ocorre a produg&o de
moléculas de glicosaminoglicanas e colageno gue apds agregarem-se e com a
producdo dos feixes de fibras colagenas orientados formando entdo a cicatriz.
Fsta fase é caracterizada por um menor numero de fibroblastos. Ressalta-se, mais
uma vez, que essa divisdo em fases do processo de reparo € apenas para um
melhor entendimento do processo em si, visto que todas as etapas gue ocorrem
sao interdependentes.

Esse complexo processo que ocorre para reparar um dano ao tecido, esta
sujeito a sofrer alteracbes. Existem determinadas drogas que contribuem para a

sua evoiugéo de forma mais rapida. Entretanto, existern alguns fatores que podem
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interferir nesse processo, podendo-se citar como fator do proprio organismo a
diabetes e como fator externo, a radiagdo ionizante.

O uso das radiagOes ionizantes tem se tornado uma constante, seja
utilizando esse tipo de energia como forma de diagndstico ou também como forma
terapéutica. Entretanto, sabe-se das possiveis conseqiiéncias que o uso incorreto
ou até mesmo devido & acidentes nucleares, das radiacbes ionizantes, podem
trazer ao ser vivo € por que nao de forma mais ampla, ao ambiente. Essas
consequéncias podem ser desde a morte indiscriminada de individuos gue entram
em contato com essa energia, como no caso de Goidnia, onde pessoas morreram
devido ao contato direto com o Césio 137, até danos menores que podem ser
decorrentes da acdo deletéria da radiacdo ionizante, como um retardo no
processo de reparagao tecidual, observado até mesmo quando utilizam-se baixas
doses, como observado por BARTTON et af (1985), KRISHNAN et al (1987),
ALMEIDA (1997) e MONTEIROQ (1999).

Diante desses fatores, a ciéncia sentiu necessidade de pesquisar
substancias que minimizassem a acio deletéria da radiacéo, substancias estas
conhecidas como Radioprotetores. Os radioprotetores podem ser quimicos e
bioldgicos. A lipofilica Vitamina E ou Tocoferol € conhecida por ser varredora de
radicais livres, sendo considerada um radioprotetor bioldgico.

A formacao de radicais livres esta associada tanto ao ferimento, quanio
principalmente, a irradiacdo. A interagdo da radiacdo com a matéria produz
reacdes que leva a formacgao de radicais livres e possibilitam o aparecimento de

reacbes com a formacéo de substancias como ¢ perdxido de hidrogénio, H0,.
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MARCUS E COULSTON,, afirmam que a Vitamina E impede a formacéo de
produtos tdxicos da oxidacéo, como os produtos de peroxidacdo.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, decorrentes das avaliagbes
realizadas através de microscopia Optica, e mais especificamente, através da
colorac@o por hematoxilina-eosina, indicam que o processo de reparag¢do tecidual
nos animais pertencentes ao grupo controle seguiu a seqiéncia normal esperada,
visto que aos qualro dias pode-se observar que o tecido ferido ja apresentava o
processo de angiogénese. Em relacdo a populacéo celular, observa-se que 0s
linfocitos juntamente com os neutréfilos, embora em menor numero, o que
corresponde a evolugdo normal, sao os tipos celulares presentes. Outro fator
importante nesta fase avaliada, corresponde a presenca da crosta, que tem como
funcao proteger esse novo tecido em desenvolvimento. Avaliando-se o grupo de
animais que sofreram o procedimento cirdrgico e receberam 180 U. | de Vitamina
E, o quadro avaliado corresponde também a esta descricdo. Quando avalia-se a
ferida no grupo de animais gue recebeu somente o 0leo, observa-se gque existe um
marcante infiltrado de células inflamatdrias, predominantemente linfocitos,
subjacente a crosta. Com isso pode-se observar que o Oleo administrado nos
animais pode ter atuado como um fator irritante ao processo de reparagéo
tecidual. A finalidade de administrar-se o 6leo foi devido ao fato de gque para
aquele grupo de animais que recebeu Vitamina E, houve necessidade de um
veiculo. Sendo assim, a administracdo somente do éleo em um grupo de animais
foi necessario. Isto sera comentado mais adiante. No grupo de animais irradiados,

nos quais ndo foi administrada a Vitamina E, observa-se a presencga do infiltrado
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de células inflamatdrias. Entretanto, esse infiltrado de células mostra-se reduzido,
quando comparado a todos os grupos. VEGESNA ef aJ, em 1993, observaram que
animais irradiados corpo total e animais que tiveram somente metade do corpo
irradiado, apresentaram uma menor quantidade de células inflamatorias em
relacgo a animais que receberam irradiag2o local. Portanto, a radiacéo de elétrons
interferiu na producdo hematopoiética dos animais deste grupo, contrariamente a
acao do oleo que como possivel fator irritante estimulou a proliferacéo de células
inftamatérias. Protegendo o tecido inflamado tem-se a crosta de material necrético.
A néo vascularizacdo ndo ocorreu e portanto, a irradiacdo provavelmente
contribuiu para a permanéncia do infilfrado inflamatério neste grupo e também
agiu retardando ou impedindo a formacgdo de vasos. Segundo VAN DEN BRENK,
em 1959, doses de radiacdo X e v, acima de 2.000 R impedem o crescimento de
brotos capilares. Como nesta pesquisa, embora sendo radiagio de elétrons,
utilizou-se uma dose de 6 Gy, portanto bem inferior & dose citada, isto pode
justificar a n&o formagéo dos vasos até este periodo avaliado. Também
REINHOLD & BUISMAN, em 1973, observaram que doses de 1.000 rad de
radiacgo X reduz a proliferacgo de vasos sangiineos. Um volume vascular
diminuido em feridas irradiadas, também foi observada por GUIDUGLI NETO
(1987). O processo de reparc do grupo irradiado que recebeu o tratamento com
Vitamina E, mostra também a presenca de um infilrado de células inflamatorias,
podendo-se afirmar que este infiltrado ndo € tdo grande quanto aquele existente

nos dois ultimos grupos citados. Entretanto, ja existe a presenca de fibroblastos, o
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que diferencia esse grupo dos dois anteriores. O papel radioprotetor da Vitamina E
aos 4 dias do processo de reparacao tecidual, nas condicbes estudadas, embora
néo tdo evidente, j& indica haver uma diferenga entre o grupo irradiado que
recebeu Vitamina E e o grupo que sofreu apenas radiacao.

Ainda sob 0 aspecto da coloracdo por hematoxilina-eosina, observa-se que
acs 7 dias do processo de reparc, o grupo controle apresenta-se com a principal
caracteristica do tecido de granulagéo: a néo formagao de grande guantidade de
vasos. A funcaoc dos vasos esta ativa e isso & observado também no grupo de
animais que recebeu somente o tratamento com Vitamina E, embora neste grupo
de animais o0 numero de vasos seja menor. Também pode ser observada a
formacgéo de colageno, o que coincide com os achados de VIZIOLIL, em 1971. No
grupo de animais gue recebeu somente bSleo, ¢ tecido mostra-se bastante
desorganizado, assemelhando-se ao grupo de animais que foi irradiado. Pode-se
afirmar que a irradiacé@o interferiu no processo de reparo. Segundo WANG ‘et al,
em 1994, a irradiac&o local com 9,6 Gy de eletrons e feixe de 4 MeV, produz
desorganizacao de fibras colagenas, contribuindo para um retardo no processo de
reparacio. Nesta pesquisa, apesar da dose utillizada ter sido inferior a citada, a
energia do feixe foi maior, 6 MeV, 0 que permite dizer que a penetragéo da
radiacdo foi maior. Além disso, os animais tiverem seus corpos integralmente
expostos a radiacdo. O grupo de animais que recebeu Vitamina E e foram
irradiados, apresentou aos 7 dias, um processo de reparo intermediario enire 0s
grupos Controle e Vitamina E e os grupos Oleo de Qliva e Irradiado. Portanto,

apesar de n&o ser totalmente evidente o efeito radioprotetor desta vitamina E ate o
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presente momento, pode-se ver que 0 processo de reparo no grupo de animais
iradiados e tratados com Vitamina E, ndo sofreu tanta interferéncia como no
processo dos animais que receberam somente oleo ou foram somente irradiados.
A presenca de vasos néo formados no grupo controle aos 7 dias,
corresponde a um fator essencial para ¢ desenvalvimento do epitélio, observado
aos 14 dias, recobrindo toda a area correspondente a ferida. Como no grupo que
recebeu somente a Vitamina E, o numero de vasos presentes aos 14 dias mostra-
se inferior aquele observado no grupo Controle, o epitélioc apresenta-se menos
espesso, 0 que confere uma caracteristica de um processo de reparo mais
avancado neste grupo. Deve-se lembrar que o ferimento também produz radicais
livres e que neste grupo, esses elementos séo produzidos somente por este fator.
Sendo assim, torna-se evidente que a Vitamina E competiu com esses radicais
livres exercendo sua fungéo de anti-oxidante. No grupo de animais que recebeu
somente o OGleode oliva, 0 atraso no processo de reparagic toma-se bastante
evidente, pois observa-se gue o tecido aos 14 dias ainda apresenta a crosta,
embora o epitélio inicie sua migracéo, e o tecido subjacente seja rico em vasos
sanglineos. O grupo irradiado, apresenta retardo, visto que ainda ndo &
observada migracio epitelial e 0 tecido subjacente a crosta de material necrético,
apresenta-se bastante vascularizado com os vasos mostrando-se funcionais,
aspecto este correspondente & um tecido com 7 dias de evolugdo. Observa-se
também haver peguenc numero de celulas responsaveis pela fibroplasia, os
fibroblastos. Isto coincide com as afirmacdes de MOORE, em 1984, guando o

autor afirma que uma ferida que € iradiada numa fase mais tardia do processo de
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reparagdo, como nesse caso em que a ferida foi irradiada trés dias apds sua
produc&o, o numero de fibroblastos sofre um decréscimo. O grupo irradiado e
tratado com Vitamina E, apresenta um tecido bastante celular e ao contrario do
grupo anterior, ja pode-se observar a migrag@c do epitélio & partir da bordas da
ferida. Além disso, 0 tecido apresenta-se mais organizado. Segundo, LONDER &
MYERS, em 1952, a Vitamina E pode aumentar a recuperacgio da medula dssea.
O processo de reparagao tecidual progride no grupo controle dentro dos
parametros normais. Aos 21 dias, observa-se o epitélio com espessura reduzida,
gueratinizado e presenca de anexos da pele. O grupo gque recebeu somente o
tratamento com vitamina E, apresenta um processo mais evoluido, observando-se
também a presenca do epitélio queratinizado e de anexos da pele, entretanto a
area correspondente a ferida apresenta-se bastante reduzida em relagcéo ao grupo
Controle. Mais uma vez, ressalia-se que a Vitamina E agiu como um perfeito anti-
oxidante, combatendo os radicais livres produzidos na ferida. LONDER & MYERS,
em 1952, e SARRIA & PRASAD, em 1984, afirmam que a Vitamina E € um
potente anti-oxidante, embora esses autores tenham avaliado o seu efeito
radioprotetor. O grupo que recebeu somente 6leo, sem duvida nenhuma, foi o
grupo em que o processo de reparagdo tecidual mostrou-se mais retardado,
mesmo quando comparado ao grupo irradiado, que aos 21 dias apresenta epitélio
recobrindo um tecido bastante celular e vascular. Ja o grupo irradiado que recebeu
tratamento com Vitamina E, apesar de mostrar um processo mais retardado,
quando comparadc aos grupos controles e tratado somente com Vitamina E,

apresenta um processo mais evoluido em comparacdo aos grupos que recebeu
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dleo de oliva e ao grupo que foi irradiado. lgualmente, o efeito anti-oxidante da
Vitamina E pode ser observado no Grupo Irradiado e tratado com Vitamina E.
Mesmo que © processo de reparaggo tecidual tenha se mostrado bastante
evoluidc no grupo que recebeu somente vitamina E, vale ressaltar que a
quantidade de radicais livres formada nos grupos irradiados foi bem maior, pois
estes foram produzidos por dois fatores: a producdo da ferida e a irradiacio.
Portanto no grupo irradiado, a Vitamina E teve que competir com um maior
numero de radicais livres, o que justifica o processo de reparo ser diferente nos
dois grupos tratados com Vitamina E.

Pelos resultados obtidos, observa-se que o oleo de oliva exerceu maior
dano ao processo. Provavelmente isso foi decorrente de um efeito irritante, visto
que o dleo foi injetado 48 horas antes da produgéo da ferida, interferindo na fase
inflamatdria inicial, observando-se que a intensa presenca de células inflamatdrias
no local da ferida, faz com que ocorra um retardo acentuado em todo 0 processo.
Da mesma maneira, a irradiaco interferiu na populagdo de células inflamatérias,
mas de forma contraria & do d6leo de oliva. Esta produziu supresséo celular,
retardando a progresséo das fases posteriores do processo de reparo. Depresséo
de macroéfagos foi observada por MUSTOE ef al (1989) gue utilizaram 800 rad de
radiacdo de elétrons corpo fodo, citando estes autores que essa dose causa
profunda depressdo da medula o6ssea. Também CROMACK et al (1993),
observou essa depressao da medula dssea apos irradiaggo com 800 rad de uma
bomba de cobalto 60. Isso indica, portanto que irradiacdo de corpo total, como a

realizada neste experimento pode causar depressdo da medula dssea afetando
70



uma populacdo de células que papel importante na reparacdo de feridas: os
monoécitos que posteriormente se transformam em macréfagos, células que além
de exercer a t&o conhecida funcdo de fagocitose ainda s&o responsaveis pela
estimulacdo de alguns tipos de células em liberarem certas susbtancias que tem
importante papel no processo de repara¢do tecidual normal. A acdo anti-oxidante
da Vitamina E tormou-se evidente, principalmente pela evolu¢do do processo de
reparo no grupo de animais gue foi tratado com Vitamina E e nédo sofreu
irradiacdo. Entretanto, quando avalia-se o efeito radioprotetor da Vitamina E, este
nao esta associado somente ao fato desta vitamina competir com radicais livres
formados, mas também por outros fatores. HOFFER & ROY et a/, em 1975, citam
gue animais que tiveram dieta deficiente em Vitamina E, apresentaram fragilidade
em seus eritrocitos. Durante o processo de reparo, o metabolismo da regido esta
aumentado, conseqUentemente, ha necessidade de células que desempenhem
funcdes altamente energéticas. A vascularizagdo € um fator importante para o
processo de reparo e com ela a plena fung¢do das células sanglineas, as quais no
presente estudo, de acordo com o0s autores citados acima, foram beneficiadas
pela Vitamina E. No caso dos animais irradiados que receberam Vitamina E, a
provavel supressdo foi um fator marcante, entretanto, a injecdo de Vitamina E,
pode, conforme citado por MALICK et al, em 1978, estar associada & um aumento
da resposta imune ou a um aumento da recuperacio da medula ossea.

Qutro fator associado a irradiag@o, corresponde ao processo de
peroxidacdo. Segundo KONINGS & DRIJVER, et a/, 1979, deficiéncia de Vitamina

E, torna as membranas celulares mais vuilneraveis a peroxidacéo lipidica. A
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diminuic&o deste processo por anti-oxidantes em animais irradiados com radiacao
X e ozonio, também foi observada por KONINGS & OQOSTELOO ef al, em 1980.
SHIRAISHI et al, em 1985, observaram que a Vitamina E inibiu fortemenie a
peroxidacao de lipidios em membranas, decorrente de irradiaggo.

Injuria ao DNA ocorre em tecidos irradiados e segundo GALLIGAN et al,
em 1997, as Vitaminas C e E s&o anti-oxidantes bastante efetivos contra injurias
ao DNA, o que também foi observado por KONOPACKA et al, em 1998. Embora
este processo ainda ndc esteja completamente esclarecido, pode-se supor que
injtirias ao DNA de células presentes no processo de reparp tenham sido evitadas
pela Vitamina E, fazendo com que as novas células ndo apresentassem
alteracbes morfoldgicas e funcionais que poderiam levar ao funcionamento
deficiente das mesmas e com isso alteracbes na producic do novo tecido

A avaliagdo do processo de reparo pode se dar também através da
observacao da resisténcia do tecido formado, quando submetido a forcas capazes
de causarem rompimento neste tecido. O efeito da Vitamina E também foi avaliado
neste sentidc. TAREN et al, em 1986, observaram uma resisténcia média a
tensdo de feridas de animais tratados com Vitamina E e irradiados, de 95% em
relacéo ao grupo controle. CARROL et al, em 1995, observaram que feridas de
animais que receberam um tratamento com Vitamina E associada a ribose-
cisteina, tiveram maior resisténcia a for¢a de rompimento. Na presente pesquisa,
ndo foi utilizado quaiquer método para avaliar a resisténcia a tensdo do tecido.
Entretanto, a resisténcia do tecido & conferida com a organizacdo dos feixes de

fibras colagenas que dispdem-se horizontalmente e de forma orientada. Isto foi
72



avaliado pelo dicroismo linear. Segundo o dicroismo apresentado pelos tecidos
dos grupos estudados, observou-se que os Grupo Controle, Vitamina E e Vitamina
E/Radiag&o apresentaram dicroismo nas laminas correspondentes ao sétimo dia
do processo de reparo. 1sso ndo significa dizer que os trés grupos citados tiveram
a mesma evolug¢do em relacdo ao dicroismo, pois um determinado grupo pede ter
apresentado dicroismo j@ no quinto dia e outro grupo no sexto dia. Entretanto
como os periodos de avaliacdo foram estabelecidos previamente, pode-se dizer
gue esses {rés grupos tiveram um processo de reparo mais semelhante entre si e
diferente dos outros dois grupos, Oleo de Oliva e Irradiado, que s apresentaram
dicroismo no décimo guarto dia. Portanto os resultados coincidem com os achados
dos autores acima citados em relagéo ao papel da Vitamina E na avaliag@o da
resisténcia da ferida irradiada, embora a avaliac&o tenha sido de forma indireta.

Este trabalho concorda com todos os trabalhos até aqui citados quanto ao
efeito radioprotetor da vitamina E, porém n&o estad de acordoc com o trabalho de
ROSTOK et al. (1580) que observaram que n&o houve diferenca significativa entre
os animais dos grupos que receberam vitamina E no pré-tratamento e os do grupo
controle. Deve-se levar em consideragdo gue nesse trabalho o tipo de tecido
analisado foi diferente deste frabalhc e dos outros autores, sugerindo gque a
vitamina E n&o exerce efeito radioprotetor nas células do pulm&o e corag&o.

Os resultados deste trabalho também nao concordam com os achados de
EL-NAHAS et al. { 1993), onde observaram que a vitamina E ndo se mostrou
efetiva na radioprotecéo nas aberracbes cromossémicas e na atividade mitdtica

das células da medula dssea. Os autores também afirmaram que o Gleo de oliva, o
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veiculo da vitamina E, promove agao radioprotetora e esta agao € suprimida pela
presenca da vitamina E. Neste trabalho, por outro lado, o efeito do dleo de oliva e
a associacio deste dleo com a radiacéo de eletrons promoveram um atraso na
reparacdo tecidual das feridas produzidas, tornando-se claro, neste trabalho, que
o efeito radioprotetor no processo de reparagao tecidual € dada pela vitamina E e
nao pelo dleo de oliva. Talvez esta diferenca de resultados pode ser devido & via
de administracéo da vitamina £ e do oleo de oliva, onde no irabalho de EL-
NAHAS et al. (1983) foi por via oral e neste foi por via intraperitoneal.

Diante do exposto ficou claro o papel anti-oxidante da Vitamina E no
processo de reparacdo tecidual, principalmente pelos resultados apresentados
pelo grupo de animais que recebeu somente o tratamento com Vitamina E. O
papel da Vitamina E como radioprotetor tambem pode ser observado, uma vez
que o processo de reparacdo tecidual dos animais irradiados que receberam
Vitamina E assemelhou-se aguele do Grupo Controle. Considerando-se que a
irradiagéo foi realizada em corpo todo, e portanto os efeitos deletérios deste tipo
de irradiagdc s&o mais danosos, pode-se ter na Vitamina E um aliado para
minimizar os danos causados pela agdo da radiagdo ionizante no processo de
reparacdo tecidual, uma vez que ndo houve interferéncia desta substéncia no
processo, quando avaliado em feridas normais ou irradiadas. Isto foi observado
pelo fato de que os aniamis que receberam somente vitamina E e gque nao
sofreram irradiacio apresentaram um processo de reparac evoluido em relacéo

ao grupo controle, comprovando portanto, o efeito benéfico desta substancia.
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7- CONCLUSOES

Segundo as condigbes experimentais utilizadas, os resultados obtidos

nesta pesquisa permitem concluir que:

+ A vitamina E, ao que parece, favoreceu o processo de reparagao, atuando
como um anti-oxidante, uma vez que o grupo de animais tratado somente
com Vitamina E, mostrou o processo de reparo mais evoluido que 0 grupo
controle;

+ O efeito radioprotetor da Vitamina E, foi comprovado, visto que os animais
irradiados e tratados com Vitamina E apresentaram a evolug&o do processo

de reparo semelhante aquela mostrada pelos animais do grupo controle.
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