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Resiumo

Sendo j& descritc na literatura, o efeito deletéric da radiagéo
ionizante nos tecidos vivo, propde-se com este trabalho avaliar a agéo da vitamina
E como radioprotetor no processc de reparacdo tecidual em ratos, que sofreram
um procedimento cirdargico, onde foi realizada uma ferida na regido dorsal anterior.
Os animais foram divididos em 8 grupos: grupo C (controle) — realizac&o da ferida,
grupoc VEBO — pré tratamento com vitamina E (60 Ul) e realizagéo da ferida, grupo
VEQQ - pré tratamento com vitamina E (90 Ul) por via intraperitonel e realizagéo
da ferida, grupc IRR - ferida e irradiac@o de suas bordas 3 dias apés a cirurgia,
grupc VESOIRR — pré tratamento com vitamina E (60 Ul), realizag&o da ferida e
irradiac@o de suas bordas 3 dias apds a cirurgia, grupo VEQOIRR — pré tratamento
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com vitamina E (90 Ul), realizacdo da ferida e irradiacdo de suas bordas 3 dias
apos a cirurgia, grupo OOL - pré tratamento com éleo de oliva e realizagdo da
ferida e grupo OOLIRR - pré tratamento 6leo de oliva, realizacdo da ferida e
irradiagcédo das bordas 3 dias apds a cirurgia. Os dias de obtencéo das pecas para
andlise foram 4, 7, 14 e 21 dias ap6s a producdo das feridas. A acgéo
radioprotetora da vitamina E foi avaliada pelos seguintes métodos: coloragdo por
hematoxilina-eosina para analise morfolégica do tecido de granulacéo, coloragédo
por picrosirius para avaliar, quantitativamente e quantitativamente a birrefringéncia
dos feixes de colageno e reacdo histoquimica do azul de toluidina para
observacgao do dicroismo linear apresentado pelos tecidos organizados . A analise
dos resultados obtidos mostrou que 6 Gy de radia¢do de elétrons com um feixe de
6 MeV, causou um retardo no processo de reparac¢ao tecidual e a vitamina E foi
efetiva como radioprotetora nas duas doses estudadas, apresentando resultados

semelhantes aos animais do grupo controle.
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Abstract

The deleterious effect of the radiation in the normal tissues has been
already described in the literature. The purpose of this work was to evaluate the
action of the vitamin E as radioprotector in the process of tissue reparation in rats,
that were submitted to a surgical procedure, in which a wound was performed in
the fore dorsal area. The animals were divided in 8 groups: group C (controls) -
performance of the wound, group VEG0 - previous treatment with vitamin E (60 Ul)
and performance of the wound, group VESO0 - previous treatment with vitamin E
(90 Ul) and performance of the wound, group IRR - wound and irradiation of its
borders 3 days after the surgery, group VEB0IRR- previous treatment with vitamin

E (60 Ul), performance of the wound and irradiation of its borders 3 days after the
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surgery, group VESOIRR - previous treatment with vitamin E (90 Ul), performance
of the wound and irradiation of its borders 3 days after the surgery, group OOL -
previous treatment with olive oil and performance of the wound and group
OOLIRR - previous treatment with olive oil, performance of the wound and
irradiation of the borders 3 days after the surgery. The pieces for analysis were
obtaining at 4, 7, 14 and 21 days after the surgical procedures. The radioprotection
effect of the vitamin E was evaluated by the following methods: staining by
hematoxylin-eosin in order to evaluating granulation tissue, staining by picrosirius
to evaluate, quantity and quality the birefringence of the collagen bunches and
staining by toluidin in order to observation of the linear dicroism presented by the
organized tissues. The results showed that 6 Gy of electron irradiation with a beam
of 6 MeV, caused a retard in the process of tissue repair and the vitamin E was
effective as a radioprotector in the two studied doses, showing similar results in the

animals of the group control.
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1- Introducdo

Logo apds a descoberta dos raios X pelo Professor Réntgen, em
novembro de 1895, Emil H. Grubbé, fabricante de tubos a vacuo, foi acometido por
uma dermatite localizada em sua mao. Suspeitou-se, entdo, que a causa dessa
dermatite fosse uma exposicdo excessiva a radiagdo X. A medida que outros
acidentes que produziram danos biolégicos foram ocorrendo, pesquisas foram
desenvolvidas, a fim de se tentar diminuir os efeitos deletérios provocados nao sé
pela radiacdo X mas também por outros tipos de radiagdes ionizantes.

Atualmente, muito ja foi feito para minimizar as possiveis injdrias que
podem sofrer os pacientes, quando as radiacdes ionizantes sdo utilizadas, seja
com finalidade terapéutica ou diagnostica, tais como: a calibragdo correta dos
aparelhos, a filtracdo da radiacdo de maior comprimento de ondas, a colimagéo

do feixe central de radiagdo por meio do diafragma de chumbo, a utilizacdo de
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cilindros abertos, o uso de filmes rapidos e a utilizagdo de aventais plumbiferos
para a protecéo de orgaos sensiveis a radiacdo ionizante.

Quando a radiacdo ionizante é utilizada com finalidade terapéutica
em pacientes portadores de certos tipos de neoplasias, existe uma preocupagéo
devido a alta porcentagem do aparecimento de complicagbes maiores, como € 0
caso da radioterapia na regido abdominal e pélvica, na qual mais de 17% dos
pacientes desenvolvem grandes éreas de necrose em tecido adjacente a lesdo
(BUBRICK et al., em 1992). Segundo BUBRICK ef al.(1992) ¢ CARROLL et al.
(1995) os pacientes que s&o submetidos a radioterapia, como no tratamento de
neoplasias, 5% necessitam de cirurgias para remocao de injurias causadas por tal
tratamento.

Em relagéo aos pacientes que obrigatoriamente tém que passar por
tratamentos radioterapicos, existe uma'preocupagéo por parte dos profissionais
em diminuir os efeitos deletérios das radiagdes ionizantes. Pode-se citar, a
crescente utilizacdo dos Aceleradores Lineares, que produzem feixes de elétrons
altamente colimados e devido ao fato de ser possivel determinar-se a energia do
feixe de radiacdo, torna-se facil controlar a profundidade de penetragdo do
mesmo. Associada a esses fatores, existem certas substancias que também
diminuem a agéo danosa das radiacdes ionizantes nos tecidos vivos, conhecidas
como Radioprotetores

Um dos fatores que contribuem para os danos causados pela radiacéo € o

fato de que no momento em que a radiagio ionizante é absorvido pelos tecidos
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vivos ocorrem, nas células, reacdes fisico-quimicas com produgéo de radicais
livres. O efeito prejudicial da radiac&o pode ser devido ao inicio da peroxidacdo de
lipidios por esses radicais livres, a qual ocorre principalmente dentro da membrana
celular com alta concentracdo de acidos graxos poli-insaturados. Como as
membranas microssomais € mitocondriais apresentam uma grénde quantidade
desses acidos, elas sao susceptiveis a peroxidacdo lipidica, que tem como uma
das consequéncias a perda da integridade dessas membranas e a diminuigdo no
funcionamento celular. Os radioprotetores tém a propriedade de proteger o tecido
vivo ou pelo menos diminuir os danos a ele causados pela radiagdo. Sua acdo &
decorrente da ligagdo quimica entre essas substancias e os radicais livres
produzidos pela radiagdo, impedindo esses efeitos danosos.

A vitamina E, em particular, esta sendo estudada pelos seus possiveis
efeitos radioprotetores. Existem ainda controvérsias sobre seu papel. Varios
autores (HOFFER & ROY, 1975 ¢ SARRIA & PRASSAD, 1984) mostraram que a
vitamina E, uma substancia antioxidante, protege os tecidos normais in vitro e in
vivo frente a radiagédo, entretanto, outros autores (EL-NAHAS et al., 1993)
afirmam que a mesma vitamina E se mostra ineficiente na radioprotegcdo de
tecidos normais e tumorais.

Como se vé, os efeitos da vitamina E, principalmente no que tange a sua

acao radioprotetora, ainda s&o discutiveis.
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2- Revista da Literatura

Para facilitar o entendimento deste capitulo, este foi subdividido em 2
itens:

1- Reparacgéao tecidual e radiagio ionizante;

2- Radiacéo ionizante e vitamina E.
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2.1- Reparagdo tecidual e radiagdo ionizante

A reparacédo tecidual € um processo que o organismo vivo se utiliza
para restaurar um tecido lesado. Porém nem sempre este novo tecido apresentara
as mesmas caracteristicas do tecido substituido. Assim, a reparacéo tecidual pode
ocorrer por dois processos: a regeneragao, no qual o tecido forma-se a parir de
células do parénquima, semelhantes as lesadas e a cicatrizagéo, onde o tecido
lesado é substituido por tecido conjuntivo fibroso néo formado, resultando a
cicatriz.

A cicatrizagdo é um processo que pode ser dividido didaticamente

em 3 fases distintas, visto que n&o ha separagdo de uma fase para outra. A
primeira fase, inflamac&o, é caracterizada pela hemostase, ocorrendo apds a
producéo da ferida, com presenca de plaquetas e formacédo de fibrina. Ha a
liberacdo de mediadores quimicos que induz a migracdo de leucdcitos,
principalmente neutrdfilos polimorfonucieares. Os mondcitos, que posteriormente
se diferenciardo em macrofagos, também estéo presentes além dos granulocitos,
responsaveis pela retirada do tecido necrético. A segunda fase € a proliferativa,
caracterizada pela presencga dos fibroblastos que surgem de células em repouso
dos tecidos adjacentes, provavelmente em resposta a mediadores quimicos, com
funcdo de produzir fibras e matriz extracelular. Esta fase compreende também a

néo formacédo vascular, caracterizando a formagcdo do tecido de granulagéo. E
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por fim, a fase de maturacéo, que corresponde a formagéo do tecido conjuntivo
fioroso, onde teremos uma diminui¢cdo dos fibroblastos e o aumento de fibras,
principalmente fibras colagenas, em uma matriz extracelular de proteoglicanas,
cuja principal molécula € uma glicosaminoglicana (GAG), formando entdo a
cicatriz.

Viérios fatores tém sido citados como prejudiciais ao processo de
reparacdo tecidual, como a radiagdo ionizante. Muitos autores realizaram
pesquisas para observar e verificar as influéncias das radiagcdes ionizantes no
processo de reparagé&o tecidual.

POHLE, RITCHIE & WRIGHT em 1931, realizaram um estudo para
observar a influéncia do comprimento de onda dos raios X na reacao bioldgica.
Para isso, os animais foram irradiados com feixes de 100 e 140 kVp, com uma
dose de 1000 R. O primeiro grupo de animais foi irradiado em uma regido pré
demarcada e apés 1, 3, 7, 10, 14, 21 e 30 dias foram feitas incisbes que se
estenderam a pele néo irradiada, para servirem de controle, até a area irradiada.
O segundo grupo, foi submetido & cirurgia 24 e 48horas antes da irradiac&o.
Metade dos animais foram sacrificados apds 7 dias da produgcédo da ferida e a
outra metade apds a completa cicatrizagdo macroscdpica. Os resultados
mostraram que a irradiagdo pré operatoria, n&o interferiu no processo da
cicatrizacdo. No entanto, quando a irradiagdo foi pos cirargica, houve um retardo

no processo de cicatrizacdo, principalmente no grupo 24 horas. Os autores
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também verificaram que nao havia influéncia do comprimento de onda dos raios X
na reagéo bioldgica.

STEIN, BRADY & RAVENTOS, em 1957, preocupados com o
desenvolvimento de osteorradionecrose em pacientes submetidos a radioterapia
na regido de cabeca e pescogo, avaliaram os efeitos_da radiagcdo na cicatrizacéo
de feridas de extracdes dentais em ratos, em intervalos que variaram de 1 a 20
dias ap6s a cirurgia. A irradiacéo foi realizada pela colocagédo de uma céapsula de
raddnio, lateralmente a regido do alvéolo livre. Os autores observaram que a
cicatrizacdo alveolar foi mais pobre e lenta naqueles ratos que tiveram menor
tempo transcorrido entre a colocag&o do raddnio e a extragdo dental.

GRILLO, em 1963, realizou um trabalho para verificar a origem dos
fibroblastos, pois até entdo havia muita controvérsias. Nesse trabalho, utilizou a
timidina tritiada como forma de controlar as células em proliferacdo e os produtos
destas divisGes celulares. Foi utilizado um grupo de cobaias, que sofreram
irradiagéo em trés tempos diferentes: uma cobaia, teve seu dorso irradiado, e 20
minutos depois, foi produzida uma ferida nesta regido; no segundo animal, foi
produzida a ferida, e 20 minutos apds, a mesma foi irradiada, e na terceira cobaia,
o periodo de tempo entre a inciséo e a irradiacdo foi de 28 horas. Cinco dias apos
a injuria, foi injetado em cada animal, timidina tritiada, intraperitonealmente, e
decorridos 45 minutos, os animais foram sacrificados. As cobaias deste grupo
foram utilizadas para estudo autorradiogafico. Em um segundo grupo, as incisées

ndo sofreram irradiacio, e os animais foram sacrificados aos 20 minutos, 6, 18, e
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28 horas ap06s a produgéo da ferida. Estes animais foram utilizados para estudo
histologico. O pesquisador utilizou ginda outro grupo de animais irradiados 20
minutos apoés a incisdo, que foram sacrificados; 6, 18 e 28 horas apds a mesma.
Antes da divis&o celular ha formacéo de DNA, e a timidina tritiada incorpora-se a
este; os resultados da pesquisa demonstraram haver uma grande ligacdo da
timidina tritiada com os fibroblastos do tecido de granulagéo, tanto no leito aberto
da ferida, como também na sua area marginal. Desta forma, a principal conclus&o
do autor foi que os fibroblastos presentes no processo de cura e reparo de feridas,
tem sua origem principalmente do tecido conjuntivo das bordas da leszo.

Em 1970, DOTTO et al., realizaram um trabalho quantitativo sobre a
resposta vascular em feridas irradiadas produzidas em ratos, utilizando-se de uma
dose de 6.000 rads de radiagdo X. Os animais foram separados em 3 grupos e
estes foram expostos a irradiagédo em trés tempos diferentes. O primeiro grupo foi
irradiado imediatamente apds a realizag&o da ferida; o segundo grupo foi irradiado
3 dias ap6s a producgéo da ferida e o terceiro grupo foi exposto a radiagéo 6 dias
apos. A resposta inflamatoria foi analisada 7, 14, 21, 35, 60 e 75 dias apds a
confecgdo da ferida. Nesse trabalho foi observado que em todos os grupos
estudados, nos estagios iniciais da reparagdo tecidual havia poucos vasos néo
formados e que o comportamento do tecido variou de acordo com 0 momento da
iradiacdo. Entretanto, a vascularizagdo manteve-se maior nos 3 grupos

irradiados, em todos os tempos de exposicdo aos raios X, sendo que o maximo
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valor de vascularizagcdo para os dois primeiros grupos foi aos 14 dias, e para o
terceiro grupo, ao 7° dia.

Em 1971, VIZIOLI, estudou a organizagdo macromolecular do tecido
de granulacdo, induzido por esponjas implantadas subcutaneamente em ratos.
Posteriormente a implantagdo das esponjas, os animais foram sacrificados apods 3,
5,7, 10, 13, 16, 21 e 28 dias. O dicroismo, realizando a reac¢do histoquimica do
azul de toluidina pH 4, revelou que a associagdo macromolecular entre as
glicosaminoglicanas e o colageno iniciou-se por volta do 7° dia de
desenvolvimento.

MOORE, em 1984, observando que na maioria dos casos de
tratamento de tumores na regid@o de cabega e pesco¢o havia combinacdo das
terapias cirurgicas e radioterapicas, estudou o efeito da radiagédo ionizante no
tecido conjuntivo e nos vasos sangiineos. O autor descreveu que no periodo
agudo da reparacgao tecidual, as maiores alteragdes ocorrem na fina vasculatura,
principalmente a dilatagcdo capilar e que quanto maior a dose de irradiagdo mais
edemaciadas se tornam as células do endotélio, obstruindo alguns capilares. No
periodo crbnico, segundo o autor, € observada uma progressiva obliteracdo e
diminuicdo no numero de capilares. Observou ainda, que na fase inicial, ha uma
reducdo no numero de células inflamatérias, enquanto que numa fase mais tardia,
onde o tecido de granulacdo esta presente, observa-se uma diminuigcdo do nimero
de vasos néo formados e fibroblastos, o que resultou em atraso na formacéo e

maturacdo do colageno, apresentando uma arquitetura anormal. Tais efeitos néo
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s8o0 observados com doses inferiores a 300 rads, afirmando haver uma dose-
dependéncia dos efeitos e que alteragcdes morfoldgicas e bioquimicas na ferida,
embora minimas, comeg¢am a ser percebidos com doses de 1000 rads.

GUIDUGLI NETO, em 1987, estudou o efeito de altas doses da
radiacdo X, 2000 R, em tecidos de granulagcdo com 6 dias de formacéo, em ratos.
Realizou-se feridas circulares de 1 cm de didmetro, e para a prote¢éo do resto do
corpo dos animais usou-se protecdo de chumbo com abertura de 2 cm de
diametro. Outros animais foram utilizados como grupo controle. Os tecidos foram
coletados e analisados nos periodos de 0.5, 3, 6, 12 horas e 3, 7, 15 e 30 dias
apos a realizacdo das feridas. Foram contados os pontos que correspondiam aos
vasos superficiais, incluindo as alcas e os brotos capilares, sendo observada
diminuicdo na quantidade de vasos na por¢ao superficial. O autor concluiu que a
hipervascularizagdo n&o ocorreu, sugerindo que tal achado era devido ao
crescimento dos vasos profundos.

Em 1988, RUDOLPH et al. verificaram a proliferacéo de fibroblasto
em tecido irradiado de 4 pacientes que sofreram tratamento radioterapico. As
amostras do tecido foram obtidas da pele normal, a fim de comparar com feridas
produzidas, levando em considerac&o as unidades proliferativas epidermais e a
diminuicdo na vascularizacdo devido a obstrucdo de pequenos vasos. Os
resultados obtidos evidenciaram que os fibroblastos provenientes da pele

irradiada, sem ferida, tiveram crescimento lento em relagdo ao grupo controle, e
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em um dos pacientes, onde as doses de radiagdo foram menos penetrantes, os
fibroblastos apresentaram um crescimento semelhante ao do grupo controle.

RAVELLI et al., em 1990, utilizaram doses de 1.25 Sv e 1.75 Sv em
2 grupos de ratos, imediatamente apds a exodontia dos incisivos superiores. Os
animais foram sacrificados apds 3, 7, 14 e 28 dias. Foi verificado atraso na
reparagao alveolar e na proliferacéo epitelial da mucosa gengival nos dois grupos,
sendo mais evidente nos animais que receberam 1.75 Sv.

Os resultados das microcirurgias vasculares realizadas apds a
colocacdo de retalhos cirurgicos, em cirurgias reconstrutivas, sdo duvidosos
quando a area receptora € previamente irradiada. Em 1992, AITASALO et al.,
estudaram a cicatrizagao entre retalhos de pele de microvasculatura livre, onde
foram criadas anastomoses sobre superficies receptoras irradiadas e nao
iradiadas. Utilizaram ratos que tiveram suas virilhas irradiadas com uma dose
unica de 20 Gy. Sete dias apds a irradiacio, realizou-se uma ferida padrdo no
centro da regi@o. Um retalho de pele nao irradiado foi sobreposto sobre a regiao
irradiada. A cicatrizacdo desta interface da pele irradiada e retalho transferido foi
avaliada. Os autores concluiram n&o haver diferengcas na capacidade da
feparagéo de retalhos de pele na microcirurgia vascular entre areas receptoras
iradiadas ou n&o irradiadas.

BERNSTEIN et al., em 1993, realizaram uma revisdo de literatura
sobre a ag¢ao da radiagdo ionizante na pele, com parametro a resisténcia da ferida

ao rompimento. Apds duas semanas as feridas ganham 30% de sua resisténcia
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original, enquanto aquelas que receberam uma dose de 18 Gy de radiacéo X,
antes da realizag&o da ferida, tiveram redugado de 50% na resisténcia. Os autores
também relataram que houve uma diminuicdo da sintese de colageno nas feridas
irradiadas, recuperando-se 2 semanas depois. Ressaltaram que a radiacdo é
prejudicial, devido o efeito toxico nos fibroblastos, que sdo responsaveis pela
deposicao e maturacdo do colageno na ferida.

WANG et al., em 1994, observaram o efeito da radiacdo de elétrons
no processo de reparacéo de feridas em pele de ratos. Para tanto, foi utilizado um
feixe de elétrons de 4 MeV, com profundidade de 3 mm, com uma dose Unica de
9,6 Gy. Apds 7 dias da irradiacdo, realizou-se uma incisdo de 20 mm de
comprimento, na area irradiada. O sacrificio dos animais foi apés 1, 3, 7 e 14 dias
da produgcdo das incisdes. As amostras foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura e por microscopia de luz. Os autores observaram que até
o 7° dia houve um atraso na formagdo do tecido de granulagdo, que se
restabeleceu por volta do 14° dia.

DRAKE & SCOTT, em 1995, fizeram varias afirmacdes sobre o
efeito da quimioterapia e radioterapia na cicatrizacéo de feridas, alertando que
quando a radioterapia € realizada no periodo imediatamente antes ou apés o
procedimento cirurgico, aumentam as complicacdes nas lesbes, ocorrendo uma
alteragdo permanente nos fibroblastos, com uma produgéo deficiente de colageno
e resposta celular inadequada. Os autores sugerem que os tratamentos de

quimioterapia e radioterapia devem ser realizados apds este periodo critico.
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Em 1997, ALMEIDA avaliou morfolégica e ultra-estruturaimente o
efeito de baixas doses de radiagdo de elétrons no processo de reparacao tecidual
em ratos e comparou os possiveis efeitos produzidos pela radiacéo, quando esta
foi realizada imediatamente e trés dias apds a abertura da ferida, com o processo
de reparacéo tecidual normal. Para a realizag&o do trabalho, os animais foram
submetidos a um procedimento cirurgico, onde produziu-se uma ferida retangular,
medindo 2,3 cm por 1,4 cm, na sua regiao dorsal anterior. As feridas, bem como o
restante do corpo do animal, foram protegidos no momento da irradiagdo, sendo
exposta somente uma regi&o correspondente a 1,0 cm lateraimente a cada borda
da ferida. Um grupo de animais foi submetido a radiagdo imediatamente apds a
abertura da ferida. Outro grupo sofreu irradiac@o trés dias apos a injuria. Os
animais foram sacrificados aos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias apds o procedimento
cirdrgico para o primeiro grupo. Para o segundo grupo, os animais foram
sacrificados aos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias, também apbs a abertura das
feridas. O material de cada grupo foi comparado com grupos controles
correspondentes, nos quais n&o foi realizada a irradiagcdo. A reparacéo tecidual foi
avaliada pela autora, pelos seguintes métodos: coloragdo pela hematoxilina-
eosina, que possibilitou avaliar a morfologia do tecido de granulacao; reacao
histoquimica de metacromasia pelo azul de toluidina pH 4,0, podendo avaliar-se
deste modo a sintese de glicosaminoglicanas e por fim impregnag¢ao argéntica,
onde a autora observou a sintese de colageno, através da microscopia de

polarizacdo (birrefringéncia). Os resultados demonstraram que 1,0 Gy de radiag&o
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de elétrons com um feixe de 6 MeV, causou um retardo no processo de reparacéo
tecidual, quando aplicado imediatamente e trés dias apos a abertura da ferida,
sendo que quando comparados 0os dois grupos irradiados, para os dias 7, 14 e 17,
o efeito da reparacéo tecidual foi mais acentuado no grupo que sofreu irradiagéo
trés dias apods a abertura da ferida.

MONTEIRO, em 1999, com a finalidade de estudar o efeito da
iradiacdo por elétrons em tecido de reparacéo, utilizou-se de 75 ratos, divididos
em 3 grupos. Foram realizadas feridas excisionais medindo 2 cm x 1 cm. O grupo
controle foi analisado nos tempos: 2, 4, 5, 7, 10, 11, 14, 17, 20, 21 e 24 dias. O
grupo ferida irradiada imediatamente apés a cirurgia foi analisado nos tempos 2, 4,
7. 11, 14, 17 e 21 dias. O grupo tecido de granulacdo, irradiado 3 dias apds a
remocgao do tecido, foi analisado nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. O feixe
de elétrons foi produzido por um acelerador linear Mevatron 74, com 6MeV de
energia, com dose de 1Gy . Os resultados mostraram atraso na reparagao dos
tecidos irradiados imediatamente apds a cirurgia e no 3° dia da génese tecidual,
sobretudo naqueles irradiados no 3° dia de formacdo. Ao final do periodo
experimental, a autora observou que todos os tecidos apresentavam

caracteristicas bastante semelhantes, indicando atraso transitério.
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2.2- Radiagdo ionizante e vitamina E

O estudo de substancias radioprotetoras, tem por finalidade diminuir
os efeitos deletérios das radiagdes ionizantes a nivel celular. A vitamina E, por ser
uma substancia pouco estudada como radioprotetora, principalmente na
reparacao tecidual, e os poucos estudos apresentam resultados bastante
divergentes, foi a substancia escolhida para a verificagdo de seu desempenho
como radioprotetor na cicatrizac&o de ferida induzida.

A vitamina E é encontrado em varios 6leos vegetais, cereais e ovos.
E insolavel em agua, soltvel em 6leos fixados, alcoois e acetona. Uma unidade
internacional (U.l.) equivale a atividade de 1 mg de acetato de dl-alfa-tocoferil, no
qual tem a poténcia de 1.36 Ul/mg (REYNOLDS - 1989).

Segundo MARCUS & COULSTON, em 1996, a vitamina E foi
demostrada pela primeira vez por EVANS & BISHOP, em 1922, verificando que
ratas fémeas necessitavam de um principio dietético com vitamina E entdo
desconhecido para manter a gravidez normal. Observaram que 0s animais com
essa deficiéncia ovulavam e concebiam normalmente, porém, em algum momento
da gestacgao ocorria a morte e‘reabsorgéo dos fetos. Lesdes em testiculos também
foram observadas. Diante desses fatos a vitamina E foi denominada como

“vitamina antiesterilidade”.
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EVANS et al, em 1936, isolaram a vitamina E a partir do 6leo de
germe de trigo. Oito tocoferéis de ocorréncia natural com atividade de vitamina E
séo atualmente conhecidos. O alfa-tocoferol (5, 7, 8 — trimetilcolol) € considerado o
mais importante, pois representa cerca de 90% dos tocoferdis em tecidos animais.

LONDER & MYERS, em 1952, avaliarém a habilidade da vitamina E,
em diminuir os radicais livres, protegendo contra o efeito de uma dose letal de
radiacédo X corpo todo em ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos: No
primeiro grupo, foi administrado uma dose de 30 U.l. de alfa-tocoferol,
intraperitonealmente um dia antes da irradiagcdo. No segundo grupo, os animais
receberam 60 U.l. e o terceiro grupo 90 U.l.. O quarto grupo correspondia ao
grupo controle, no qual os animais receberam uma dose de solugdo salina,
intraperitonealmente, um dia antes da irradiagdo. O aparelho de raios X operou
com 200 kVp, 15 mA, com dose de 132 rads por minuto. Os autores observaram
que todos os animais do grupo controle morreram com dose total de 650 rads. Os
animais que receberam um pré tratamento de vitamina E, principalmente os que
receberam 30 U.l., prolongaram sua sobrevivéncia, mas nao a sobrevivéncia
global. Os autores verificaram também que nos animais que receberam uma dose
total de 550 rads houve uma maior sobrevivéncia, 85% nos animais do grupo 1,
60% nos animais do grupo 2 e 50% nos animais do grupo 3, enquanto que apenas
25 % dos animais do grupo controle sobreviveram.

HOFFER & ROY, em 1975, investigaram a influéncia da deficiéncia

de vitamina E na progressiva alteracdo da fragilidade dos eritrocitos em ratos
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submetidos a irradiacdo X corpo todo, com dose de 500 rads. Um grupo de 24
ratos foram mantidos com uma dieta pobre em vitamina E durante 43 dias e outro
grupo de 24 animais com dieta normal. Apds esse periodo de tempo, os animais
receberam 500 rads de radiacdo X, com dose de 25 rads/minuto. Depois da
irradiac@o os animais continuaram a receber suas respectivas dietas. Os animais
foram sacrificados em varios tempos e seu sangue coletado. Um teste de
hemdlise espontanea foi utilizado para avaliar a fragilidade dos eritrocitos,
verificando que os animais que tiveram falta de vitamina E em suas dietas tinham
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 submetidos & irradiacdo de 800 Rad de
radiagéo gama do ®Co. Os animais foram divididos em 8 grupos, durante 30 dias,
variando a concentragao de vitamina E na dieta pré e pés-irradiagéo (30 a 60 U.1.
de dl — alfa — tocoferil) e/ou no tratamento pela injecdo intraperitoneal de vitamina
E (60 U.l. de dl — alfa — tocoferil), imediatamente apds a irradiagdo. Os resultados
mostraram que nao houve diferenca significativa entre os animais que tiveram
dietas ricas em vitamina E antes da irradiacdo e subsequentemente mantida com
a mesma dieta e os animais que tiveram dietas deficientes em vitamina E antes e
depois da irradiaggdo. Foi verificado a queda da mortalidade nos grupos que se
submeteram as injecdes intraperitoneais imediatamente apds a irradiacido, tanto
nos ratos mantidos com dieta rica ou quanto naqueles cuja dieta foi deficiente em

vitamina E. Os autores sugerem que este decréscimo na mortalidade com as
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injecoes de vitamina E talvez esteja associado com o aumento da resposta imune
ou com o0 aumento da recuperacdo da medula éssea.

No mesmo ano, KAGERUD et al. estudaram a influéncia do
tocoferol, em doses intramusculares (5 mg / 100 g) nos efeitos da radiacdo X em
dois tumores transplantados. Os autores verificaram que houve um aumento dos
efeitos de regressao dos tumores irradiados associados com o tocoferol.

Em 1979, KONINGS & DRIJVER, estudaram o efeito da radiacéo
nas membranas lipidicas em ratos com deficiéncia de vitamina E. Foi utilizado 2
grupos de animais, no primeiro grupo, os animais receberam alimentac&o normal,
enquanto os animais do segundo grupo receberam uma alimentagcdo com
deficiéncia de vitamina E. A irradiacéo X foi de corpo todo com dose de 1 Gy por
minuto. Os autores observaram que os animais com deficiéncia de vitamina E
apresentaram-se mais sensiveis a irradiagdo, nos quais as membranas celulares
tornaram-se mais vulneraveis a peroxidacgao lipidica.

ROSTOCK et al., em 1980, avaliaram altas dose de vitamina E como
agente radioprotetor. Faoi dividido 60 ratos em seis grupos, sendo que cada grupo
recebeu radiacdo gama do %Co com doses de 0 rad, 1500 rads, e 2000 rads.
Trinta animais receberam 2.5% de vitamina E na dieta por duas semanas antes da
irradiacédo e foi administrado uma dose unica de 150 mg de vitamina E, por via
intraperitoneal, 4 horas antes da irradiagdo, em cada animal. Os pesquisadores
compararam as curvas histolégicas dos pulmdes e dos coragdes dos animais por

180 dias. Os autores observaram que n&o houve diferenca significativa entre os
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animais dos grupos que utilizaram a vitamina E no pré-tratamento e os dos grupos
controles.

Neste mesmo ano, KONINGS & OOSTERLOO, compararam os
efeitos da radiagéo X e de ozonio, com dose de 17 horas com concentragdo 0.9 e
1 Gy por minuto, respectivamente, na peroxidagéo lipidica e a relagdo dos
antioxidantes presente nesse processo. Os autores afirmaram que a radiagdo de
ozonio foi mais danosa, no que diz a respeito da peroxidacdo lipidica e que os
antioxidantes diminuem significantemente esse processo.

SARRIA & PRASAD, em 1984, observaram o efeito do succinato de
dl-a~tocoferil (5 pg/ml) dissolvido em etanol ( concentragdo de 0.25% ), em cultura
de neuroblastomas e fibroblastas de ratos, utilizando a radiacdo gama do ®co.
Os resultados obtidos mostraram que o succinato de di-a-tocoferil aumentou o
efeito da inibicdo da radiagcdo gama no crescimento da cultura de neuroblastomas,
mensurado pela morte e inibicdo de divisdo celular, mas nado produziu
modificagdes significativas no efeito da radiacdo gama na cultura dos fibroblastos
de ratos. Nesse trabalho, os autores sugerem que a agédo da vitamina 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 da membrana
lipidica de células de ratos, induzida pela radiagéo X, e inibidores desse processo.

As substancia estudadas foram a cefarantine e alfa-tocoferol. Os autores

36



Estudo do efeito radioprotetor da Vitamina E (d/-alfa-tocoferil) na reparagéo tecidual em ratos

Revista da Literatura

observaram que a vitamina E inibia fortemente a peroxidacdo das membranas
pela irradiagéo. Entretanto, a cefarantine exibiu uma fraca inibigéo.

TAREN et al., em 1986 , pesquisaram a administragdo profilatica da
vitamina E na cicatrizacdo de feridas expostas a radiagao ionizante pre-operatoria.
Os autores utilizaram 36 ratos, divididos em seis grupos (A, B, C, D, E e F). Foi
utilizado o acetato de dl-a-tocoferil, dissolvido em béleo sesame para as injegbes
intraperitoneais. Os animais dos grupos A e B sofreram irradiagbes pré-
operatdrias, sendo que o grupo A n&o recebeu nenhuma substancia, e o grupo B
recebeu inje¢cdes de 0.2 ml de 6leo sesame. Os ratos dos grupos C, D e E
receberam as injegcdes, em 3 doses iguais em dias alternados, de 10, 20, e 40 Ul
de vitamina E, respectivamente, dissolvidos em 0.2 mil de éleo sesame. O grupo F
foi o grupo controle n&o irradiado. No sétimo dia, os ratos dos grupos A, B, C, D, e
E receberam, sob anestesia, uma dose de 600 rads utilizando um feixe de elétrons
de 6 MeV, ao longo da linha média do dorso do animal, sendo que a area irradiada
mediu 12.5 cm por 1.0 cm, e o restante do corpo do animal foi protegido por um
avental de chumbo. Apdés duas horas desse procedimento, realizaram, sob
anestesia, duas incisées de 5.0 cm, com 2.0 cm entre si. Apds quatorze dias, 0s
ratos foram sacrificados. Observou-se que a radiag@o reduziu significantemente a
resisténcia a tensdo das feridas cirdrgicas; entretanto ndo houve relacéo
significativa entre o ganho na resisténcia a tensdo e a dose de vitamina E nas
feridas que receberam irradiagdo pré-operatéria. Os autores, diante disso,

administraram em um novo grupo de ratos, 120 Ul de vitamina E em 0.2 ml de
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6leo sesame e obtiveram como resultado um aumento da resisténcia média a
tensdo das feridas para 95% do controle nao irradiado, sugerindo entdo, que a
vitamina E reduz os efeitos deletérios da radiagéo.

Em 1993, RANA et. al. administraram vitamina E (20 U.1.) em filhotes
de galinha antes da irradiagdo gama do ®°Co, com dose sub-letal de 2.25 Gy. Os
resultados desse trabalho mostraram que a vitamina E ajuda na recuperag&o das
injurias causadas pela irradiacéo, 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 solugédo de vitamina E dissolvida em 6leo de
oliva, ambas em duas concentragdes, 100 e 300 mg/Kg/dia, por 6 meses. Os
animais do grupo controle foram tratados com agua ou 6leo de oliva. Metade dos
animais foram irradiados corpo todo com dose de 400 rads por 13 segundos, 6
horas antes do sacrificio dos animais. As células da medula dssea foram
aspiradas pela técnica citogénica, podendo, assim, registrar as aberragbes
cromossomicas e a atividade mitética. Ambas as vitaminas mostraram-se néo
mutagénicas. A vitamina C mostrou-se efetiva na radioprotecdo mas a vitamina E
nao e suprimiu a radioprotecdo produzida pelo leo de oliva.

Em 1994, SIMON et al., correlacionaram o efeito radioprotetor da
vitamina E na radiacao por laser de argdnio e cobre em feridas em pele de porcos.
Os animais foram divididos em trés grupos: o controle, o tratamento tdpico de

vitamina E, sendo 18 horas antes da irradiacdo e o tratamento intramuscular de
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vitamina E, com dose de 5 mg/kg em 3 injecOes dadas 24, 12, e 2 horas antes da
iradiacdo. A irradiagdo ocorreu no dia seguinte. O tempo de cicatrizagdo da ferida
foi estatisticamente menor nos animais que receberam o tratamento prévio de
vitamina E, principalmente naqueles que a receberam por via intramuscular.

CARROLL et al, em 1995 verificaram alguns agentes
radioprotetores na prevencdo de injurias provocadas por radiagdo gama no
intestino de ratos. Foram utilizados 72 ratos, em 8 grupos: o grupo controle sem
irradiacdo; o grupo controle irradiado, com dose de 40 Gy na regido de abddmen;
e seis grupos, que além da irradiagdo, receberam tratamentos de agentes
radioprotetores: ribose-cisteina, WR-2721, glutamina, vitamina E,
MgCl2/adenosina trifosfato,e a combinacdo da ribose-cisteina e glutamina. Apos
duas semanas da irradiagdo, os ratos sofreram uma resecgdo do intestino e
posteriormente realizaram-se anastomoses. Apds uma semana, avaliaram-se as
anastomoses e determinou-se a for¢a necessaria para o rompimento das mesmas.
O animais do grupo controle n&o irradiado tiveram as forgas de rompimentos das
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
a forca nas anastomoses realizadas nos intestinos delgados.

Ainda em 1995, FELEMOVICIUS et al., estudaram a radioprotecéo
da vitamina E em intestino grosso de ratos. Realizaram-se a exteriorizagéo dos

intestinos e 0s segmentaram em 4 camadas, sendo que cada compartimento foi
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preenchido com solugbes teste, 30 minutos antes da irradiacdo: solugdo salina,
6leo de soja, fosfato de tocoferol (solubilizado em solugdo salina) e acetato de di-
alfa-tocoferil (solubilizado em 6leo de soja). Os animais foram irradiados com
radiagéo X com dose de 1100 cGy, Os animais foram sacrificados apds 5 dias. os
4 segmentos foram analisados quanto a sobrevivéncia das criptas intestinais,
altura da mucosa e a preservagao das células globulares. Os autores observaram
que nas trés avaliagcGes a vitamina E, nas duas formas, promoveu uma protecao
significante nos intestinos desses animais. Os autores também administraram em
outro grupo de animais uma dieta rica em vitamina E 10 dias antes da irradiacao e
resultados semelhantes foram observados.

MARCUS & COULSTON, em 1996, afirmaram que uma das mais
importantes caracteristicas quimicas dos tocoferéis é de que eles sao
antioxidante, impedindo a oxidacdo de constituintes essenciais, como a
ubiquinona (coenzima Q), ou impede a formagéo de produtos toxicos da oxidagao,
como os produtos de peroxidacdo formados a partir de acidos graxos insaturados.
Afirmam também que um suplemento de vitamina E proporciona protecéo contra
diversas drogas, metais e substancias quimicas que podem iniciar a formacéo 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

p-caroteno (100mg/Kg). Apbs 24 horas foi removido o sangue dos animais por
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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 avaliagao foi
feita pela mensuracéo das quebras do DNA. Os autores observaram que todos 0s
antioxidantes aumentaram significantemente a protecao dos linfécitos irradiados
“in vivo”, sendo que a vitamina C protegeu em todas as doses da irradiagdo
utilizadas e a vitamina E e o B-caroteno para as doses de 3 a 5 Gy. Porém em se
tratando de dietas desses antioxidantes, a vitamina C e E foram os antioxidante
mais efetivos contra injurias no DNA induzidas por baixas doses de radiacao.
KONOPACKA et al., em 1998, avaliaram o efeito radioprotetor da
vitamina C, E e B-caroteno em injurias do DNA em células de ratos. Essas injurias
foram mensuradas pelo teste micronuclear nos eritrécitos da medula 6ssea e nas
células da bexiga esfoliadas em ratos. As vitaminas foram administradas por via
oral, 5 dias consecutivos antes ou imediatamente depois da irradiacido em varias
concentragbes: Vitamina C (acido ascorbico) — 10, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg/dia;
Vitamina E (alfa-tocoferol) — 50, 100 e 200 mg/Kg/dia;. B-caroteno — 3, 6 e 12
mg/Kg/dia. Nos animais do grupo controle foi administrada a mesma quantidade
dos solventes: agua, solvente da vitamina C e 6leo, solvente da vitamina E e
solvente do B-caroteno. A irradiacao utilizada foi a gama, pelo ®Ca, com dose de 2
Gy. Os autores observaram que o pré tratamento de vitamina E foi efetivo na
protecao contra a irradiac&o, observando diminuicéo das injurias no DNA em todas

as doses mas as diferengcas significantes com o controle ocorreu nas
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concentragdes 100-200 mg/Kg/dia de alfa-tocoferol. No pré tratamento de -
caroteno a dose efetiva significante foi a de 12 mg/Kg/dia. A vitamina C mostrou-
se efetiva em altas concentragbes (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 associagio a associacdo destes compostos pode
ser realizada n&o somente para remover os radicais livies mas também para

aumentar a capacidade de reparo do DNA.
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3- Proposicdo

Propbe-se com este trabalho avaliar o efeito radioprotetor da

vitamina E no processo de reparagao tecidual, verificando:

e O desenvolvimento morfolégico do tecido de granulagdo e as
possiveis alteragbes ultra-estruturais na sintese de colageno e das

moléculas de glicosaminoglicanos no referido tecido.



4- Materiais e Métodos

4.1- Materiais

Para a realizagc&o deste trabaltho, foram utilizados 160 ratos machos
(Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar), com idade aproximada de 60 dias, pesando
entre 200 a 250 gramas, procedentes do Biotério Central da UNICAMP. Todos os
animais foram mantidos desde a fase pré-operatéria até o sacrificio, em gaiolas
apropriadas, com temperatura e umidade controladas, bem como, racéo
balanceada padrao e agua ad /ibitum, diariamente.

Os procedimentos experimentais consistiram de 6 fases distintas:

Fase 1: Terapéutica; Fase 2. Anestesia; Fase 3. Cirdrgica; Fase 4. Irradiacao;
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Fase 5: Obtencédo das pecas e Fase 6: Preparacdo das laminas para microscopia

optica. Para a realizag&o destas fases, foram utilizados os seguintes materiais:

Fase 1: Terapéutica

= Solugéo injetavel de acetato de dl — alfa — tocoferil,
» Oleo de oliva;

» Seringas hipodérmicas para insulina com agulhas intradérmicas;

Fase 2: Anestesia

= Solugdo anestésica injetavel de pentabarbital de sodio, Hypinol a
3%®, do Laboratdrio Fantoveter, divisdo Cristalia;

» Seringas hipodérmicas para insulina com agulhas intradérmicas;

Fase 3: Cirdrgica

» Mesa cirurgica, contendo tesoura reta de ponta fina, pinga reta,
pinca dente de rato, cabo de bisturi, laminas de bisturi n® 11 e gaze esterilizadas;

» Gabarito de plastico - retangulo de 2,5 cm x 1,5 cm;

Fase 4: Irradiacdo

» Acelerador linear, modelo Mevatron 74, da Siemens;
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» Lamina de chumbo de 4 mm de espessura;

Fase 5: Obtengdo das pecas

= Eter etilico P.A.;

= Soluc&o de cloreto de sadio;

» Papel filtro;

= Recipientes de vidro para o armazenamento das pegas;
= Fixador de Lillie;

» Campanula;

Fase 6: Preparagdo das ldminas para a microscopia éptica

» Alcool 70%:;

» Alcool absoluto;

= Xilol;

» Paraplasty Plus para inclusao;
» Micrétomo;

= Estufa;

» Hematoxilina — Eosina ;

» Picrosirius;

» Azul de toluidina pH 4;
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4 2- Métodos

A amostra foi dividida, de forma aleatéria, em 8 grupos (C, VE60,
VE90, IRR, VE60IRR, VE90IRR, OOL e OLLIRR). Cada animal foi identificado
com uma marca codigo, utilizando-se um pincel atdomico. Os animais do grupo C
sofreram apenas a cirurgia. Na fase 1, os ratos do grupo VE60 receberam 3 doses
de injegbes intraperitoneais de acetato de dl-alfa-tocoferil (vitamina E), com 60
U.l. em cada dose, dissolvidas em 1 ml de 6leo de oliva, com intervalo de 48 horas
e no sétimo dia foram submetidos & cirurgia. Os animais do grupo VES0
diferenciaram-se em relagcdo aos animais do grupo VE60 apenas em relacdo a
dose de vitamina E, nos quais foram administradas 90 U.l.. Os animais do grupo
IRR ndo receberam tratamento prévio com vitamina E, porém 3 dias apds a
cirurgia, sofreram irradiagdo. Os animais do grupo VEG60IRR foram também
submetidos a 3 doses intraperitoneais de vitamina E com doses e procedimentos
idénticos aos do grupo VEB60, inclusive no que diz respeito a realizagdo da cirurgia,
porém, 3 dias apds a cirurgia, as bordas de suas feridas foram irradiadas. Os ratos
do grupo VE90IRR diferenciaram-se dos animais do grupo anterior pela dosagem
de vitamina E, que foi de 90 U.l. cada inje¢cdo. Foram administrados nos animais
do grupo OOL 3 injegbes de 1 ml de dleo de oliva com intervalo de 48 horas e no
sétimo dia foi realizada a ferida. Finalizando, os animais do grupo OOLIRR tiveram
o mesmo tratamento dos animais do grupo OOLIRR, porém apés 3 dias da

cirurgia, tiveram as bordas de suas feridas irradiadas.
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Para melhor entendimento dos grupos experimentais, segue-se
abaixo a TAB. 1 onde estdo resumidos os procedimentos realizados em cada
grupo:

TABELA 1

Procedimentos realizados em cada grupo.

Grupos Procedimentos
A Ferida
B Ferida + Vitamina E (3 doses de 60 U.1.)
C Ferida + Vitamina E (3 doses de 80 U.1))
D Ferida + Irradiacéo
E { Ferida + Vitamina E (3 doses de 60 U.l.) + lrradiagéo
F iFerl'da + Vitamina E (3 doses de 90 U.1.) + Irradiagéo
G )Ferida + 6leo de oliva (3 doses de 1 ml)
H )Ferida + Oleo de oliva + Irradiacao (3 doses de 1 mi)

Para todos os grupos estudados, o tempo transcorrido, da cirurgia a
obtencao das pecas foram de 4, 7, 14 e 21 dias.

Na fase 2, os animais foram anestesiados por injecéo intraperitoneal
de pentabarbital de sédio, com dose de 40 mg/Kg de peso corpoéreo. A tricotomia
foi realizada em uma grande area da regido dorsal, manualmente, a fim de evitar-

se a irritagdo quimica e mecanica na pele dos animais.
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Na fase 3, para a producdo da ferida foram realizadas quatro
incisdes, que unidas entre si, possibilitavam uma retirada de tecido dérmico de 2,5
cm x 1,5 cm na regido dorsal anterior de cada animal, com distancia de
aproximadamente 10mm & direita da espinha dorsal. As incisbes de maiores
extensbes, foram feitas paralelas a esta. A profundidade de cada incisdo atingiu
aproximadamente 2mm, tendo como base da ferida o tecido muscular e a
presenca da derme e epiderme nas bordas da mesma. As feridas foram realizadas
sempre na mesma regido, para promover uniformidade da amostra.

Apbs 3 dias do procedimento cirtrgico foi dado inicio a fase 4, a de
irradiagdo. Os animais foram protegidos, de forma que ficasse somente exposta
uma area ao redor das bordas da ferida de 10mm, sendo a ferida também
protegida, com uma lamina de chumbo de 4,0 mm de espessura. A irradiagéo foi
realizada com um feixe de elétrons, com distancia alvo-fonte de 100 cm; com dose
tnica de 6 Gy, que se manteve com a mesma intensidade até 10 mm de
profundidade.

Apéds o tempo previamente estabelecido para a reparacio tecidual,
os animais foram sacrificados com éter etilico, para a remog¢éo das pecas (fase 5).
Cada peca cirurgica era constituida por uma porcao de tecido, contendo a ferida
ou cicatriz no centro, circundada por tecido normal. As incisdes para a retirada
dessas pegas, foram realizadas sempre na mesma profundidade daquelas
produzidas na confeccdo das feridas. Apds removidas, as pecas foram

devidamente lavadas com solucdo fisioldégica, secas em papel absorvente e
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mantidas em recipiente com solucao fixadora de Lillie até a inclusdo. Nesta
solucédo, as pecgas permaneceram no minimo 72 horas.

Na fase 6, as pecas fixadas foram incluidas em Paraplasty Plus,
segundo a técnica de rotina do Laboratério de Histologia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, e levadas ao micrétomo, no qual se
obteve cortes de 7um de espessura. Uma vez montadas as laminas, os cortes

foram divididos em 3 lotes, para os seguintes procedimentos:

a- Coloragdo por Hematoxilina - Eosina (HE):

Com esta coloracéo foram observadas as caracteristicas histologicas
da maturagéo do tecido, desde o periodo inicial (4° dia) até o final (21° dia).
Avaliou-se, também, a dimensdo das feridas e a presenga do infiltrado
inflamatdrio. Nos periodos subsequentes, foi observado o padrdo de fechamento
(epitelizacéo) das feridas nos varios tratamentos e com a evolugéo da reparacéo,

a morfologia do tecido de granulag&o e a maturagéo das fibras colagenas.
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b- Exame da birrefringéncia por meio da coloragdo de
Picrosirius:

O segundo lote de laminas foi submetido ao exame da birrefringéncia
por meio da coloragdo de Picrosirius. A técnica de coloragdo foi realizada de
acordo com a rotina de laboratério, onde esta permitiu avaliar, qualitativamente e
quantitativamente, a birrefringéncia intrinseca (prépria) dos feixes de colageno, em

microscopia de polarizacao.

¢- Reagdo histoquimica do azul de toluidina:

O dltimo lote de laminas foi submetido a reac&o histoquimica de
metacromasia com azul de toluidina pH 4, em concentracdo de 0,025% de acordo
com a técnica de LISON (1960). Esta técnica permite a observagao das moléculas

de glicosaminoglicanas que reagem com o azul de toluidina.

Avaliacdo histométrica da birrefringéncia de fibras coldgenas

Para a avaliacdo quantitativa do desenvolvimento dos feixes de
fibras colagenas, utilizou-se o microscoépio 6ptico de polarizagéo (Zeiss Axiolab —
ZEISS - Alemanha) com lente objetiva em aumento de 40X e com uma
microcamera (Microcamera Sony CCD IRIS / RGB COLOR - Jap&o) acoplada ao

microscopio sendo esta responsavel pela digitalizacdo das imagens histolégicas
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transmitidas para o computador. Para cada animal foram avaliadas 3 laminas, em
cada periodo de todos os grupos, sendo que em cada lamina corada com
Picrosirius, havia 2 cortes transversais da ferida.

Com auxilio de um programa analisador de imagens histolégicas
(KS 400 2.0 — Kontron Elektronics, Munique, Alemanha) foram realizadas 5
medidas de areas (em pixelsz), escolhidas aleatoriamente, dos feixes que
apresentavam birrefringéncia em cada lamina. Essas medidas foram obtidas por
meio da diferenca de coloracdo detectada pelo programa analisador, onde as
medidas foram realizadas no tecido de granulagdo logo abaixo do epitélio em
proliferacéo (nos periodos de 4 e 7 dias) e abaixo do epitélio imaturo (nos
periodos mais avancados — 14 e 21 dias), sempre evitando areas de tecido
adiposo. A partir da execugdo das medidas, obteve-se a média em cada

tratamento pela andlise estatistica.
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5- Resultados

Neste capituio serdo descritos os resuitados obtidos peias anaiises

microscopicas do materiai coletado.

1- Descrigdo morfoidgica: Coloracdo por Hematoxiiina-Eosina

Para que a leitura ndo se torne exaustiva, opiou-se em unir as

descricbes dos grupos que apresentam caracteristicas semethantes
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4° dia de reparacdo tecidual

GRUPOS ¢, VE60, VESO, VE6OIRR e VESOIRR- A érea da ferida,

que apresentava-se extensa, encontrava-se coberta por uma crosta de material
necrético que serve como protegao para o tecido de granulacdo incipiente, tendo
como célula inflamatéria predominante o linfécito. Este tecido de granulagéo
apresentava-se com poucos fibroblastos, muitas células redondas, inicio de néo
formacao vascular e com formac&o de fibras incipientes, sendo que nos grupos
VE60 e VES0 este tecido apresentava, aparentemente, um processo de reparo

mais adiantado do que os demais grupos. (FIG. 1, 1a, 2, 23, 3, 3a, 5, 5a, 6 e 6a).

GRUPOS IRR, OOL e OOLIRR- A éarea da ferida nos animais

destes grupos apresentava-se mais extensa que nos grupos citados
anteriormente, bem como a espessura da crosta. O tecido de granulagéo ainda
estava ausente em varias regides da ferida e nas regides que estava presente, a
guantidade de células e fibras também era menor do que nos grupos supra

citados, sugerindo um tecido altamente desorganizado (FIG. 4, 4a, 7, 7a, 8 e 8a).
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

A R N
FIGURA 1a- Grupo A - Ferida
Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 2-Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul) a- Grupo B t. E (3-60Ul)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10




Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

b % . sk SR

FIGURA 4- Grupo D - Ferida + Irradiagao
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

)

FIGURA 3a- Grupo C — Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 4a- Grupo D - Ferida + Irradiagao
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

w i

FIGURA 5- Grupo E - Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad. FIGURA 5a- Grupo E — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

, : A AR &fﬁ. s
FIGURA 6- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x1.25x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10




Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

FIGURA 7-

Ly i

Grupo G — Ferida+ Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 8- Grupo H - Ferida + Oleo (3-1ml)+ Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 7a

FIGURA 8

- Grupo G — Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

a- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml)+ Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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7° dia de reparacdo tecidual

G6RUPQOS C, VE60, VE90, VE6OIRR e VE9OIRR - Observou-se que

a area da ferida teve uma reducdo, apresentando-se ainda recoberta pela crosta
superficial, porém sem a presenca de tecido necrético abaixo desta crosta. A
ferida apresentava-se com tecido de granulacdo tipico, ou seja, vasos néo
farmados organizados, grande numero de fibroblastos e presenca de fibras, com
diminuicdo das células redondas. O tecido de granulacdo dos grupos VE60 e
VESO apresentava-se mais organizado. O epitélio ainda se encontrava ausente

(FIG. 9, 93, 10, 104, 11, 114, 13, 133, 14 e 14a).

GRUPOS IRR, OOL e OOLIRR- A area da ferida também

encontrava-se reduzida mas apresentava-se mais extensa quando comparada
com a area dos grupos acima citados. Como nos grupos supracitados, a crosta
ainda encontrava-se presente e o tecido necrético abaixo desta também estava
ausente. O tecido de granulagéo apresentava-se com néo formacdo vascular,
entretanto, com menor numero de vasos. Foi observado grande numero de
fibroblastos, com o tecido apresentando poucas fibras e as células redondas ainda
em grande numero. O epitélio também encontrava-se ausente nesta fase da

rgaparagéo tecidual (FIG. 12, 12a, 15, 152, 16 e 16a).

61



9

Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

FIGURA 9- Grupo A - Ferida : FIGURA 9a- Grupo A - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 10- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

FIGURA 11- Grupo C - Ferida + Vit. E (3-90UlI
Aumento original 6.3x1.25x 10

: ‘ \4% 23 U A3 et R

FIGURA 12- Grupo D - Ferida + Irradiacéo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

)

FIG

Grupo C - Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

3 l’,w :i“ﬂ;! PP P SX ¥ w2
RA 12a- Grupo D - Ferida + Irradiagéo
Aumento original16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

S\

FIGURA 13- Grupo E — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 14- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

B 7 ba ﬁ'? ¥ “’ ; ', _W' % trd
FIGURA 14a- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90UlI
Aumento original16 x 1.25 x 10

) + lrrad.
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

FIGURA 15- Grupo G — Ferida+ Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 16- Grupo H - Ferida + Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 15a- Grupo G — Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

(3-1ml) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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14° dia de reparacdo tecidual

GRUPOS C, VE60, VE9O, VE60OIRR e VE9OIRR - A ferida

encontrava-se bastante contraida e a crosta ndo estava mais presente. O tecido
de granulacdo se apresentava maduro, onde havia grande quantidade de fibras
coladgenas em forma de feixes, vasos sanglineos funcionais e diminuicdo no
nuamero de fibroblastos. O epitélio estava presente recobrindo toda a ferida,
apresentando-se espesso e com criptas com grandes projegdes para o tecido
conjuntivo, porém nos grupos VE60 e VES0 este epitélio apresentava-se mais

delgado (FIG. 17, 173, 18, 18a, 19, 193, 21, 21a, 22 e 22a).

GRUPO OOL - O tamanho da ferida estava semelhante ao dos
grupos citados anteriormente, porém com resquicios de crosta. No que se refere
ao tecido de granulacdo, este apresentava-se bastante celular, ou seja, o0 numero
de fibroblastos ainda ara elevado, qﬁando comparado aos outros grupos. A
formagado do epitélio também se encontrava atrasada, visto que este iniciava sua

migracao (FIG. 23 e 23a).

GRUPO IRR - O tamanho da ferida ainda encontrava-se grands, e

j& nao apresentava a crosta. O tecido de granulagdo apresentava-se mais

atrasado em relacdo aos grupos anteriormente citados, ou seja, mais celular e
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menos fibroso, embora os vasos sanguineos ja indicassem funcionamento. O

epitélio ja recobria toda a ferida (FIG. 20 e 20a).

GRUPO OOLIRR - Este foi o grupo que apresentava o processo de

reparo mais atrasado, pois a ferida apresentava-se extensa e o epitélio ainda
ausente. O tecido de granulagdo se mostrava bastante semelhante a do grupo D,

ou seja, poucas fibras colagenas e muitos fibroblastos (FIG. 24 e 24a).
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

FIGURA 17- Grupo A - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 18- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul) FIGURA 18a- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul)
Aumento original6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

S e ns A = G

FIGURA 20- Grupo D - Ferida + Irradiagéo FIGURA 20a- Grupo D
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 19- Grupo C - Ferida + Vit. E (3-90UI) FIGURA 19a- Grupo C - Ferida + Vit. E (3-90Ul
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

)




Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

FIGURA 21- Grupo E- Ferlda + Vit. E (3- 60UI) + lrrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 21a- Grupo E — Ferida + Vit. E (3 60Ul) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 22- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 22a- Grupo F - Ferida + Vit. E (3- 90UI) + Irrad.

Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

FIGURA 23- Grupo G - Ferida+ Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 24- Grupo H - Ferida + Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 23A- Grupo G - Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 24A- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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21° dia de reparacdo tecidual

GRUPOS C, VE60, VE90, VE6OIRR e VE9OIRR O epitélio, que

recobre toda a ferida, encontrava-se maduro, ou seja, pouca espesso, sem
grandes projegbes de criptas para o tecido conjuntivo adjacente, mostrando-se
queratinizado. Pode-se observar alguns anexos da pele, como glandulas
sebéceas e foliculos pilosos. O tecido apresentava-se fibroso, com um grande
numero de feixes de fibras colagenas e poucos fibroblastos. Pode-se afirmar que
este tecido, com tais caracteristicas, € uma cicatriz (FIG. 25, 25a, 26, 26a, 27, 273,

29, 29a, 30 e 30a).

GRUPOS IRR, OOL e OOLIRR - As feridas apresentavam-se

menos contraidas que nos grupos ja citados. O epitélio ja recobria toda a ferida,
mas nao apresenta-se maduro, pois ndo sdo observados anexos da pele e
apresentando-se pouco queratinizado. O tecido de granulagdo também mostrava-
se maduro, porém mais celular e menos fibroso, quando comparado com O©S

d?mais grupos. (FIG. 28, 28a, 31, 31a, 32 e 32a).
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

FIGURA 25- Grupo A - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 26- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 25a- Grupo A - Ferida
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 26a- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul)
Aumento original 16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

=t S ':‘..‘N
ida + Vit. E (3-90U1)

FIGURA 27- Grupo C - Fer

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 28- Grupo D - Ferida + Irradiag&o
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 27a- Grupo C - Ferid (
Aumento original 16 x 1.25 x 10

F;;* s A eE OB e s Ve bR
FIGURA 28a- Grupo D - Ferida + Irradiagéao
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloracdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

;3

FIGURA 29- Grupo E — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad. FIGURA 29a- Grupo E — Ferida +

Vit. E (3-60Ul) + Irrad.

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

P
Bos

FIGURA 30- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90UI) + Irrad. FIGURA 30a- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90UlI) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

a9y bip bl T

FIGURA 31- Grupo G — Ferida+ Oleo (3-1ml)

FIGURA 32- Grupo H - Ferida + Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

| l‘ "
FIGURA 31a- Grupo G — Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

£ g i i T e LuL f i
FIGURA 32a- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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2- Avaliagdo qualitativa da birrefringéncia de fibras coldgenas

- coloracdo de Picrosirius.

A birrefringéncia dos feixes de colageno no tecido em desenvolvimento
dos diferentes grupos pesquisados foi examinada através de cortes histologicos
submetidos a coloragdo de picrosirius. O objetivo desta técnica, segundo
JUNQUEIRA et al. (1985), é observar a orientagdo das moléculas de colageno,
pelo aumento de sua birrefringéncia.

Pode-se observar que, pelo exame sob luz polarizada, o britho dos
feixes de colageno, que expressa seu grau de orientagdo macromolecular, se

torna mais intenso quanto mais numerosos e mais maduros eles estejam.

4° dia de reparacdo tecidual

Observa-se a presenca de uma pequena quantidade de feixes de
fibras colagenas birrefringentes, sendo estas ainda bastante delgadas e com brilho
pouco intenso, caracterizando-se ainda como feixes de fibras imaturas.
Comparando-se os grupos, foi observado que o tecido de granulag&o pertencente
aos grupos VE60 e VE90 (FIG. 34 e 35) apresentavam maior quantidade de feixes
de fibras colagenas birrefringentes e em maior quantidade do que os demais. Os

feixes de fibras colagenas no tecido de reparagéo dos grupos C, VE6OIRR e
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VE90IRR (FIG. 33, 37 e 38) apresentaram-se com menor brilho e em menor
quantidade quando comparado aos grupos supra citados, porém maior em relagéo
aos grupo D, G e H (FIG. 36, 39 e 40), os quais apresentaram &reas raras de

brilho provenientes do feixe de fibras colagenas.

7° dia de reparacdo tecidual

Verificou-se a evolucdo da formacao dos feixes de fibras colagenas,
tendo um brilho mais caracteristico € com espessura maior desses feixes,
observando-se uma tendéncia marcante de maior formacao de fibras nos grupos
C, VE60, VE90, VE6GOIRR e VE9OIRR (FIG. 41, 42, 43, 45 e 46) e em menor

quantidade e intensidade os grupos IRR, OOL e OOLIRR (FIG 44, 47 e 48).

14° dia de reparacdo tecidual

Os feixes de fibras encontravam-se num estagio avancado de
maturagdo, com feixes de fibras colagenas bastante espessos e com brilho
intenso, proximo do padréo normal. Os padroes encontrados neste periodo séo
semelhantes ao encontrado no 7° dia, ou seja, a birrefringéncia dos feixes de
fioras dos grupos C, VE60, VE90, VEG60IRR e VE9OIRR (FIG. 49, 50, 51, 53 e 54)
apresentavam-se em maior quantidade e brilho mais intenso do que a dos grupos

IRR, OOL e OOLIRR (FIG. 52, 55 e 56).
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21° dia de reparacdo tecidual

No periodo final de avaliacédo, os feixes de fibras encontravam-se
maduros nos grupos C, VE60, VE90, VE60IRR e VE90IRR (FIG. 57, 58, 59, 61 e
62), onde o brilho era bastante intenso. Ja nos grupos IRR, OOL e OOLIRR (FIG.
60, 63 e 64), os feixes de fibras ainda apresentavam-se atrasados em relacéo aos
demais grupos, onde o brilho era menos intenso e a quantidade de areas de

birrefringéncia era menos numerosa.
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Coloragdo por Picrosirius - 4° Dia

FIGURA 33- Grupo A - Ferida FIGURA 34- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60UI)
Aumento original 16 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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FIGURA 35- Grupo C — Ferida + Vit. E (3-90Ul) FIGURA 36- Grupo D - Ferida + Irradiagéo
Aumento original 16 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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FIGURA 37- Grupo E - Ferida + Vit. E

Coloragdo por Picrosirius - 4° Dia

3

AR RN i g 4 ;
(3-60UI) + Irrad. FIGURA 38- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 40- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 39- Grupo G - Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Picrosirius - 7° Dia

41- Grupo A - Ferida
Aumento original 16 x 1.25 x 10

?\" I i = ) \‘“ Lk ’.T‘.
43- Grupo C — Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

Aumento original 16 x 1.25 x 10

)
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Coloragdo por Picrosirius - 7° Dia

FIGURA 45- Grupo E- Fenda + Vit. E (3- 60UI) + Irrad.

Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 46- Grupo F - Fenda + V|t E (3 90UI) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 47- Grupo G- Fenda + Oleo (3- 1m|)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 48- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Picrosirius - 14° Dia

FIGURA 49- Grupo A - Ferida FIGURA 50- Grupo B - Ferida + Vit. E (3-60Ul)
Aumento original 16 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 51- Grupo C - Ferida + Vit. E (3-90Ul) FIGURA 52- Grupo D - Ferida + Irradiagao
Aumento original 16 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Picrosirius - 14° Dia

FIGURA 53- Grupo E- Fenda + Vit. E (3- 6OUI) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 54- Grupo F Ferlda + Vit. E (3 90UI) + Irrad
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 55- Grupo G Ferlda + O!eo (3 1m|)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 56 Grupo H - Ferida +Oleo (3 1m|) + Irrad
Aumento original 16 x 1.25 x 10



Coloragdo por Picrosirius - 21° Dia

FIGURA 57- Grupo A - Ferida
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 58 Grupo B - Ferlda + V|t E (3- 60UI)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 59- Grupo C . Ferida £ Vi, E (3.90U1)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 60- Grupo D - Fenda + Irradiac&o
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Picrosirius - 21° Dia

FIGURA 61- Grupo E - Ferida + Vit. E (3-60Ul

Aumento original 16 x 1.25 x 10

5
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FIGURA 63- Grupo G — Ferida + Oleo (
Aumento original 16 x 1.25 x 10

) + Irrad.

FIGURA 62- Grupo F - Ferida + Vit. E (3-90UlI) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 64- Grupo H - Ferida +Oleo (3-1ml)+ Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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!

3- Avaliagdo qualitativa do dicroismo -coloragdo pelo azul de

toluidina pH 4.

Nesta avaliac@o, a reag&o histoquimica pelo azul de toluidina pH 4
permitiu a observacdo do dicroismo linear (“duas cores’) apresentado pelos
tecidos organizados. A observacéo do dicroismo foi feita por meio de microscopia
de luz polarizada sem o analisador de imagens.

O fendmeno do dicroismo € fundamental para se detectar a presenca
ou auséncia da orientagcdo macromolecular do tecido em evolugcdo. Neste método
de estudo, moléculas do corante ligam-se as glicoproteinas adesivas
(glicosaminoglicanas / “GAGs”) produzidas pelos fibroblastos, que sdo ligadas
orientadamente as moléculas de colageno, para a formacao de feixes de fibras.

O tecido corado, ao ser analisado sob luz polarizada apresenta
coloragéo azul ortocromatica quando as fibras colagenas est&o paralelas ao plano
de polarizagdo da luz (PPL); por rotacdo da platina do microscopio em 90° o
tecido que apresenta-se organizado apresenta uma coloragdo résea
metacromatica das fibras colagenas (FIG. 67 e 68), portanto este fenbmeno do
dicroismo somente é evidenciado quando existe acentuado grau de orientagdo
macromolecular. Caso contrario, os tecidos, em qgalquer PPL , permanecem com

a cor azul ortocromatica (FIG. 65 e 66).

88



Estuda da efeito radicprotetor da Vitamina E (df-alfa-tocoferil) na reparagdo tecidual em ratos

Resultades

A analise dos resultados mostrou que o tecido de granulacéo nosl
grupos C, VE60, VE90, VE60IRR e VESOIRR, o dicroismo foi observado ao 7° dias
do processo de reparagdo tecidual, enquanto que nos grupos IRR, OOL e
OOLIRR o dicroismo foi observado no 14° dia, mostrando um atraso na orientacéo
macromolecular do tecido desses grupos em relagédo aos grupos C, VE60, VE9S0,

VEG60IRR e VESOIRR.
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Reagdo Histoquimica de Azul de Toluidina

FIGURA 65- Incidéncia paralela ao Plano de
polarizacdo da luz

FIGURA 67- Incidéncia paralela ao Plano de
polarizagao da luz

FIGURA 66- Incidéncia perpendicular ao Plano de polarizacio
da luz - coloragéo azul ortocromatica

FIGURA 68- Incidéncia perpendicular ao Plano de polarizagao
da luz - coloragéo réseo metacromatica



Estudo do efeito radioprotetor da Vitamina E (dl-alfa-tocoferil) na reparagéo tecidual em ratos

Resuftados

4- Avaliagdo quantitativa da drea de feixes de fibras coldgenas

birrefringentes.

Os dados obtidos pelo analisador de imagens histolégicas, que teve
como finalidade medir as areas (em pixel?) dos feixes com birrefringéncia, foram
submetidos ao Teste de Tukey para os grupos dentro de cada periodo de tempo e
a Regresséao Polinomial para .os tempos dentro de cada grupo.

A andlise estatistica dos resultados, referente ao 4° dia, pelo Teste
de Tukey apresentados na TAB. 2 e na FIG. 69 mostra que néo existe diferenga
significante (p<0.05) entre as médias das areas birrefringentes dos grupos VE60 e
VE90, que correspondem aos grupos que tiveram apenas o tratamento prévio de
vitamina E. Estes dois grupos apresentam as maiores médias. O grupo controle
(C) vem em seguida, com média significantemente menor ao do grupo VE90 ,
maior que os grupos IRR, VE60IRR, VE90IRR, OOL e OOLIRR e n&o significante
com o grupo VE60. Os grupos VEG60IRR e VE90IRR, que testaram o efeito
radioprotetor da vitamina E, apresentaram médias estatisticamente menores que
os grupos C, VE60 e VE90, indicando um pequeno atraso em relagéo a tais
grupos. Porém estas médias s&o maiores quando estatisticamente comparadas

com o grupo irradiacdo (IRR) e com os grupos em que foi administrado o 6leo de
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oliva (OOL e OOLIRR), sendo que estes trés grupos (IRR, OOL e OOLIRR) nao

apresentavam médias estatisticamente diferentes entre si.

TABELA 2
Médias e desvios padrio das areas birrefringentes (pixel®) no 4° dia

de reparacéo tecidual

Grupos Médias Desvios Padrao
C- Ferida 1049.72 B 91.22
VEG60- Ferida+Vit.(60Ul) 1206.70 AB 154.93
VEQO0- Ferida+Vit.(90UI) 1422.86 A 123.10
IRR- Ferida+lrradiagéo 42632 D 24.30
VEGBOIRR - Ferida+Vit(60Ul)+lrrad 757.04 C 85.73
VE90IRR- Ferida+Vit(90Ul)+lrrad 69621 C 51.18
OOL- Ferida+Oleo 42069 D 48.64
OOLIRR- Ferida+Oleo+irrad. 39350 D 60.79

Médias seguidas de letras iguais n&o diferem entre si e médias seguidas de letras

diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Médias seguidas de letras iguais n&o diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
FIGURA 69 — Grafico das médias das areas bimrefringentes em fungéo do grupo,

no 4° dia de reparacéo tecidual

A TAB. 3 e a FIG. 70 s&o referentes a analise estatistica utilizando o
Teste de Tukey dos resultados do 7° dia de reparagéo tecidual. Entre os grupos C,
VEG60 e VE90, as médias das areas birrefringentes nédo diferem entre si (p<0.05),
apresentando os maiores valores. Porém quando comparando o grupo C com os
grupos VEG60IRR e VE90IRR, grupos que verificam o efeito radioprotetor da

vitamina E, ndo houve diferenca estatistica. O grupo IRR e os grupos OOL e
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OOLIRR apresentaram médias das areas bimrefringentes estatisticamente
menores que o grupo C. Esses grupos, portanto, mostraram-se mais atrasados
que os grupos que tiveram tratamento prévio com vitamina E. Ressalta-se que o

grupo OOLIRR apresentou médias, estatisticamente, ainda menores que o grupo

IRR.
TABELA 3
Médias e desvios padrao das areas birrefringentes (pixel’) no 7° dia
de reparacao tecidual
- Grupos Médias Desvios Padrao

C- Ferida 125991 AB 7147
VEG60- Ferida+Vit.(60UI) 1248.00 AB 123.83
VE90- Ferida+Vit.(90UI) 1381.09 A 99.97
IRR- Ferida+irradiagdo 684.65 Cc 108.89
VEBOIRR - Ferida+Vit(60UIl)+lrrad 1081.65 B 159.52
VE90IRR- Ferida+Vit(90UIl)+Irrad 1028.76 B 109.72
OOL- Ferida+Oleo 49805 CD 81.49
OOLIRR- Ferida+Oleo+irrad. 40995 D ‘ 55.28

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
FIGURA 70 — Grafico das médias das areas birrefringentes em fungéo do grupo,

no 7° dia de reparacéo tecidual

A andlise dos resultados referentes ao 14° dia esta apresentada na
TAB. 4 e na FIG. 71. Pode-se notar que as médias das areas birrefringentes de
todos os grupos que sofreram o pré tratamento com vitamina E (VE60, VE90,
VEG60IRR e VE90IRR) nao se diferem estatisticamente (p<0.05) com a média do
grupo C. O grupo OOL, apresenta média menor que os grupos citados acima,

porém maior que os grupos IRR e OOLIRR, os quais nao diferem entre si. Nota-
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se, mais uma vez, que os grupos tratados com vitamina E, apresentaram médias
estatisticamente maiores que o grupo submetido apenas a irradiacdo (IRR) e os

grupos nos quais foi administrado apenas o veiculo, 6leo de oilva (OOL e

OOLIRR).
TABELA 4
Médias e desvios padrao das areas birrefringentes (pixef) no 14°
dia de reparacéo tecidual
Grupos Médias Desvios Padréo

C- Ferida ” 2022.12 AB 170.71
VEG60- Ferida+Vit.(60UI) 199490 B 177.92
VE90- Ferida+Vit.(90UI) 2201.17 AB 88.05
IRR- Ferida+lradiacao 110586 D 73.44
VEGBOIRR - Ferida+Vit(60Ul)+lrrad 2260.55 A 41.17
VE90IRR- Ferida+Vit(90Ul)+lrrad 222127 AB 100
OOL- Ferida+Oleo 149461 C 137.28
OOLIRR- Ferida+Oleo+irrad. 1066.85 D 171.76

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
FIGURA 71 — Graficos da médias das areas birrefringentes em fungéo do grupo,

no 14° dia de reparacao tecidual

A TAB. 5 e a FIG. 72 s&o referentes a anélise estatistica pelo Teste
de Tukey dos resultados do 21° dia de reparagéo tecidual. Observa-se que apenas
o grupo VE90 apresentou média estatisticamente maior (p<0.05) das areas
birrefringentes em relacdo aos demais grupos. Porém observa-se que as médias
das areas birrefringentes dos grupos testando o efeito radioprotetor da vitamina E

(VE60OIRR e VES0OIRR) ndo diferem, estatisticamente, com as médias do grupo
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controle (C), além do grupo VE60. Os grupos IRR, OOL e OOLIRR, encontraram-
se atrasados em relagdo aos demais, mas neste periodo de avaliagdo, ndo

diferem estatisticamente entre si.

TABELA 5

Médias e desvios padrao das areas birrefringentes (pixel) no 21°

dia de reparagao tecidual
Grupos Médias Desvios Padréo
C- Ferida 275199 B 105.16
VEG60- Ferida+Vit.(60Ul) 264170 B 248.11
VE90- Ferida+Vit.(90UI) 3197.89 A 282.29
IRR- Ferida+iradiagdo 222222 C 149.09
VEGBOIRR - Ferida+Vit(60Ul)+Irrad 2632.01 B 227.10
VE90IRR- Ferida+Vit(90Ul)+irrad 271260 B 103.77
OOL- Ferida+Oleo 2187.74 C 133.38
OOLIRR- Ferida+Oleo+irrad. 199449 C 117.88

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
FIGURA 72 - Gréfico das médias das areas birrefringentes em fungéo do grupo,
no 21° dia de reparacao tecidual

Os dados obtidos também foram submetidos & Regressdo
Polinomial, que tem como objetivo avaliar as areas birrefringentes, em funggo do
tempo para os diversos grupos experimentais. Nota-se que houve um aumento
polinomial de todos os grupos, sendo que os grupos C, VE e OOL apresentam
uma equacdo linear e os demais grupos (VE90, IRR, VEG6OIRR, VE90IRR e
OOLIRR) uma equacio quadratica.

99



Estudo do efeito radioprotetor da Vitamina € (d/-alfa-tocoferi]) na reparagdo fecidual em rafos
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Analisando a FIG. 73 observa-se que todos os grupos apresentam
‘um aumento das médias das areas birrefringentes em decorrer do tempo,
mostrando uma evolucdo do tecido, porém nota-se, nitidamente, due ha dois
agrupamentos entre os grupos: os grupos C, VE60, VE90, VE60IRR e VE9OIRR ;
e os grupos IRR, OOL e OOLIRR, podendo-se afirmar que estes Ultimos grupos

citados apresentam um atraso no processo de reparacao tecidual.

FIGURA 73 — Gréfico das médias das areas birrefringentes em funcdo do tempo

para os diferentes grupos
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6- Discussado

O processo de reparo pode ocorrer por dois mecanismos que sao
semelhantes, mas diferem em alguns pontos, dependendo das condicbes em que
se processam. O primeiro e mais simples desses mecanismos € aquele
denominado cura por primeira intencdo e acontece quando se tem uma ferida
cirurgica limpa e de bordas regulares, sem contaminacao bacteriana e com as
faces suturadas. Nestas condigbes, a cura da ferida se processa com minimo de
inflamacgdo exsudativo-vascular e também com pequena formacdo posterior de
tecido de granulacdo. No entanto, a maioria das feridas € acidental e nesses
casos existe grande perda tecidual, sem regularidade de bordas e inevitavel

contaminacdo bacteriana, além da presenca de hemorragia. Nestes casos, a cura
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contaminacgao bacteriana, além da presenca de hemorragia. Nestes casos, a cura
nao é tao simples, pois fatores complicadores podem estar presentes, como a
formacdo de abcessos. Existe também a necessidade de que grandes
quantidades de tecido de granulacdo sejam sintetizadas a partir das bordas da
ferida, a fim de reconstituir a arquitetura original. Esta forma de cura é chamada
cura por segunda intengéo e difere da anterior por apresentar feridas maiores;
maior quantidade de restos necréticos e exsudato que necessitam ser removidos
tendo, consequentemente, a reacdo inflamatoria mais intensa; area de tecido de
granulagdo maior e, principalmente, fendbmeno da contragcdo da ferida presente.
No caso de feridas experimentais usadas como modelo, elas séo préximas da
cura por segunda intenc&o, embora praticamente sem infec¢éo.

Assim, quando o tecido € lesado, ocorre uma série de fendmeno
exsudativos vasculares tentando restabelecer a normalidade do tecido, pelo
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo e diapedese de elementos
celulares, como macréfago, linfécito e plaquetas, que agem tanto liberando
mediadores quimicos (fatores intrinsecos) quanto na agéo fagocitaria.

Além dos fatores intrinsecos, tem-se os elementos ou fatores
extrinsecos ao organismo, podendo ser quimico ou fisico, que retardam ou
impedem o processo de reparagdo tecidual. Nesta pesquisa foi utilizada a
irradiacdo ionizante como fator extrinseco, visto que em varias pesquisas

(POHLE, RITCHIE & WRIGHT (1931), STEIN, BRADY & RAVENTOS (1957),
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DOTTO et al.(1970), MOORE (1984), RUDOLPH et al.(1988), RAVELLI et
al.(1990), BERNSTEIN et al.(1993), WANG et al(1994), ALMEIDA (1997) e
MONTEIRO (1999) demostraram que a radiagdo promove um retardo neste
processo. -
O tecido de escotha para ser submetido & radiagdo ionizante nesta
pesquisa foi o tecido correspondente as bordas das feridas produzidas na pele de
ratos pois, pelo trabalho de GRILLO (1963) fica claro que no processo de cura e
reparo de feridas os fibroblastos presentes tem sua origem principalmente do
tecido conjuntivo das bordas da les&do. Assim, uma injuria nesta regido tera efeito
deletério maior na reparacdo tecidual. Nos grupos de animais que tiveram as
bordas das feridas irradiadas, foi administrada uma dose de radiagdo de elétrons
de 6 Gy, 3 dias ap6s a realizagdo da ferida, visto que ALMEIDA (1997) e
MONTEIRO (1999) observaram que houve retardo maior no processo de
reparacdo nos animais que foram submetidos a irradiacéo 3 dias apds a producéo
da ferida comparado com a reparacao dos animais que foram submetidos a
irradiagdo imediatamente apds a cirurgia.

No grupo controle (C), que foi realizado apenas a ferida, segundo o
exame histolégico na coloracdo por hematoxilina-eosina, a evolucido do tecido de
granulagéo ocorreu de maneira semelhante a um processo de reparacéo tecidual

normal, na sequéncia dos fases. Para o grupo que sofreu irradiacdo (IRR), os

mesmos aspectos foram observados, notando-se mais evidente os fendmenos de
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necrose tecidual e exsudativos vasculares no 4° dia do processo de reparo,
observados também por ALMEIDA (1997) e MONTEIRO (1999). Pode-se ainda
observar que no 7° dia de reparagdo tecidual, o grupo controle _jé mostrava
disposicdo ordenada de vasos néo formados, também observado por VIZIOLI
(1971). No grupo irradiado, observou-se um retardo na organizagdo tecidual,
sendo esse resultado, em parte, coincidente com o trabalho de DOTTO et al.
(1970), que observaram também menor proliferagéo tecidual para os dias iniciais

de formagao do tecido de granulagéo.

Foi encontrado menor vascularizagdo do grupo irradiado, fato
observado também nos trabalhos de MOORE (1984), GUIDUGLI NETO (1987),
ALMEIDA (1997) e MONTEIRO (1999). Esses autores sugerem que as falhas no
fechamento das feridas irradiadas s&o devido a vascularizagdo inadequada.
Porém no trabalho de AITASALO et al. (1992), onde mostraram a importancia da
manutencdo adequada da vascularizacdo na cicatrizagdo de feridas, nao
apresentou diferenca entre a cicatrizacdo na interface de retalhos de pele
sobrepostos no leito irradiado ou nao irradiado. Mas deve-se ressaltar que nesse
trabalho, a irradiagéo foi realizada 1 semana antes da confeccao da ferida e as
margens do enxerto, local da avaliagéo, foram suturadas. Assim pode-se afirmar
gue a menor proliferagéo dos vasos sanguineos ndo é a unica causa do retardo
do processo de reparacao tecidual quando as bordas da ferida s&o irradiadas. Ja

no trabalho de DOTTO et al. (1970), a vascularizagdo manteve-se maior em todos
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os grupos que sofreram irradiacéo, este fato pode ser explicado pela utilizagdo da
radiacéo X de ortovoltagem, onde os feixes de raios X sdo pouco penetrantes e
neste trabalho foi utilizado a radiacéo de elétrons de megavoltagem, tendo feixes
de radiagdo com grande poder de penetragdo, causando injurias na

vascularizacdo da ferida.

O retardo no processo de reparagdo permaneceu até os Ultimos
tempos estudados, entretanto a radiacdo de elétrons interferiu retardando, mas
ndo impedindo, fato observado também nos trabalhos de ALMEIDA (1997) e
MONTEIRO (1999). J&a WANG et al. (1994), encontraram para a radiacdo de
elétrons, com dose de 9,6 Gy um retardo na reparacdo tecidual até o 7° dia, sendo
restabelecido no 14° dia. Neste trabalho, o retardo deste processo permaneceu
até o 21 ° dia de observacédo, esta diferenca pode ser devido do fato de que no
trabalho de WANG et al. (1994), a irradiagdo foi realizada 7 dias antes do
procedimento cirurgico, no pré operatorio, sendo que s6 as células inativas foram
irradiadas, enquanto neste trabalho o periodo em que ocorreu a irradiagéo
correspondia & fase proliferativa da inflamag&o. Foi observado no trabalho de
MONTEIRO (1999) um atraso transitorio no processo de reparacéo tecidual, que
pode ser explicado pela a area irradiada, onde nesse trabalho foi na ferida
cirirgica e neste nas bordas das feridas; provavelmente nos fibroblastos que

iniciam o processo de cura e reparo das feridas, onde uma injuria direta nestas
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células acarretara atraso no processo de reparacdo tecidual, como afirma
BERNSTEIN et al. (1993) e DRAKE & SCOTT (1995).

A célula que tem a maior participagcdo no processo de reparacao
tecidual €, sem duvida, o fibroblasto devido a sua fungdo de produzir fibras e
matriz extracelular. O processo de reparacdo tecidual € concluido quando o
colageno produzido atinge sua maturacao restabelecendo a homeostasia da area
lesada. Portanto, observar também a populacdo de fibroblastos constitui um
parametro para avaliar a produg&o de colageno e assim, o processo de reparacao
tecidual. No grupo que sofreu apenas a irradiacédo (IRR) notou-se que a
proliferacdo dos fibroblastos foi menor que no grupo controle (C). ALMEIDA
(1997) e MONTEIRO (1999) sugerem que o atraso da reparacéo tecidual pode ter
sido também decorrente de injurias a essa célula. Segundo GRILLO (1963) e
RUDOLPH et al. (1988), os fibroblastos presentes na reparacéo tecidual originam-
se do tecido conjuntivo adjacente a lesdo e ndo da corrente sanguinea, como os
macréfagos. Neste trabalho e no de ALMEIDA (1997) a irradiacéo foi realizada
nas bordas da ferida, podendo afirmar que as células precursoras ou fibroblastos
ativos sofreram a acao direta da radiagao de elétrons sugerindo que o atraso
observado na reparacao tecid-ual do grupo irradiado pode ser também decorrente
de danos nos fibroblastos, resultando em menor quantidade de colégeno, levando

ao atraso a maturacdo do mesmo, concordando com os trabalhos de DRAKE &
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SCOTT (1995), que afirmam serem permanentes os danos que ocorrem nos
fibroblastos.

Na avaliaggdo qualitativa do dicroismo pela reacdo de azul de
toluidina, verificou-se que no grupo controle a organizagéo das fibras colagenas foi
observado nas laminas & partir do 7° dia e do grupo que sofreu apenas a
irradiacdo nas laminas a partir do 14° dia, mostrando o atraso na orientagdo
macromolecular do tecido em evolugdo, o que também foi encontrado por
MONTEIRO (1999)

Quando comparado o grupo controle (C) aos grupos que tiveram
apenas o tratamento prévio de vitamina E (VE60 e VE90) observou-se que estes
na andlise subjetiva das laminas corada por Hematoxilina-Eosina apresentaram-se
mais adiantados e organizados aparentemente e que o dicroismo, fornecido pela
reacao histoquimica do azul de toluidina, foi observado a partir do mesmo periodo
da reparacao tecidual, ou seja, no 7° dia. Nas laminas coradas por picrosirius,
observou-se que no 4° dia de reparacgéao tecidual, nos grupos que tiveram apenas
o tratamento prévio de vitamina E, houve maior quantidade de feixes de fibras
colagenas birrefringentes se igualando nos demais periodos de observacéo. Na
avaliacdo quantitativa da area de feixes de fibras colagenas birrefringentes, notou-
se que apenas no 4° e 21° dia de reparacéo tecidual o grupo (VES0), animais
apenas com tratamento prévio de vitamina E com 3 doses de 90 U.I., apresentou

médias maiores (p<0.05). Estes resultados sugerem que a vitamina E favorece de
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alguma maneira o processo de reparacéo tecidual. Talvez esta ajuda, como citado
por MAERCUS & COULSTON, em 1996 que descreveram a propriedade
antioxidante da vitamina E, caracteristica mais importante dos tocoferois, a qual
impede a oxidacdo de constituintes essenciais dos tecidos, como a ubiquinona
(coenzima Q), ou impede a formag&o de produtos tdxicos da oxidagéo, como 0s
produtos da peroxidacao formados a partir de acidos graxos insaturados, ou seja,
os radicais livres

Analisando o efeito radioprotetor da vitamina E pelos grupos
VEG60IRR e VE90IRR, observou-se, pela analise quantitativa da area de feixes de
fibras colagenas, que no 4° dia de reparacdo tecidual o tecido de granulagéo
apresentava-se mais atrasado que o grupo controle, porém mais adiantado
quando comparado com o grupo que recebeu apenas a radiagéo de elétrons. Ja
na andlise qualitativa da birrefringéncia, as fibras colagenas apresentaram brilho
pouco intenso, porém semelhante. Na andlise das laminas coradas por
hematoxilina-eosina, nao houve diferenca na morfologia dos tecidos do grupo
controle (C) e dos grupos experimentais testando a vitamina E como radioprotetor
(VE60IRR e VES0IRR). Quanto ao dicroismo do tecido, tanto no grupo controle
guanto nos grupos experimentais estava ausente, o que era esperado pois n&o
havia orientacdo macromolecular por se tratar de um tecido em fase inicial de

evolugao.

108



Estudo do efeito radioprotetor da Vitamina E (dl-alfa-tocoferil) na reparacdo tecidual em ratos

Discussao

Nos outros periodos de avaliagdo resultados semelhantes foram
encontrados entre o grupo controle e os grupos com associacéo do pré tratamento
com vitamina E e radiagdo de elétrons, ou seja, em todas as analises deste
estudo, morfologia pelo coloracdo de Hematoxilina-Eosina, avaliagcdo qualitativa e
quantitativa da birrefringéncia de fibras colagenas pela colorac&o por picrosirius e
na avaliacdo qualitativa do dicroismo pela reagdo histoquimica do azul de toluidina
pH 4, ndo apresentaram diferencas, podendo-se afirmar que a vitamina E, na
forma dl-alfa-tocoferil, teve um efeito radioprotetor no processo de reparacéo
tecidual.

Neste trabalho, foi avaliado o efeito radioprotetor da vitamina E em
duas doses, de 60 U.l.e 90 U.l., pois observou-se nos trabalhos descritos na
literatura que n&o havia uma padronizacéo das dosagens de vitamina E entre os
autores, sendo entdo melhor utilizar duas dosagens para verificar se havia
diferencas entre elas. Foi observado, tanto de maneira qualitativa como
quantitativa, que ndo houve diferenca entre os grupos com associacéo da
irradiacdo com o pré tratamento de vitamina E nas duas dosagens, sugerindo que
é necessario apenas uma quantidade certa para que a vitamina E promova seu
efeito radioprotetor, o excesso de vitamina E ndo promovera um efeito maior.
Entretanto LONDER & MYERS (1952), observaram que quanto maior a
quantidade de vitamina E, menor foi a sua radioprotego. Isso pode ser decorrente

do fato de que os autores utilizaram uma dose letal de radiagao X no corpo todo
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do animal e talvez a vitamina E em excesso promova um efeito prejudicial ao
organismo. Ja no trabalho de TAREN et al. (1986), observou-se que pequenas
concentragdes de vitamina E, nos grupos que receberam 3 doses de 10, 20 e 40
Ul, ndo promovia a agao radioprotetora. Quando utilizou 3 doses de 120 Ul de
vitamina E promoveu tal acdo. Esta diferenca de resultados entre os trabalhos
supra citados, talvez seja devido a area irradiada e ao tipo de andlise utilizado,
uma vez que LONDER & MYERS (1952) avaliaram a habilidade da vitamina E na
protegdo da morbidade de uma dose letal de radiacdo X e TAREN et al. (1986)
avaliaram a resisténcia & tens&o das feridas cirtrgicas expostas a irradiacéo local.
FELEMOVICIUS et al. (1995) discute em seu trabalho que os efeitos
da radiagdo ionizante s&o mediados principalmente pelos radicais livres de
oxigénio gerados pela agcdo com a molécula da agua. Os radicais livres séo
moléculas de oxigénio contendo um elétron ndo pareado na ultima o6rbita da
eletrosfera, 0 que este elétron ndo pareado confere uma capacidade de induzir
injurias. Estas reagOes, que sao altamente oxidantes, remove atomos de
hidrogénio dos &acidos graxos, causando a peroxidagéo lipidica, resultando em
mudancas na permeabilidade e fluidez das membranas celulares, levando-as a
morte. Assim, o efeito radioprotetor da vitamina E deve-se, provavelmente, a sua
ligagéo quimica com os radicais livres produzido pela irradiagdo, uma vez que os
radicais livres, produzidos pela radiacdo, ligados quimicamente com um

antioxidante, n&do poderdao promover tais a¢des danosas ao organismo. Essa
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hipotese da acéo da vitamina E como radioprotetor é aceita e afirmada por muitos
autores (MALICK et al. (1978) KONINGS & DRIJVER (1979), KONINGS &
OOSTERLOO (1980), SHIRAISHI et al. (1985) RANA et. al. (1993), SIMON et al.
(1994), CARROLL et a/(1995), FELEMOVICIUS et al. (1995)) que estudaram a
vitamina E e outros antioxidantes.

FELEMOVICIUS et al. (1995) ainda em seu trabalho afirma que os
oxiradicais também induzem a quebra de DNA. Os trabalhos de GALLIGAN et al.
(1997) ¢ KONOPACKA et al. (1998) que estudaram o efeito radioprotetor da
vitamina E mensurando as quebras do DNA e observaram que houve diminuigcio
significante quando comparado com o grupo controle sugeriram que a vitamina E
aumenta de alguma maneira a capacidade de reparo do DNA, ou evita a sua
quebra. Entretanto KONOPACKA et al. (1998) afima que as propriedades
radioprotetoras da vitamina C e da vitamina E s&o dependentes de sua
concentragao e do tempo de administracao.

O tipo celular também deve ser levado em consideragéo, visto que 0s
trabalhos de KAGERUD et al.(1978) e de SARRIA & PRASAD (1984), verificaram
que a vitamina E n&o promoveu efeito radioprotetor em células tumorais e sim um
efeito deletério de maneira que haja aumento na inibicdo do crescimento das
células tumorais pela radiacdo. Este fato € de grande importancia para os
pacientes que necessitam da radioterapia, uma vez que a vitamina E promove

uma radioprotecéo em células normais e aumento dos efeitos danosos nas células
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do tumor. No mesmo trabalho de SARRIA & PRASAD (1984) observou-se que
nao houve modificacdes significativas no efeito da radiagdo na cultura de
fibroblasto, resultado positivo se considerar que houve aumento da mortalidade
das células tumorais e ndo dos fibroblastos frente & uma radiagéo considerada
bastante ionizante (radiacdo gama). Esses autores sugerem que a agdo da
vitamina E talvez esteja associada com o aumento da resposta imune ou com o
aumento da recuperacdo da medula Ossea, além da ligacdo quimica do dl-alfa-
tocoferil com os radicais livres.

Sabe-se que a vascularizacdo € um fator bastante importante no
processo de reparacéo tecidual, visto que em alguns trabalhos (MOORE (1984),
GUIDUGLI NETO (1987), ALMEIDA (1997) e MONTEIRO (1999)) observaram e
sugerem que a irradiagdo influencia de maneira negativa no sistema vascular
convertendo-se em um dos fatores de atraso do processo de cicatrizacdo. E
possivel que a vitamina E também tenha ag&o radioprotetora no sistema vascular.
Nos trabalhos de HOFFER & ROY (1975) ¢ KONOPACKA et al. (1998), a
deficiéncia da vitamina E na dieta promoveu fragilidade maior dos eritrocitos frente
a radiagdo quando comparado com O grupo controle € com o0 grupo que recebeu
suplemento de vitamina E na dieta, devido a maior susceptibilidade da
peroxidagdo hidrogénica na membrana lipidica destas células. E o grupo que

recebeu suplemento de vitamina E na dieta teve eritrocitos mais resistentes a
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radiagcdo, sugerindo que o tocoferdl incorporou-se nas membranas lipidicas no
momento da formacgéo de novas células.

Este trabalho concorda com todos os trabalhos até aqui citados
quanto ao efeito radioprotetor da vitamina E, porém né&o esta de acordo com o
trabalho de ROSTOCK et al.(1980) que observaram que nao houve diferenga
significativa entre os animais dos grupos que receberam vitamina E no pré
tratamento e os do grupo controle. Deve-se levar em consideragdo que nesse
trabalho o tipo de tecido analisado foi diferente deste trabalho e dos outros
autores, sugerindo que a vitamina E n&o exerce efeito radioprotetor nas células do
pulméo e do coracéo ou que estes tipos celulares sdo radioresistentes.

Os resultados deste trabalho também ndo concordam com os
achados de EL-NAHAS et al. (1993), onde observaram que a vitamina E ndo se
mostrou efetiva na radioprotecdo nas aberragdes cromossdmicas e na atividade
mitotica das células da medula 6ssea. Os autores também afirmaram que o 6leo
de oliva, o veiculo da vitamina E, promove ac¢&o radioprotetora e esta acdo é
suprimida pela presenca da vitamina E. Neste trabalho, por outro lado, o efeito do
6leo de oliva e a associagao deste 6leo com a radiagéo de elétrons promoveram
um atraso na reparacao tecidual das feridas produzidas, tornando-se claro, neste
trabalho, que o efeito radioprotetor no processo de reparacao tecidual € dada pelo
dl-alfa-tocoferil € ndo pelo dleo de oliva. Talvez esta diferenca de resultado pode

ser devido a via de administracdo da vitamina E e do 6leo de oliva, onde no
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trabalho de EL-NAHAS et al. (1993) foi por via oral € neste foi por via
intraperitoneal.

Os resultados encontrados nesta pesquisa indicaram que a vitamina E
promove uma acéo radioprotetora no processo de reparacéo tecidual de feridas
quando submetidos a altas doses de radiacdo de elétrons quando forem
administradas em suas bordas, resultado positivo pois a maior preocupacdo no
tratamento de tumores utilizando-se radioterapia € a destruicdo das células
tumorais e permanéncia da integridade das células normais adjacente ao tecido

neoplasico.
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7- Conclusodes

Da discussdo dos dados obtidos nesta pesquisa, dentro das

condigbes experimentais utilizadas, pode-se concluir que:

A vitamina E , utilizada como radioprotetor, posibilitou que o
desenvolvimento morfoldgico do tecido de granulacdo fosse semelhante ao
desenvolvimento do tecido de granulagéo dos animais do grupo controle,

O desenvolvimento e ordenagdo das fibras colagenas nos animais do
grupo irradiado, sob o efeito da vitamina E apresentaram-se semelhantes ao grupo

controle, mostrando um atraso apenas no 4 dia do processo de reparagéo.
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