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Resumo

Esta pesquisa teve por finalidade avaliar a acdo da vitamina E, como
radioprotetora nos fibroblastos no processo de reparacao tecidual em ratos. Apos
sofrerem um procedimento cirtrgico, que constituiu da produgao de uma ferida na
regido dorsal anterior. Os animais foram divididos em 8 grupos: grupo C (controle)
— constituido de animais onde foi realizada somente a ferida, grupos VE 60 e VE
90 — pré tratamento com vitamina E (60 e 90 Ul, respectivamente), grupo IR —
irradiacao 3 dias ap0s a cirurgia, grupos VE60 IR e VE90 IR -~ pré tratamento
com 60 e 90 Ul de vitamina E e irradiagdo de suas bordas 3 dias apos as cirurgias,
grupo OOL - pré tratamento com 6leo de oliva e grupo OOL IR — pre tratamento
com oleo de oliva e irradiacdo de suas bordas 3 dias apos a cirurgia. A agéo
radioprotetora da vitamina E foi avaliada pelo método da hematoxilina-ecsina para
andlise morfolégica do tecido de granulagdo, aos 4, 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia
e contagem de fibroblastos aos 4 e 7 dias ap6s da ferida. A analise dos resultados
mostrou que o retardo no processo de reparacgao tecidual causado por 6 Gy de
radiagao de elétrons com um feixe de 6 MeV, nao ocorreu no grupo de animais
que recebeu vitamina E. Quanto ao nimero de fibroblastos, verificou-se menor
quantidade dos mesmos nos grupos IR, OOL e OOL IR, quando comparado com

0 grupo controle, enquanto os demais grupos nao apresentaram diferenga com o



controle, nos 2 periodos analisados. Assim, a vitamina E mostrou-se efetiva como

radioprotetora.



Abstract

This research had for purpose to evaluate the action of the vitamin E as a
radioprotector in the process of the tissue repair in rats, that suffered previously a
surgical procedure, which consists of the wound production in the dorsal area.

The animals were divided into 8 groups: group C (control) - it consists only of
animals in which the wound was made; VE60 and VE90 Ul groups previously
treated with vitamin E (60 and 90 Ul respectively); IR group — constituted by wound
and irradiation of its borders, 3 days after surgery; VEB0 IR and VE90 IR - these
groups were previously treated with 60 and 90 Ul of the vitamin £ and with
irradiation of their borders, after 3 days surgery; OOL groups - the wound plus the
previous treatiment of olive oit; OOL IR groups the woun plus the previous
treatment with olive oil and the irradiation of its bordes, 3 days after surgery.

The radioprotection action of the vitamin E was evaluated by the hematoxylin-eosin
staining for morphologic analysis of the granulation tissue, to the 4, 7, 14 and 21
days after surgery and fibroblasts counting to the 4 and 7 days after wound.

The analysis of the results showed that the retard in the process of tissue repair,

caused by 6 Gy of electrons irradiation with a beam of 6 MeV, did not happen in



the groups of animals that received vitamin E. Concerning to the fibroblasts
number, smaller amount of the same ones was verified in IR, OOL and OOL IR
groups when compared with the control groups, while the other groups did not
present difference with the control, in 2 analyzed periods.

Thus, vitamin E effectively acts as a as radioprotector, as it was shown.



1- Introducao

A radiacgao ionizante pode causar complicagdes quando utilizada com
finalidade terapéutica tais como injurias nas células normais adjacentes a regiao
alterada. Em relacao aos pacientes que obrigatoriamente tém que passar por
tratamentos radioterapicos, existe uma preocupagao por parte dos profissionais
em diminuir os efeitos deletérios das radiages ionizantes. Na radioterapia ha uma
crescente utilizac@o dos Aceleradores Lineares, que produzem feixes de elétrons
altamente colimados, e por ser possivel determinar a energia dos feixes de
radiacdo, torna-se facil controlar a profundidade de penetragdo dos mesmos.
Atualmente, também se faz o uso das técnicas de planejamento em terceira
dimensao e Radioterapia com Intensidade Modulada, IMRT - (Intensity Modulated
Radiotherapy) que é uma tecnologia avancada de radioterapia. O objetivo de
todos os tratamentos radioterapicos e danificar ac maximo as celulas anormais e
ao mesmo tempo provocar um minimo de dano as células normais. Os aparelhos
de IMRT controlam melhor o feixe de radiagdo do que os aparelhos convencionais,
provocando assim, o minimo de danos as células normais.

Associados aos fatores citados anteriormente, existem certas substancias
que também diminuem a ac8o das radiagbes ionizantes nos tecidos vivos,

conhecidas como Radioprotetores .



Os danos causados quando da absorgao da radiacéo pelos tecidos vivos,
sdo decorrentes de reagOes fisico-quimicas que levam a producdo de radicais
livies. O efeito prejudicial da radiacdo pode estar relacionado ao inicio da
peroxidacao de lipidios por esses radicais, processo ocorrido principalmente
dentro da membrana celular com alta concentragdo de acidos graxos poli-
insaturados. Como as membranas microssomais € mitocondriais apresentam uma
grande quantidade de acidos graxos, elas s@o mais susceptiveis a peroxidagio
lipidica, tendo como conseqliéncias a perda de sua integridade e a diminuicdo no
funcionamento celular.

Os radioprotetores tém a propriedade de proteger o tecido vivo diminuindo
os danos a ele causados pela radiag@o. Sua agdo é decorrente da ligacdo quimica
entre essas substancias e os radicais livres produzidos pela radiacéo, impedindo
os efeitos danosos.

A vitamina E, por ser pouco estudada como radioprotetor na
reparacdo tecidual, e por apresentar resultados bastante divergentes, foi a
substéncia escolhida para a verificacdo de seu desempenho como radioprotetor

na cicatrizagao de ferida induzida.



2- Revisio da Literatura

2.1- Reparacao tecidual e radiagéao ionizante

A reparagaoc tecidual & um processo do qual o organismo se utiliza
para restabelecer um tecido lesado. Porém, este novo tecido ndo apresentara as
mesmas caracteristicas do tecido substituido. A reparacao tecidual que mais
ocorre no organismo é o de processo de cicatrizacdo, onde o tecido lesado é
substituido por tecido conjuntivo fibroso neoformado, resultando a cicatriz. A
cicatrizacdo € um processo que pode ser dividido didaticamente em 3 fases
distintas. A primeira fase, inflamagao, é caracterizada pela hemostase, que ocorre
apos a ferida, com presenca de plaquetas e formacgao de fibrina. Ha a liberacdo de
mediadores quimicos que induzem a migracdo de leucocitos, principalmente
neutréfilos polimorfonucleares. Os monocitos, que posteriormente se diferenciardo
em macrofagos, também estdo presentes alem dos granuldcitos, responsaveis
pela retirada do tecido necrético. Os fibroblastos surgem de células em repouso
dos tecidos adjacentes, que ocorre na segunda fase da cicatrizacéo
(proliferativa), provavelmente devido a presenca de mediadores quimicos, com
funcdo de produzir fibras e matrizes extracelulares. Esta fase compreende

também a neoformacdo vascular, caracterizando a formagdo do tecido de



granulacdo. E finalmente, a fase de maturagao, caracteriza com a formacgéo do
tecido conjuntivo fibroso, com diminuigdo dos fibroblastos e aumento de fibras,
principalmente colagenas, em uma matriz extracelular de proteoglicanas, cuja
principal molécula € uma glicosaminoglicana (GAG), resultando,.assim a formacao
da cicatriz.

Varios fatores tém sido citados como prejudiciais ao processo de
reparagao tecidual, como a radiagéo ionizante. Abdalla, Almeida e Monteiro
realizaram pesquisas para observar e verificar as influéncias das radiacdes
ionizantes no processo de reparacao tecidual.

O efeito dos raios X de dois comprimentos de ondas diferentes em
tecido de reparacao de feridas excisionais, ndo suturadas, irradiadas com 1000 R,
antes e apos a realizagaoc de feridas, foi estudado por Pohle ef al., em 1931. No
primeiro grupo, as irradiacdes ocorreram 1, 3, 7, 10, 14, 21 ou 30 dias antes da
cirurgia e, no segundo grupo, as feridas foram irradiadas imediatamente, 24, ou
ainda 48 horas apds a cirurgia. A remogao do tecido para bidpsia e analise foi
realizada aos 7 dias apds a cirurgia ou apos a cicatrizacao. Concluiram nao haver
diferenga no tempo de reparacio das feridas em locais previamente irradiados.
Quando comparados aos respectivos controles, os grupos irradiados apds a
cirurgia mostraram retardo na cicatrizacdo e alteragbes morfoldgicas,
principalmente quando foram erradiados 24 horas ap6s a cirurgia.

Ao final do rocesso de reparacgéo, nao houve diferengas significativas

entre os grupos experimentais e controles.



O crescimento caracteristico de fibroblastos na repara¢ao tecidual,
foi estudado por Schilling et al. (1953), pela introducéo de esferas de malhas de
tantalos, em 75 cobaias. Os animais foram sacrificados em intervalos de tempo
gue compreenderam periodos variando de horas a meses. Os tecidos obtidos do
interior e periferia das malhas foram analisados microscopicamente e cultivados
para observacao do comportamento dos fibroblastos em proliferagdo nos varios
periodos da reparacdo. Os tecidos observados pela microscopia eletrénica e
fotomicrografia, mostraram que a proliferacdo dos fibroblastos iniciou-se nas 24
ou 36 horas apods a implantacéo das esferas; nos 6 dias seguintes houve aumento
marcante no numero de fibroblastos € do 7° ao 13° dia, os fibroblastos
continuaram a deposi¢ao de colageno e havia redugédo do processo inflamatério
agudo. No periodo do 14° ao 20° dia, quando a quantidade de citoplasma dos
fibroblastos mostrou-se diminuida, a deposigao do colageno foi proeminente. Na
4% semana, os autores relataram predominédncia de colageno e substancia
fundamental. Nesse periodo, ou aié 6 semanas apds o Inicio da reparacao, foi
observado desaparecimento da atividade dos fibroblastos, A perda de crescimento
potencial dos fibroblastos foi evidente no 4° més.

Stein ef al, em 1957, preocupados com o desenvolvimento de
osteorradionecrose em pacientes submetidos a radioterapia na regido de cabecga e
pescogo, avaliaram os efeitos da radiagéo na cicatrizagao de feridas de extraéées
dentais em ratos, em intervalos que variaram de 1 a 20 dias apds a cirurgia. A

irradiacao foi realizada pela colocacéo de uma capsula de raddnio, lateralmente a



regido alveolar. Os autores observaram que a cicatrizagao alveolar foi lenta e
insuficiente nos animais que tiveram menor tempo transcorrido entre a colocagao
do radénio e a extragdo dental.

MacDonald (1959) estudou a origem dos fibroblastos na pele de 20
ratos. ApoOs a realizagdo de feridas incisionais suturadas com fio de seda, usou
timidina tritiada para detectar a formacao de novas células. A coleta do material
ocorreu em tempos variados entre 2 horas e 14 dias apdés a cirurgia e a injecao da
substancia radioativa, tendo sido submetido a estudos histologicos. O autor
observou que os fibroblastos surgem de células do tecido conjuntivo fixo nas
adjacéncias da adventicia das artérias e veias, em torno dos foliculos pilosos e
das fibras musculares, ou no tecido conjuntivo abaixo da derme adjacente e
abaixo das feridas. Nao observou fibroblastos oriundos de linfécitos, macréfagos,
histiocitos, leucécitos, células endoteliais ou células fixas da porcéo colagenosa da
derme. Assim, o autor conciuiu que os fibroblastos da pele surgem de células do
tecido conjuntivo fixo que sofrem divisdo posterior para formar novos fibroblastos.

Grillo, em 1963, realizou um trabalho para verificar a origem dos
fibroblastos pois, até entdo, havia muitas controvérsias. Nesse trabalho, ele
utilizou a timidina tritiada como forma de controlar as células em proliferagéo e os
produtos destas divisbes celulares. Foi utilizado um grupo de cobaias, que
sofreram irradiacdo 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
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terceira cobaia, o periodo de tempo entre a incisdo e a irradiagao foi de 28 horas.
Cinco dias apds a injuria, foi injetado em cada animal, timidina tritiada,
intraperitonealmente e, decorridos 45 minutos, os animais foram sacrificados. Em
um segundo grupo, as incisfes ndo sofreram irradiacdo, e os animais foram
sacrificados aos 20 minutos, 6, 18, e 28 horas apds a producdo da ferida. Estes
animais foram utilizados para estudo histologico. O pesquisador utilizou ainda
outro grupo de animais irradiados 20 minutos apods a incisdo, que foram
sacrificados; 6, 18 e 28 horas apdés a mesma. Antes da divisdo celular ha
formacdo 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 granulacéo, tanto no leito aberio da ferida, como também,
na sua area marginal. Desta forma, a principal concluséo do autor foi que os
fibroblastos presentes no processo de cura e reparo de feridas, tém sua origem
principalmente do tecido conjuntivo das bordas da leséo.

Em 1870, Dotto et al, realizaram um trabalhoc quantitativo sobre a
resposta vascular em feridas irradiadas produzidas em ratos, utilizando-se de uma
dose de 6.000 rads de radiagéo X. Os animais foram separados em 3 grupos e
irradiados em trés tempos diferentes. O primeiro grupo foi irradiado imediatamente
apos a realizacao da ferida; o segundo grupo foi irradiado 3 dias apés a producéo
da ferida e o terceiro grupo foi exposto & radiacdo 6 dias apds. A resposta
inflamatoria foi analisada 7, 14, 21, 35, 60 e 75 dias apés a confecgéo da ferida.

Nesse trabalho foi observado que em todos os grupos estudados, nos estagios
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iniciais da reparacdo tecidual havia poucos vasos neoformados e que o©
comportamento do tecido variou de acordo com o momento da irradiagdo.
Entretanto, a vascularizagdo manteve-se maior nos 3 grupos irradiados, em todos
os tempos de exposicao aos raios X, sendo que o maximo valor de vascularizagéo
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 granulagdo, induzido por esponjas implantadas subcutaneamente em ratos.
Posteriormente a implantacéo das esponjas, os animais foram sacrificados apos 3,
5,7, 10, 13, 16, 21 e 28 dias. O dicroismo, realizando a reacao histoguimica do
azul de toluidina pH 4, revelou que a associacdo macromolecular entre as
glicosaminoglicanas e o colageno iniciou-se por volta do 7° dia de
desenvolvimento.

Uzunian (1979), considerando a importancia dos fibroblastos na
sintese do colageno, estudou a possivel agdo concomitante na degradacgéao das
fibras colagenas, em feridas excisionais. Uiilizou o tecido de granuiacao de 6 ratos
albinos para analise microscopica do tecido nos periodos de 7, 14 e 21 dias. A
microscopia eletrénica permitiu verificar o reticulo endoplasmatico dos fibroblastos,
contendo vesiculas intracitoplasmatica que apresentavam em seu interior fibras
colagenas; estes achados sugeriram ao autor serem os fibroblastos responsaveis
pela sintese e degradagéo do colageno durante o remodelamento. No 7° dia foi
observada ser mais intensa a agdo de degradacéo, e nos periodos subseqiientes

foi observada queda desta acao.
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A discutivel origem de fibroblastos e macréfago de feridas foram
estudados em 1981 por Stewart ef al., utilizando como marcadores cromossomos
sexuais. O enxerto de medula 6ssea recebida, com sucesso, por uma menina
sendo o tecido doado pelo irmao. Os exames citogenético dos cromossomos
sexuais das células antes do transplante, como esperado, foram XX para o
receptor e XY para o doador. A biépsia da pele do receptor, obtida 97 dias ap6s o
transplante, indicava origem hematopoiética dos macrofagos que acusavam a
presenca do cromossomo Y e auséncia deste cromossomo nas células
semelhantes a fibroblastos no local de reparacéo; estes achados deram suporte a
hipétese de origem local dos fibroblastos.

Mocre, em 1984, observando que na maioria dos casos de
tratamento de tumores na regido de cabeca e pescogo havia combinagéo das
terapias cirdrgicas e radioterapicas, estudou o efeito da radiacdo ionizante no
tecido conjuntivo e nos vasos sangiiineos. O autor descreveu que no periodo
agudo da reparagéo tecidual, as maiores alteragdes ocorrem na fina vasculatura,
principaimente a dilatacdo capilar e que quanto maior a dose de irradiacdo mais
edemaciada se fornam as células do endotélio, obstruindo alguns capilares. No
periodo crénico, segundo o autor, sdo observadas uma progressiva obliteragao e
diminuigdo no numero de capilares. Observou ainda, que na fase inicial, ha uma
redugdo no nimero de células inflamatorias, enquanto que numa fase mais tardia,
onde o tecido de granulacdo esta presente, observa-se uma diminuigéo do nimero

de vasos neoformados e fibroblastos, o que resultou em atraso na formacéo e
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maturacido do colageno, apresentando uma arquitetura anormal. Tais efeitos nao
foram observados com doses inferiores a 300 rads, afirmando haver uma dose-
dependéncia dos efeitos e que alteragdes morfoldgicas e bioquimicas na ferida,
embora minimas, comeg¢am a ser percebidos com doses de 1000 rads.

Guidugli Neto, em 1887, estudou o efeito de altas doses da radiagao
X, 2000 R, em tecidos de granulagdo com 6 dias de formagao, em ratos. Realizou-
se feridas circulares de 1 em de diametro, e utilizou uma protecado de chumbo com
abertura de 2 cm de diametro para a prote¢do do resto do corpo dos animais.
usou. Outros animais foram utilizados como grupo controle. Os tecidos foram
coletados e analisados nos periodos de 30 minutos, 3, 6, e 12 horas; e 3,7, 15 e
30 dias apds a realizacdo das feridas. Foram contados os pontos que
correspondiam aos vasos superficiais, incluindo as alcas e os brotos capilares,
sendo cbservada diminui¢do na quantidade de vasos na porcao superficial. O
autor concluiu que a ndo ocorreu a hipervascularizacao, sugerindo que tal achado
foi devido ao crescimento dos vasos profundos.

Em 1988, Rudolph ef al. verificaram a proliferagdo 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 consideracéo 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 ac do grupo controle.

Em 1991, Abdalla ef al., estudaram o efeito de baixas doses de
radiacdo X, na geénese do tecido de granulagdo induzido pela implantacdo de
esponjas na pele de ratos. Os animais foram divididos em 3 grupos: grupo
controle, sacrificado a 4, 7, 14, 21 e 28 dias apds a implantagéo da esponja; grupo
dose (nica, os animais foram submetidos a 5,28 R, no momento da implantacao
da esponja e sacrificados nos mesmos periodos; e o Ultimo grupo, em que os
animais sofreram irradia¢ao fracionadas da seguinte forma: 5,28 R a cada 2 dias
apos a implantacéo da esponja, durante 14 dias, e a cada 4 dias até complentar
28 dias, com dose total de 58,08 R, com os dias de sacrificios iguais aos
anteriores. Foi observado que esta radiagao causou retardo na evolugao do tecido
de granula¢do nos dois grupos irradiados, quando comparado ao grupo controle,
sendo que este retardo foi mais evidente para o grupo que recebeu dose
fracionada. Os autores observaram ainda que os efeitos de retardamento na
evolucdo dos tecides, para os dois grupos irradiados, foram mais evidentes nas
fases precoces de desenvolvimento.

Os resultados das microcirurgias vasculares realizadas apés a
colocagcdo de retalhos cirurgicos, em cirurgias reconstrutivas, sdo duvidosos
quando a area receptora é previamente irradiada. Em 1992, Aitasalo et al,
estudaram a cicatrizacdo entre retalhos de pele de microvasculatura livre, onde

foram criadas anastomoses sobre superficies receptoras irradiadas e nao
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irradiadas. Utilizaram ratos que tiveram suas virithas irradiadas com uma dose
Gnica de 20 Gy. Sete dias apds a irradiacao, realizou-se uma ferida padrao no
centro da regido. Um retalho de pele nao irradiado foi sobreposto sobre a regido
irradiada. A cicatrizacao desta interface da pele irradiada e retalho transferido foi
avaliada. Os autores concluiram que néo houve diferencas na capacidade da
reparacdo de retalhos de pele na microcirurgia vascular entre areas receptoras
irradiadas ou nao irradiadas.

Bernstein et al., em 1993, realizaram uma revis&o de literatura sobre
a acao da radiagdo ionizante na pele, com pardmetro a resisténcia da ferida ao
rompimento. Constataram que apos duas semanas as feridas aumentaram 30%
de sua resisténcia original, enquanto aquelas que receberam uma dose de 18 Gy
de radiacao X, antes da realizacao da ferida, reduziram 50% de sua resisténcia.
Os autores também relataram a presenca de uma diminuigdo da sintese de
colageno nas feridas irradiadas, recuperando-se 2 semanas depois. Ressaltaram
que a radiacdo € prejudicial, devido o efeito toxico nos fibroblastos, que sédo
responsaveis pela deposicao e maturagao do colageno na ferida_

Wang et al.,, em 1994, observaram o efeito da radiagédo de elétrons
no processo de reparacdo 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
8,6 Gy. Apds 7 dias da irradiagdo, realizou-se uma incisdo .de 20 mm de
comprimento, na area irradiada. O sacrificio dos animais foi apos 1, 3, 7 e 14 dias

da producdo das incisbes. As amostras foram analisadas por microscopia
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eletrébnica de varredura e por microscopia de luz. Os autores observaram que até
o 7° dia houve um atraso na formagdo do tecido de granulacdo, que se
restabeleceu por volta do 14° dia.

Drake & Scott, em 1995, fizeram varias afirmacg@es sobre ¢ efeito da
quimioterapia e radioterapia na cicatrizagdo de feridas. alertam que quando a
radioterapia & realizada no periodo imediatamente antes ou apés ¢ procedimento
cirargico, aumentam as complicacbes nas lesdes, ocorrendo uma alteracao
permanente nos fibroblastos, com uma produgdo deficiente de colageno e
resposta celular inadequada. Os autores sugerem que os tratamenios de
quimioterapia e radioterapia devem ser realizados apos este periodo critico.

Em 1997, Almeida avaliou morfolégica e ultra-estruturalmente o
efeito de baixas doses de radiacao de elétrons no processo de reparacao tecidual
em ratos e comparou 0s possiveis efeitos produzidos pela radiacdo, quando esta
foi realizada imediatamente e irés dias apos a abertura da ferida, com o processo
de reparagéo tecidual normal. Para a realizacdo do trabalho, os animais foram
submetidos a um procedimento cirlirgico, 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 irradiacao, sendo
exposta somente uma regido correspondente a 1,0 cm lateralmente a cada borda
da ferida. Um grupo de animais foi submetido a radiagdo imediatamente apoés a
abertura da ferida. Outro grupo sofreu irradiacdo trés dias apés a injuria. Os

animais foram sacrificados aos 2, 4, 7, 11, 14, 17 e 21 dias ap6s o procedimento
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cirurgico para o primeiro grupo. Para o segundo grupo, 0s animais foram
sacrificados aos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias, também apds a abertura das
feridas. O material de cada grupo foi comparado com grupos controles
correspondentes, nos quais ndo foi realizada a irradiagdo. A reparacéo tecidual foi
avaliada, pelos seguintes meétodos: coloragdo pela hematoxilina-eosina, que
possibilitou avaliar a morfologia do tecido de granulagéo; reacédo histoquimica de
metacromasia pelo azul de toluidina pH 4,0, podendo avaliar-se deste modo a
sintese de glicosaminoglicanas e por fim impregnacéo argéntica, onde observou a
sintese de colageno, através da microscopia de polarizagao (birrefringéncia). Os
resultados demonstraram que 1,0 Gy de radiacao de elétrons com um feixe de 6
MeV, causou um retardo no processo de reparacdo tecidual, quando aplicado
imediatamente e {rés dias apos a abertura da ferida, sendo gue quando
comparados os dois grupos irradiados, para os dias 7, 14 e 17, o efeito da
reparacao tecidual foi mais acentuado no grupo que sofreu irradiacdo trés dias
apos a abertura da ferida.

Monteiro, em 1999, com a finalidade de estudar o efeito da irradiacao
por eléfrons em tecido de reparagdo, 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 apos a cirurgia foi analisado nos tempos 2, 4,
7, 11, 14, 17 e 21 dias. O grupo tecido de granulagao, irradiado 3 dias apds a

remocéao do tecido, foi analisado nos tempos 5, 7, 10, 14, 17, 20 e 24 dias. O feixe
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de elétrons foi produzido por um acelerador linear Mevatron 74, com 6 MeV de
energia, com dose de 1 Gy . Os resultados mostraram atraso na reparagao dos
tecidos irradiados imediatamente ap6s a cirurgia e no 3° dia da génese tecidual,
sobretudo naqueles irradiados no 3° dia de formacgdo. Ao final do periodo
experimental, observou que todos os tecidos apresentavam caracteristicas

bastante semelhantes, indicando atraso transitorio.

2.2- Radiagdo ionizante e vitamina E

Segundo Marcus & Coulston, em 1996, a vitamina E foi demostrada
pela primeira vez por Evans & Bishop, em 1922, verificando que ratas
necessitavam de um principio dietético com vitamina E, entao desconhecido para
manter a gravidez normal. Observaram que os animais com essa deficiéncia
ovulavam e concebiam normalmente, porém, em algum momento da gestagao
ocorria a morte e reabsorcio dos fetos, alem de lesbes nos testiculos. Diante
desses fatos a vitamina E foi denominada como “vitamina antiesterilidade”.

Evans ef 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
sdo atualmente conhecidos. O alfa-tocoferol (5, 7, 8 — trimetilcolol) é considerado o
mais importante, pois representa cerca de 90% dos tocoferois em tecidos animais.

Londer & Myers, em 1952, avaliaram a habilidade da vitamina E, em

diminuir os radicais livres, protegendo confra o efeito de uma dose letal de
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radiagdo X corpo todo em ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos: No
primeiro grupo, foi administrada uma dose de 30 U.l. de alfa-tocoferol,
intraperitonealmente um dia antes da irradiagdo. 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 irradiacdo. O aparelho de raios X operou
com 200 kVp, 15 mA, com dose de 132 rads por minuto. Os autores observaram
gue todos 0s animais do grupo controle morreram com dose total de 650 rads. Os
animais que receberam um pré-tratamento de vitamina E, principaimente os que
receberam 30 U.l, prolongaram sua sobrevivéncia, mas ndo 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
submetidos a irradiacdo X corpo todo, com dose de 500 rads. Um grupo de 24
ratos foi mantido com uma dieta pobre em vitamina E durante 43 dias e outro
grupo de 24 animais com dieta normal. Apés esse periodo de tempo, os animais
receberam 500 rads de radiacdo X, com dose de 25 rads/minuto. Depois da
irradiagdo os animais continuaram a receber suas respectivas dietas. Os animais

foram sacrificados em varios tempos e seu sangue coletado. Um teste de
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hemolise esponténea foi utilizado para avaliar a fragilidade dos eritrocitos,
verificando que os animais que tiveram falta de vitamina E em suas dietas tinham
seus eritrocitos 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 Rads de
radiacdo gama do Cobalto 60 (*°Co). Os animais foram divididos em 8 grupos,
durante 30 dias, variando a concentracdo de vitamina E na dieta pré e poés-
irradiagdo (30 a 60 U.l. de di — alfa — tocoferil) efou no tratamento pela injecao
intraperitoneal de vitamina E (60 U.l. de di - alfa — tocoferil), imediatamente apo6s a
irradiacao. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre os
animais que tiveram dietas ricas em vitamina E antes da irradiagao e
subseqientemente mantida com a mesma dieta € 0s animais que tiveram dietas
deficientes em vitamina E antes e depois da irradiagcio. Foi verificada a queda da
mortalidade nos grupos que se submeteram 3as injegdes intraperitoneais
imediatamente apo6s a iradiacdo, tanto nos ratos mantidos com dieta rica ou
q.uanto naqueles cuja dieta foi deficiente em vitamina E. Os autores constataram,
que o decréscimo na mortalidade com as injegdes de vitamina E esta associado
ao aumento da resposta imune ou aumento da recuperagdo da medula éssea.

No mesmo ano, Kagerud ef al. estudaram a influéncia do tocoferol,
em ddses intramusculares (5 mg / 100 g) nos efeitos da radiacdo X em dois
tumores transplantados. Os autores verificaram que houve um aumento dos

efeitos de regresséo dos tumores irradiados associados com o tocoferol.
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Em 1979, Konings & Drijver, estudaram o efeito da radiacao X nas
membranas lipidicas em ratos com deficiéncia de vitamina E. Foi utilizado 2
grupos de animais, no primeiro grupo, os animais receberam alimentagéo normal,
enquanto os animais do segundo grupo receberam uma alimentagdo com
deficiéncia de vitamina E. A irradiagéo foi de corpo todo com dose de 1 Gy por
minuto. Os autores observaram que o0s animais com deficiéncia de vitamina E
apresentaram-se mais sensiveis a irradiagdo X, nos quais as membranas
celulares tornaram-se mais vulneraveis 4 peroxidacao lipidica.

Rostock et al.,, em 1980, avaliaram altas dose de vitamina E como
agente radioprotetor. Foram divididos 60 ratos em seis grupos, sendo que cada
grupo recebeu radiagio gama do *°Co com doses de 0,1 rad, 1500 rads, e 2000
rads. Trinta animais receberam 2,5% de vitamina E na dieta por duas semanas
antes da irradiagcao e foi administrada 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 histologicas dos pulmbes e dos corages
dos animais por 180 dias. Os autores observaram que nao houve diferenca
significativa entre os animais dos grupos que utilizaram a vitamina E no pre-
tratamento e os dos grupos controles.

Neste mesmo ano, Konings & Oosterloo, compararam os efeitos da
radiacdo X e de ozdnio, com dose de 0,9 e 1 Gy por minuto, com duragao de 17
horas respectivamente, na peroxidagdo lipidica e a relagdo dos antioxidantes

presente nesse processo. Os autores afirmaram que a radiacdo de ozdnio foi mais
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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 di-o-
tocoferi! (5 ug/ml) dissolvido em etanol (concentracdo de 0.25% ), em cultura de
neuroblastomas e fibroblastos de ratos, utilizando a radiagdo gama do °Co. Os
resultados obtidos mostraram que o succinato de di-a-tocoferil aumentou o efeito
da inibicao da radiagdo gama no crescimento da cultura de neuroblastomas,
mensurado pela morte e inibicAo de divisdo celular, mas nao produziu
modificagbes significativas no efeito da radiag&o gama na cuitura dos fibroblastos
de ratos. Nesse trabalho, os autores sugerem que a acgdo da vitamina E em
maodificar os efeitos da radiacdo em células tumorais talvez seja mediada, em
parie, por um mecanismo antioxidante.

Em 1985, Shiraishi et al., estudaram a peroxidacdoc da membrana
lipidica de células de ratos, induzida pela radiagio X, e inibidores desse processo.
As substancias estudadas foram a cefarantine e alfa-tocoferol. Os autores
observaram que a vitamina E inibia fortemente a peroxidacdo das membranas
pela irradiac&o. Entretanto, a cefarantine exibiu pouca inibigao.

Taren ef al,, em 1986, pesquisaram a administracdo profilatica da
vitamina E na cicatrizacao de feridas expostas a Eadiagéo jonizante pré-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 6leo sesame para as injecbes

intraperitoneais. Os animais dos grupos A e B sofreram irradiagcbes pré-
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operatorias, sendo que o grupo A nao recebeu nenhuma substancia, e o grupo B
recebeu inje¢des de 0,2 mi de Sleo sesame. Os ratos dos grupos C, D e E
receberam as injegées, em 3 doses iguais em dias alternados, de 10, 20, e 40 Ul
de vitamina E, respectivamente, dissolvidos em 0,2 ml de éleo sesame. O grupo F
foi o grupo controle nao 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. Apds duas horas desse procedimento, realizaram, sob
anestesia, duas incisdes de 5,0 cm, com 2,0 cm entre si. Apds guatorze dias, 0s
ratos foram sacrificados. Observou-se gue a radiacao reduziu significantemente a
resisténcia a tensdo das feridas cirurgicas; entretanio nao houve relagéo
significativa entre o ganho na resisténcia a tensédo 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 mi de
6leo sesame e obtiveram como resultado um aumento da resisténcia média &
tensdo das feridas para 95% do controle néo irradiado, sugerindo entao, que a
vitamina E reduz os efeitos deletérios da radiagao.

Em 1993, Rana et. al. administraram vitamina E (90 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 recuperacéo das

injirias causadas pela irradiagdo, no timo desses filhotes.
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No mesmo ano, Ei-Nahas ef al., analisaram o efeito radioprotetor das
vitaminas C e E em ratos. Os animais foram tratados, por via oral, com solugéo
aquosa de vitamina C ou solugdo de vitamina E dissolvida em dleo de oliva,
ambas em duas concentracdes, 100 e 300 mg/Kg/dia, por 6 meses. Os animais do
grupo controle foram tratados com agua ou dleo de oliva. Metade dos animais
foram irradiados corpo todo com radiagdo X, utilizando dose de 400 rads por 13
segundos, 6 horas antes do sacrificio dos animais. As células da medula 6ssea
foram aspiradas pela técnica citogénica, podendo, assim, registrar as aberragdes
cromossOmicas e a atividade mitdtica. Ambas as vitaminas mostraram-se nao
mutagénicas. A vitamina C mostrou-se efetiva na radioprotecéo, mas a vitamina E
n&o e suprimiu a radioprotec¢ao produzida pelo dleo de oliva.

Em 1994, Simom 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. © controle, o tratamento topico de
vitamina E, sendo 18 horas antes da irradia¢ao e o tratamento intramuscular de
vitamina E, com dose de 5 mg/kg em 3 injecGes administradas 24, 12, e 2 horas
antes da irradiagdo. A irradiagao ocorreu no dia seguinte. O tempo de cicatrizacdo
da ferida foi estatisticamente menor nos animais gue receberam ¢ iratamento
prévio de vitamina E, principalmente naqueles que a receberam por via
intramuscular.

Carrool et al., em 1995, verificaram alguns agentes radioprotetores

na prevencdo de injurias provocadas por radiacdo gama no intestino de ratos.
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Foram utilizados 72 ratos, em 8 grupos: o grupo controle sem irradiagao; o grupo
controle irradiado, com dose de 40 Gy na regido do abdémen; e seis grupos, que
além da irradiacao, receberam tratamentos de agentes radioprotetores: ribose-
cisteina, WR-2721, glutamina, vitamina E, MgCl2/adenosina trifosfatoe a
combinacao da ribose-cisteina e glutamina. Apos duas semanas da irradiacao, os
ratos sofreram uma reseccao do intestino e posteriormente realizaram-se
anastomoses. Apds uma semana, avaliaram-se as anastomoses e determinou-se
a forca necessaria para o rompimento das mesmas. Os animais do grupo controle
ndo irradiado tiveram as forgas de rompimentos das anastomoses maiores,
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 mostrou uma maior resisténcia a forga nas anastomoses
realizadas nos intestinos delgados.

Ainda em 1995, Felemovicius et al., estudaram a radioprotecédo da
vitamina E no intestino grosso de ratos. Realizaram-se a exteriorizacdo dos
intestinos e os segmentaram em 4 camadas, sendo que cada compartimento foi
preenchido com solugdes teste, 30 minutos antes da irradiacéo: solucéo salina,
oleo de soja, fosfato de tocoferol (solubilizado em solugao salina) e acetato de di-
alfa-tocoferil (solubilizado em 6leo de soja). Os animais foram irradiados com
dose de 1100 ¢cGy de radiagio X. Os animais foram sacrificados apés 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
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nas trés avaliagbes 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 irradiacéo
e resultados semelhantes foram observados.

Marcus & Coulston, em 1996, afirmaram que uma das mais
importantes caracteristicas quimicas dos tocoferdis € de que eles sdo
antioxidante, impedindo a oxidacdo de constituinies essenciais, como a
ubiquinona (coenzima Q), ou impede a formac¢&o de produtos toxicos da oxidacao,
como os produtos de peroxidagdo formados a partir de acidos graxos insaturados.
Afirmam também que um suplemento de vitamina E proporciona protecao contra
diversas drogas, metais e substancias quimicas que podem iniciar a formacéo de
radicais livres.

Galligan el al, em 1997, investigaram o efeito radioprotetor de
antioxidantes em linfécitos isolados. Nesse trabalho foram administrados
intraperitoneamente 5 doses de vitamina C (300 mg/Kg), vitamina E (400 mg/Kg)
ou fB-caroteno (100 mg/Kg). Apos 24 horas foi removido o sangue dos animais por
pungdo cardiaca e os linfocitos foram isolados. Essas células, entdo, foram
iradiadas com doses de 0,1 a 5 Gy, de radiacdo X, utilizando 300 kVp. A
avaliacdo foi feita pela mensuracao das quebras do DNA. Os autores observaram
que todos os antioxidantes aumentaram significantemente a protecido dos
linfécitos irradiados “in vaQ”, sendo que a vitamina C protegeu em todas as doses

da irradiacéo utilizadas e a vitamina E e o p-caroteno para as doses de 3 a 5 Gy.
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Porém em se tratando de dietas desses antioxidantes, a vitamina C e E foram os
antioxidante mais efetivos contra injarias no DNA induzidas por baixas doses de
radiacao.

Konopacka ef al, em 1998, avaliaram o efeito radioprotetor da
vitamina C, E e p-caroteno em injarias do DNA em células de ratos. Essas injurias
foram mensuradas pelo teste micronuclear nos eritrocitos da medula éssea e nas
células da bexiga esfoliadas em ratos. As vitaminas foram administradas por via
oral, 5 dias consecutivos antes ou imediatamente depois da irradiagdo em varias
concentragdes: 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 administrado a mesma quantidade
dos solventes: agua, solvente da vitamina C e dleo, solvente da vitamina E e
solvente do B-caroteno. A irradiacao utilizada foi a gama, pelo ®°Co, com dose de 2
Gy. Os autores observaram que o pré-tratamento de vitamina E foi efetivo na
prote¢do contra a irradiagdo, observando diminuigao das injurias no DNA em todas
as doses, mas as diferencas significantes com o confrole ocorreram nas
concentragbes 100-200 mg/Kg/dia de alfa-tocoferol. No pré-tratamento de B-
caroteno a dose efetiva significante foi a de 12 mg/Kg/dia. A vitamina C mostrou-
se efetiva em altas concentracbes (400 mg/Kg/dia), porém pouco visivel. Os
autores também fizeram uma associacdo entre vitamina C (50 mg/Kg/dia),
vitamina E (200 mg/Kg/dia) e p-caroteno (12 mg/Kg/dia) e observou maior efeito

radioprotetor, concluindo que a associagdo a associagéo destes compostos pode
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ser realizada n&o somente para remover os radicais livres, mas também para
aumentar a capacidade de reparo do DNA.

Os efeitos da suplementacdo da vitamina E foram avaliadas em
culturas de fibroblastos humanos expostos as radiagbes ultravioletas, por
Nocentini ef al. (2001). Células foram incubadas contendo a vitamina 24 horas
antes a exposicdo. A avaliacdo deste estudo foi por meio da verificagdo da
presenca de injurias no, imediatamente apds a irradiac&o e depois desta em varios
periodos. Como resultados, observou-se que o grupo tratado com vitamina E
apresentou persisténcia para o aparecimento de injrias no DNA.

Em 2002, Kumar ef al. compararam o efeito da vitamina E (succinato
d-alfa-tocoferil), na inducéo de injtrias no cromossomo de células cancerigenas, e
em células normais. Para isso, utilizaram 3 culturas de fibroblastos humanos e 3
culturas de células tumorais (cancer cervical — HelLa, e carcinoma de ovario —
OVGI e SKOV3). Apds 30 minutos da irradiagdo gama (100 cGy), observaram
injurias nos cromossomos em todas as células cancerigenas. Estes danos nao
foram verificadas nas culturas de fibroblastos

A irradiagdo ultravioleta conduz a distintas mudancas no tecido
conjuntivo da pele, como degradacéo do colageno. Muitas destas alteracgfes é na
matriz extracelular que sio mediadas pelo aumento das MMPs (matriz de
metaloproteinase) na redugdo de seu antagonista (inibidores da
metaloproteinase). Hantke ef al. (2002) estudaram varias substancia que reduzem

estas MMPs apds a radiacdo solar (vitamina C, vitamina E e flavondides).
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Utilizaram fibroblastos da derme para este estudo, onde observou reducdo dos
niveis de MMPs, principalmente os flavondides.

Manzi et al., em 2003, avaliaram a acao da vitamina E, como radioprotetora
no processo de reparacdo tecidual em ratos. Apés sofrerem um procedimento
cirtirgico, que constituiu da produgédo de uma ferida na regido dorsal anterior. Os
animais foram divididos em 8 grupos: grupo C (controle) — constituindo de animais
onde foi realizada somente a ferida, grupo VE — pré-tratamento com vitamina E
(90 UD), grupo IR — irradiacéo 3 dias apods a cirurgia, grupo VEIR ~ pré tratamento
com 90 Ul de vitamina E e irradiacdo de suas bordas 3 dias apds a cirurgia e
grupo OIR — pré tratamento com oleo de oliva e irradiagdo de suas bordas 3 dias
apds a cirurgia. A acéo radioprotetora da vitamina E foi avaliada pela coloracao
por hematoxilina-eosina para analise morfologica do tecido de granulagao, aos 4,
7, 14 e 21 dias apos a cirurgia. A analise dos resultados mostrou que o retardo no
processo de reparacio tecidual causado por 6 Gy de radiagdo de eletrons com um
feixe de 6 MeV, ndo ocorreu no grupo de animais que recebeu vitamina E,
mostrando-se esta substéhcia efetiva como radioprotetora.

Ainda em 2003, Jones ef al. desenvolveram um modelo de cuitura celular
para estudar a radioprotecdo da vitamina E. A célula estudada foi o fibroblasto,
onde foram expostos a radiacao ultravioleta. Os critérios para avaliagao
morfolégica foram quanto ao tamanho e forma celular, presenca de pleomorfismo
nuclear e quanto as alteracées na membrana celular e no citoplasma destas

celulas. O experimento foi dividido em 2 fases: na primeira fase, as células foram
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expostas a radiacao por intervalos de 30, 45 e 60 minutos, e analisadas a cada
intervalo; e na segunda fase, a vitamina E foi administrada nas células antes da
exposicao de 45 minutos. Observou-se que, na exposicao de 45 minutos causou
injurias nas células estudadas, além de fragmentacdes. Entretanto, no grupo que

utilizou a vitamina E, verificou-se menor dano nessas células.
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3- Proposicao

Propde-se neste trabatho a avaliacdo do efeito radioprotetor da
vitamina E em diferentes doses no processo de reparagéo tecidual, verificando-se
o desenvolvimento morfolégico e histométrico do tecido de granulacao e as suas

possiveis alteragdes.
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4- Materiais e Métodos

Materiais

Para a realizagao deste trabalho, 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, proprios
para pesquisa € submetidos ao concelho de ética da UNICAMP, sobre
experiéncias em animais. Todos os animais foram mantidos, desde a fase pré-
operatoria até ao sacrificio, em gaiolas apropriadas, com temperatura e umidade
controladas, bem como racao balanceada padréo e agua ad libitum diariamente.

Os procedimentos experimentais consistiram de 6 fases distintas:
Fase 1. Terapéutica; Fase 2: Anestesia; Fase 3. Cirurgica; Fase 4: Irradiacao;
Fase 5: Obtengéo das pecas e Fase 6: Preparacao das laminas para microscopia

oOptica. Para a realizacao destas fases, foram utilizados os seguintes materiais:

Fase 1: Terapéutica
» Solucéo injetavel de acetato de di — alfa — tocoferil;
» QOleo de oliva;

» Seringas hipodérmicas para insulina com agulhas intradérmicas;

33



Fase 2: Anestesia
= Solugdo anestésica injetavel de pentabarbital de sddio, Hypinol a
3%®, do Laboratdrio Fanioveter, divisao Cristalia;

» Seringas hipodérmicas para insulina com aguihas intradérmicas;

Fase 3: Cirtrgica
» Mesa cirlrgica, contendo tesoura reta de ponta fina, pinga reta,
pinca dente de rato, cabo de bisturi, laminas de bisturi n® 11 e gaze esterilizada,

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

Fase 4: Irradiagao
» Acelerador linear, modeio Mevatron 74, da Siemens;

= | amina de chumbo de 4 mm de espessura;

Fase 5: Obtencao das pecas

» Eter etilico P.A.;

» Solucdo de cloreto de sodio;

= Papel filtro;

= Recipientes de vidro para ¢ armazenamento das pecas;
» Fixador de Lillie;

= Campénula;

Fase 6: Preparacao das laminas para a microscopia optica
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» Alcool 70%;

» Alcool absoluto;

= Xilol;

» Paraplasty Plus para inclus@o;
» Microtomo;

= Estufa;

» Hematoxilina — Eosina .

Métodos

A amostra foi dividida, de forma aleatéria, em 8 grupos (C, VEG60,
VE90, IR, VE60IR, VE90IR, OOL e OOLIR). Cada animal foi identificado com uma
marca coédigo, ufilizando-se um pincel atdmico. Os animais do grupo C sofreram
apenas a cirurgia. Na fase 1, os ratos do grupo VEB0 receberam 3 doses de
injecées intraperitoneais de acetaio de di-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 setimo dia foram submetidos a cirurgia. Os animais do grupo VE90
diferenciaram-se em relagdo aos animais do grupo VEB0 apenas em relagdo &
dose de vitamina E, nos quais foram administradas 90 U.l.. Os animais do grupo
IR ndo receberam tratamento prévio com vitamina E, porém 3 dias apés a cirurgia,
sofreram irradiacdo. Os animais do grupo VEG60 IR forai'n também submetidos a 3
doses intraperitoneais de vitamina E com doses e procedimentos idénticos aos do

grupo VEB60, inclusive no que diz respeito a realizacédo da cirurgia, porem, 3 dias
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apds a cirurgia, as bordas de suas feridas foram irradiadas. Os ratos do grupo
VE90 IR diferenciaram-se dos animais do grupo anterior pela dosagem de
vitamina E, que foi de 90 U.l. cada injecdo. Foram administrados nos animais do
grupo OOL 3 injecdes de 1 ml de dleo de oliva com intervalo de 48 horas e no
sétimo dia foi realizada a cirurgia. Finalizando, os animais do grupo OOL IR
tiveram o mesmo tratamento dos animais do grupo OOL., porem apds 3 dias da
cirurgia, tiveram as bordas das feridas irradiadas.

Para melhor entendimento dos grupos experimentais, segue abaixo a

TABELA 1 onde estdo resumidos os procedimentos realizados em cada grupo:
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TABELA1

Procedimentos realizados em cada grupo.

Grupos Procedimentos

C Ferida

VE60 Ferida + Vitamina E (3 doses de 60 U.L)

VEQO Ferida + Vitamina E (3 doses de 90 U.1)

IR Ferida + Irradiacao

VEGBOIR Ferida + Vitamina E (3 doses de 60 U.1.) + lrradiacao
VESOIR Ferida + Vitamina E (3 doses de 90 U.l) + Irradiag&o
OO0L Ferida + oleo de oliva (3 doses de 1 mi)

OOLIR Ferida + dleo de oliva (3 doses de 1 ml) + Irradiacdo

Para todos os grupos estudados, obteve-se as pecas apds 4,7, 14 e
21 dias da realizacéo da cirurgia.
Na fase 2, os animais foram anestesiados por inje¢cdo intraperitoneal

de pentabarbital de sdédio, com dose de 40 mg/Kg de peso corpéreo. A tricotomia
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foi realizada em uma grande area da regido dorsal, manualmente, a fim de evitar-
se a irritagdo quimica e mecanica na pele dos animais.

Na fase 3, para a producdo da ferida, foram realizadas quatro
incisdes, que unidas entre si, possibilitavam a retirada de um retangulo de tecido
dérmico de 2,5 cm x 1,5 cm na regido dorsal anterior de cada animal, com
distancia de aproximadamente 10 mm a direita da espinha dorsal, com os lados
maiores do retangulo paralelos a esta. A profundidade de cada incisdo atingiu
aproximadamente 2 mm, tendo como base da ferida o tecido muscular. As feridas
foram realizadas sempre na mesma regiao, para promover uniformidade da
amostra.

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

Apés o tempo previamente estabelecido para a reparacao tecidual,
os animais foram sacrificados com éter etilico, para a remogao das pecas (fase 5).
Cada peca cirtrgica era constituida por uma porcéo de tecido, contendo a ferida
ou cicatriz no centro, circundada por tecido normal. As incisdes para a retirada

dessas pecas, foram realizadas sempre na mesma profundidade daquelas
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produzidas na confeccdo das feridas. Apds removidas, as pegas foram
devidamente lavadas com solucdo fisioldgica, secas em papel absorvente e
mantidas em recipiente com solucdo fixadora de Lillie até a inclusao. Nesta
solu¢ao, as pecas permaneceram por, nc minimo, 72 horas.

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

divididos em 3 lotes, para os seguintes procedimentos:

a- Coloragao por Hematoxilina — Eosina (HE):

Com esta coloragao, observou-se as caracteristicas histoldgicas da
maturacao do tecido, desde o periodo inicial (4° dia) até o final (21° dia). Avaliou-
se, também, a dimensao das feridas e a presenca do infiltrado inflamatério. Foi
observado o padrdo de epitelizacdo das feridas nos varios tratamentos, a

morfologia do tecido de granulacéo e a maturacao das fibras colagenas.

b- Andlise morfométrica dos fibroblastos
O estudo morfométrico para a contagem dos fibroblastos foi realizada
em microscopio optico ZEISS Germany, com aumento de 40/0.65, por meio de
uma ocular contendo reticulo, lente PK 8 x mn, fabricacdo ZEISS; West Germany.

A contagem dos fibroblastos foi realizada nos grupos de 4 e 7 dias, que é o
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periodo de maior atividade fibroblastica, sendo avaliados 10 campos em cada
lamina. A partir das medidas, foram obtidas as médias relativas a cada grupo, para

entao serem submetidas ao teste de Tukey, .ao nivel de significancia de 5%.
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5- Resultados

1- Descrigado morfoldgica: Coloragéo por Hematoxilina-Eosina
Para que a leitura ndo se torne exaustiva, optou-se em unir as

descricdes dos grupos que apresentam caracteristicas semelhantes

4° dia de reparacao tecidual

GRUPOS ¢, VE60, VEZSO VE6CIR e VEYOIR A area da ferida, que

apresentou-se extensa, encontrando-se coberta por uma crosta de material
necrético que serve como protecado para o tecido de granulagdo incipiente,
tendo como célula inflamatéria predominante o linfécito. Este tecido de
granulacao apresentou-se com poucos fibroblastos, muitas células redondas,
inicio de néo formagao vascular e com formacao incipiente de fibras, sendo
que nos grupos VEBO e VES0 este tecido apresentou um processo de reparo
mais adiantado do que os demais grupos. (FIG. 1, 1a, 2, 2a, 3, 3a, 5, 6a,6 e

6a).

GRUPOS IR, OCL e OCLIR- A area da ferida nos animais destes

grupos mostrou-se mais extensa que nos grupos citados anteriormente,, bem

como a espessura da crosta. O tecido de granulacédo ainda foi ausente em varias
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regides da ferida e, nas regides que estava presente, a quantidade de células e
fibras também foi menor do que nos grupos supra citados (FIGS. 4, 4a, 7, 7a, 8 ¢
8a).

7° dia de reparacdo tecidual

GRUPQS €, VE60, VE9O, VE6OIR e VE9OIR - Observou-se que a

area da ferida sofreu uma redugdo, apresentando-se ainda recoberta pela crosta
superficial, porém sem a presenca de {ecido necrotico abaixo desta crosta. A
ferida apresentou-se com tecido de granulacdo tipico, ou seja, vasos néo
formados, grande numero de fibroblastos e presenca de fibras, com diminuicao
das células redondas. O tecido de granulagdo dos grupos VE60 e VE90 mostrou-
se mais organizado. O epitélio ainda esteve ausente (FIGS. 9, 9a, 10, 10a, 11,

11a, 13, 13a, 14 e 14a).

GRUPOS IR, OOL e OOLIR- A area da ferida também encontrou-se

reduzida, mas apresentando-se mais extensa quando comparada a area dos
grupos acima citados. A qrosta ainda mostrou-se presente, sem a presenca do
tecido necrético abaixo. O tecido de granulag@o apresentou neo formacdo
vascular, entretanto, com menor numero de vasos. Foram observados grande
numero de fibroblastos, com o tecido apresentando poucas fibras e células
redondas ainda em grande numero. O epitélio também mostrou=se ausente nesta

fase da reparacgdo tecidual (FIGS. 12, 12a, 15, 152, 16 e 16a).
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14° dia de reparagdo tecidual

GRUPQOS C, VE6O, VE90, VE6OIR e VE9QOIR - A ferida contraiu-se

bastante e a crosta foi eliminada. O tecido de granulagdo se apresentou maduro,
havendo grande quantidade de fibras colagenas em forma de feixes,, vasos
sanglineos funcionais e diminuigdo no nimero de fibroblastos. O epitélio recobriu
toda a ferida, apresentando-se espesso e com criptas com grandes projectes para
o tecido conjuntivo. Nos grupos VE60 e VE90, este epitélio apresentou-se mais

delgado (FIGS. 17, 17a, 18, 18a, 19, 19a, 21, 21a, 22 e 22a).

GRUPCO OOL - O tamanho da ferida foi semelhante ao dos grupos

citados anteriormente, porém com resquicios de crosta. No que se refere ao tecido
de granulacgao, este se mostrou bastante celular, ou seja, o ndmero de fibroblastos
ainda foi elevado, quando comparado aocs outros grupos. A formacao do epitélio

também esteve atrasada, apenas iniciando sua migracéo (FIGS. 23 e 23a).

GRUPO IR - O tamanho da ferida ainda apresentou-se grande e

sem a presenca da crosta. O tecido de granulagdo apresentou-se mais atrasado
em relagdo aos grupos anteriormente citados, ou seja, mais celular e menos
fibroso, embora os vasos sanglineos ja indicassem funcionamento. O epitélio ja

recobria toda a ferida (FIGS. 20 e 20a).
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GRUPO OOLIR - Este foi o grupo que apresentou o processo de

reparo mais atrasado, pois a ferida mostrou-se extensa e o epitélio ainda ausente..
O tecido de granulagao foi muito semelhante a do grupo IR, ou seja, poucas fibras

colagenas e muitos fibroblastos (FIGS. 24 e 24a).

21° dia de reparacdo tecidual

GRUPQS C, VE60, VE9Q, VE6OIR e VE9OIR O epitélio, que recobriu

toda a ferida, mostrou-se maduro, ou seja, pouco espesso, sem grandes projecdes
de criptas para o tecido conjuntivo adjacente, e ja queratinizado. Pode-se observar
alguns anexos da pele, como glandulas sebaceas e foliculos pilosos.. O tecido
apresentou-se fibroso, com um grande nimero de feixes de fibras colagenas e
poucos fibroblastos, em fase de cicatrizagdo (FIGS. 25, 25a, 26, 26a, 27, 27a, 29,

29a, 30 e 30a).

GRUPOS IR, OOL e OOLIR - As feridas apresentaram-se menos contraidas

que nos grupos ja descritos. O epitélio recobriu toda a ferida, mas néo
apresentou-se maduro, pois nao foram observados anexos da pele e o processo
de queratinizagdo mostrou-se atrasado. O tecido de granulacd&o mostrou-se mais
celular e menos fibroso, quando comparado com os demais grupos. (FIGS. 28§,

28a, 31, 31a, 32 e 32a).
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2- Analise morfomeétrica dos fibroblastos.

Os dados obtidos na contagem dos fibroblastos, foram submetidos
ao Teste de Tukey para os grupos dentro de cada periodo de tempo.

A analise estatistica dos resultados referentes ao 4° dia, estéo
apresentados na TAB. 2 e na FIG. 33 e mostra que ndo existe diferenca
significante (p<0.05) entre as médias do nuimero de fibroblastos dos grupos C,
VEG60, VE90, VE60IR e VE90IR , que correspondem aos grupos controle e os que
tiveram o tratamento prévio com vitamina E, tantos os néo irradiados quanto os
irradiados. O grupo OOL vem em seguida, com média significantemente menor ao
demais citados. E os grupos IR e OOLIR apresentaram meédias estatisticamente
menores.

Nao foram feitos os gréaficos da reparacao tecidual aos 14 e 21 dias
das medias dos nimeros de fibroblastos dos grupos, em virtude de nestes
periodos, o numero de fibroblastos terem diminuido, e sendo substituido por feixes

de fibras colagenas.
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TABELA 2
Medias e desvios padrao dos numeros de fibroblastos no 4° dia de

reparacgéo tecidual

Grupos Médias Desvios
Padrao
VE90- Ferida+Vit.(90Ul) 288 A 1.53
VEBO- Ferida+Vit.(60Ul) 288 A 1.24
C- Ferida 275 A 1.02
VE9OIR- Ferida+Vit(90UI+IRad 271 A 1.04
VEBOIR - Ferida+Vit(60U)+iRad 271 A 0.94
OOL- Ferida+Oleo 16.3 B 1.41
IR- Ferida+lrradiagao 13.3 C 1.26
OOLIR- Ferida+Oleo+IRad. 127 C 1.26

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si e médias seguidas de letras

diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Observacao Histométrica

Gréfico das médias do numero de fibroblastos em fungéo do grupo, no

4° dia de reparacao tecidual.

Médias 15

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 33 - Grafico das médias do numero de fibroblastos em fungao do grupo,

no 4° dia de reparacéo tecidual.
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A TAB. 3 e a FIG. 34 sao referentes a analise estatistica utilizando-se
o Teste de Tukey dos resultados do 7° dia de reparagdo tecidual. Entre os grupos
C, VE60, VE90, VE60IR e VE90IR, as médias do nimero de fibroblasto nao
diferem entre si (p<0.05), apresentando os maiores valores. Porém os grupo IR,
OQL e OOLIR apresentaram medias estatisticamente menores que o grupo C.
Esses grupos, portanto, mostraram-se mais atrasados que o0s grupos que tiveram

tratamento prévio com vitamina E.
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TABELA 3
Médias e desvios padrao das areas birrefringentes (pixel?) no 7° dia

de reparacéo tecidual

Grupos Médias Desvios
Padrao
VEBOIR - Ferida+Vit(60Ul)+IRad 66.2 A 1.40
VE90- Ferida+Vit.(90UI) 658 A 1.88
C- Ferida 658 A 1.40
VE90IR- Ferida+Vit(90Ul)+IRad 654 A 1.32
VEG0- Ferida+Vit.(60UI) 648 A 1.32
OOL- Ferida+Oleo 482 B 227
IR- Ferida+lrradiacao 46.3 B 1.48
OOLIR- Ferida+Oleo+IRad. 454 B 1.90

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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Grafico das médias do numero de fibroblastos em fungao do grupo, no

4° dia de reparacao tecidual.

40
Médias

30+

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 34 - Gréafico das médias dos numeros de fibroblastos em funcao do

grupo, no 7° dia de reparagéao tecidual.
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

FIGURA 1- Grupo C - Ferida FIGURA 1a- Grupo C - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10

" , e 1ig

FIGURA 2-Grupo VES60 - Ferida + Vit. E (3-60Ul) FIGURA 2a- Grupo VE6O - 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 - 4° Dia

FIGURA 3- Grupo VES FIGURA 3a- Grupo VES0 - Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original 6.3 x 1.25x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10

s ‘ b

FIGURA 4- Grupo IRR - Ferida + Irradiacéo FIGURA 4a- Grupo IRR - Ferida + Irradiagéo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

5

FIGURA 5- Grupo VEB0IRR — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad. FIGURA 5a- Grupo VEB0IRR — Ferida +
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

% FIGURA 6- Grupo VE90IRR- Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad. FIGURA 6a- Grupo VE90IRR- Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
T Aumento original 6.3 x 1.25x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 4° Dia

FIGURA 7- Grupo OOL — Ferida+ Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

i

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

i o

FIGURA 7a- Grupo OOL — Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

et A
A ¥

FIGURA 8a- Grupo OOLIRR - Ferida +Oleo (3-1ml)+ Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

FIGURA 9- Grupo C - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

B - s, T
FIGURA 10a- Grupo VE60 - 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 VE90 — Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 12- Grupo IRR - Ferida + Irradiagéo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

R il

FIGURA 11a- Grupo VE90 — Ferida + Vit. E (3-90Ul)
Aumento original 16 x 1.25 x 10

ST e s

FIGURA 12a- Grupo IRR - Ferida + Irradiacéo

Aumento original16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

S B S N P e o E b B e
FIGURA 13- Grupo VEG60IRR — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad. FIGURA 13a- Grupo VE6B0IRR ~ Ferida + Vit. E (3 -60Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10

FIGURA 14a- Grupo VE90IRR - F
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 7° Dia

FIGURA 15- Grupo OOL — Ferida+ Oleo (3-1ml) FIGURA 15a- Grupo OOL — Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x1.25x 10

; : ‘ o . ; ‘ “ ;, : : 5 ! Ty
et -' --:“‘u - { }%:Sg *« e i : Gt R P
FIGURA 16- Grupo OOLIRR - Ferida + Oleo (3-1ml) + Irrad. FIGURA 16&_1— Grupo OOLIRR - Ferida +Oleo {3-1ml) + Irrad.
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 - 14° Dia

FIGURA 17- Grupo C - Ferida

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

4 S e TS ]

RA 18a- Grupo VEB0 - Ferida + Vit. E (3-60Ul)

L £ e

FIGURA 18- Grupo VES60 - Ferida + Vit. E (3-60U1)

Aumento original6.3 x 1.25 x 10
Aumento original 16 x 1.25x 10

59



Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

e i 4

FIGURA 19- Grupo VE90 - Ferida + Vit. E (3-90Ul) FIGURA 19a- Grupo VE90 — Ferida + Vit.

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

FIGURA 20- Grupo IRR - Ferida + Irradiagéo Fl a-
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

FIGURA 21- Grupo VEB0IRR ~ Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad.

Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

FIGURA 22- GrupoVES0IRR - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

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

FIGURA 22a- Grupo VE90IRR - Ferida + Vit. E (3-90Ul) + Irrad.
Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 14° Dia

el ‘.'%‘» k| 11
FIGURA 23- Grupo OOL — Ferida+ Oleo (3-1ml) FIGURA 23A- Grupo OOL - Ferida + Oleo (3-1ml)
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25x 10

ady Ry o g

FIGURA 24- Grupo OOLIRR - Ferida + Ole FIGURA 24A- Grupo OOLIRR - Ferida +Oleo (3-1ml) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

FIGURA 25- Grupo C - Ferida FIGURA 25a- Grupo C - Ferida
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 26a- Grupo VE60 - Fe

FIGURA 26- Grupo VEB0 - Ferida + Vit. E (3-60U!) -
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 - 21° Dia

90Ul
Aumento original 16 x 1.25 x 10

i X

FIGURA 28- Grupo IRR - Ferida + Irradiacéo FIGURA 28a- Grupo IRR - Ferida + Irradiagcdo
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 - 21° Dia

FIGURA 29- Grupo VEB0IRR — Ferida + Vit. E (3-60U1) + Irrad. FIGURA 29a- Grupo VEBOIRR — Ferida + Vit. E (3-60Ul) + Irrad.
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10

FIGURA 30- Grupo VE90IRR - Ferida + Vit. E (3-90UI) + Irrad. FIGURA 30a—_ Grupo VE90IRR - Fe
Aumento original 6.3 x 1.25x 10 Aumento original 16 x 1.25 x 10
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Coloragdo por Hematoxilina-Eosina - 21° Dia

FIGURA 31- Grupo O FIGURA 31a- Grupo OOL — Ferida + Oleo (3-1ml)
1mi) Aumento original 16 x 1.25 x 10
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

3

0 (3-1ml) + lrrad.

et

FIGURA 32- Grupo OOLIRR - Ferida + Oleo (3-1ml) + Irrad.

A 32a- Grupo
Aumento original 6.3 x 1.25 x 10

Aumento original 16 x 1.25 x 10
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6- Discussao

A reparacdo tecidual é resultado de uma sequéncia de eventos
fisioldgicos que pode ser dividida em trés fases: a inflamatéria, a proliferativa e a
de maturacdo. Estes eventos promovem uma serie de fendmenos exsudativo-
vasculares, tentando restabelecer a normalidade do tecido pelo aumentc da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo, remocgdo de residuos celulares,
diapedese de elementos celulares (como macroéfagos, linfocitos e plaquetas), que
agem tanto liberando mediadores quimicos (fatores intrinsecos) quanto na acgéo
fagocitaria e reorganizacao da rede de colageno pelos fibroblastos.

Em relacéo as células que participam do processo de reparagéo, na
fase de inflamagado, observa-se a presenca de neutrofilos polimorfonucleares,
mondacitos e linfécitos que apresentam func¢ao de limpeza da regiao da ferida e
remocao de corpos estranhos e particulas patogénicas. Apds este periodo, tem-se
o inicio da formacéo do tecido de granulacéo (fase proliferativa), onde se observa
predominancia de fibroblastos e angioblastos, estes (ltimos formadores do grande
ndmero de vasos sanguineos que caracterizam este tecido. E finalmente, na fase
de maturacéo, verifica-se diminuicdo celular e aumento de feixes de fibras
colagenas orientados, formando entao a cicatriz.

Esse complexo processo que ocorre para reparar um dano tecidual

pode sofrer alteragbes. Existem condigcdes que contribuem para evolugio de forma
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mais rapida e condicdes que podem interferir nesse processo, podendo-se
exemplificar como fator interno, do proprio organismo, a diabetes e como fator
externo, a radiacdo ionizante. Nesta pesquisa, foi utilizada a irradiagéo ionizante
como fator extrinseco, visto que muitas pesquisas (Pohle ef al{1931), Stein et
al.(1957), Dotto et al.(1970), Moore (1984), Rudolph ef al.(1988),, Abdalla et a/
(1991), Bernstein ef al.(1993), Wang ef al.{1994), Aimeida (1997), Monteiro (1999)
e Manzi et al. (2003)) demonstraram que a radia¢ao promove um retardo neste
processo.

O tecido de reparo correspondente as feridas produzidas na pele de
ratos foi o tecido de escolha para ser submetido & radiacdo ionizante nesta
pesquisa, pois Grillo (1963) afirna que os fibroblastos presentes no processo de
reparacao teciduais tém sua origem principalmente do tecido conjuntivo das
bordas da lesdo. Assim, injurias nesta regido terdo efeito deletérios maior na
reparacéo tecidual. Nos grupos de animais que tiveram as bordas das feridas
irradiadas, foi administrada uma dose de radiagido de elétrons de 6 Gy, 3 dias
apés a rea.lizagéo da ferida, visto que Abdalla et af (1991), Almeida (1997) e
Monteiro (1999) observaram gque houve retardo maior no processo de reparagao
nos animais que foram submetidos a irradiagdo 3 dias apos a produgao da ferida
comparado com a reparacdo dos animais que foram submetidos a irradiag&o
imediatamente apos a cirurgia.

No grupo que sofreu irradiacdo (IR), os mesmos aspectos da

seqiiéncia da reparacao tecidual foram observados, notando-se mais evidentes os
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fendbmenos de necrose tecidual e exsudativo-vasculares no 4° dia do processo de
reparo, observados também por Abdalla et a/ (1991), Almeida (1997), Monteiro
(1999) e Manzi ef al. (2003). Pode-se ainda observar que no 7° dia de reparacao
tecidual, o grupo controle j& mostrava disposigdo ordenada de vasos neéo
formados, fato anteriormente relatadc por Vizioli (1971). No grupo irradiado,
observou-se um retardo na organizacao 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 formacao do tecido de granulagao.

O retardo no processo de reparagdo permaneceu até os ultimos
tempos estudados; entretanto, a radiacdo de elétrons interferiu retardando mas
nao impedindo esse processo, fato observado tambem nos trabalhos de Abdalla ef
al. (1991), Almeida (1997), Monteiro (1999) e Manzi (2003). Ja Wang et al (1994),
relataram para a radiacdo de eletrons, com dose de 9.6 Gy, um retardo na
reparagdo tecidual até o 7° dia, sendo esta restabelecida no 14° dia. Neste
trabalho, o retardo deste processo permaneceu até o 21 ° dia de observagdo. Esta
diferenca pode ser devida ao fato que, no trabalho de Wang et al (1994), a
irradiagao foi realizada 7 dias antes do procedimento cirGrgico, no pré operatério,
sendo que s6 as células inativas foram irradiadas. Neste trabalho, o periodo em
que ocorreu a irradiagdo correspondeu a fase proliferativa da inflamacdo. Foi
observado no trabalho de Monteiro (1999) um atraso transitério no processo de
reparacao tecidual, que pode ser explicado pelo fato que a autora irradiou a ferida

cirirgica e protegeu as bordas..lsso deve ter provocado danos nos fibroblastos
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que iniciam o processo de cura e reparo das feridas. Assim, uma injaria direta a
estas células acarretard atraso no processo de reparacdo tecidual, como

afirmaram Bernstein ef al. (1993) e Drake & Scott (1995).

A célula de maior participagéo no processo de reparacgéo tecidual € o
fibroblasto, devido a sua funcado de produzir fibras e matriz extracelular. O
processo de reparac¢ao tecidual e concluido quando o colageno produzido atinge
sua maturacio, restabelecendo a integridade da area lesada. Portanto, observar-
se a populacdo de fibroblastos constitui um pardmetro para a avaliacdo da
producéo de colageno e assim, do processo de reparacao tecidual. No grupo que
sofreu apenas a irradiacdo (IR) notou-se que a proliferagéo dos fibroblastos foi
significantemente menor que no grupo controle (C), tanto no 4° quanto no 7° dia
de reparacdo. Portanto, o efeito da radiagéo ionizante prejudicando a reparacéo
tecidual pode estar relacionada com a diminuicdo do numero de fibroblastos

presentes.

Segundo Grillo (1963) e Rudolph et al (1988), os fibroblastos
presentes na reparacdo tecidual originam-se do tecido conjuntivo adjacente a
lesdo e nao da corrente sanguinea, como os macréfagos. Neste trabalho e em
outros (Abdalla et a/, 1991; Almeida, 1997 e Manzi et a/, 2003), a irradiagéo foi
realizada nas bordas da ferida, podendo-se afirmar que as células precursoras ou
fibroblastos ativos sofreram a acao direta da radiacao de elétrons, sugerindo que o

atraso observado na reparacac tecidual do grupo iradiado pode ser também
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decorrente de danos nos fibroblastos. Isso resultaria em menor quantidade de
colageno, levando ao atraso a maturacdo do mesmo, o que esta de acordo com o
trabalho de Drake & Scott (1995), que afirmam serem permanentes os danos que
ocorrem nos fibroblastos.

Quando comparado o grupo controle (C) aos grupos que tiveram
apenas o tratamento previo de vitamina E (VE60 e VE90), observou-se que estes,
na andlise das laminas coradas por Hematoxilina-Eosina, apresentaram-se mais
adiantados e organizados. Porém, na avaliacdo quantitativa da quantidade de
fibroblastos, ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos com diferentes
doses da vitamina, e estes com o grupo controle (C). Estes resultados sugerem
que a vitamina E favorece de alguma maneira o processo de reparagéo tecidual,
exceto pelo aumento do numero de fibroblastos. Talvez esta ajuda seja devida a
propriedade antioxidante da vitamina E, caracteristica mais importante dos
tocoferois, a qual impede a oxidacao de constituintes essenciais dos tecidos, como
a ubiguinona (coenzima Q), ou impede a formagdo de produtos toxicos da
oxidagdo, como os produtos da peroxidagédo formados a partir de acidos graxos
insaturados, ou seja, os radicais livres (Marcus & Couiston (1996)).

Abordando o efeito radioprotetor da vitamina E pelos grupos VE60IR
e VE90IR, observou-se que, na analise das lAminas coradas por hematoxilina-
eosina, ndo houve diferenga na morfologia dos tecidos do grupo controle (C) em
todos os periodos analisados (4°, 7°, 14° e 21° dia de reparagao tecidual). Estes

resultados também foram observados na analise guantitativa do nimero de
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fibroblastos nos periodos estudados (4° e 7° dia). Assim, pode-se afirmar que a
vitamina E, na forma dl-alfa-tocoferil, teve um efeito radioprotetor no processo de
reparacao tecidual, por apresentar resultados semelhantes ao grupo controle e
melhores que o grupo IR.

Neste trabalho, foi avaliado o efeito radioprotetor da vitamina E em
duas doses, de 60 U.l.e 90 U.l, pois observou-se na literatura relacionada que
nao havia uma padronizacéo das dosagens de vitamina E entre os autores, sendo
entdo melhor utilizar-se duas dosagens para verificar possiveis diferencas entre
elas. Foi observado, tanto de maneira qualitativa como quaniitativa, que néo
houve diferenca entre 0s grupos com associacdo da irradiagcdo com o pré
tratamento de vitamina E nas duas dosagens, sugerindo que € necessario apenas
uma certa quantidade para que a vitamina E promova seu efeito radioprotetor. G
excesso de vitamina E nao promovera um efeito maior. Entretanto, Londer &
Myers (1952), observaram que quante maior a quantidade de vitamina E, menor a
sua radioprotecao. Isso pode ser decorrente do fato de que os autores utilizaram
uma dose letal de radiacdo X no corpo todo do animal e talvez a vitamina E em
excesso promova um efeito prejudicial ao organismo. Ja no trabatho de Taren et
al. (1986), observou-se que pequenas concentracdes de vitamina E, nos grupos
que receberam 3 doses de 10, 20 e 40 Ul, ndo promovia a ac¢ao radioprotetora.
Quando foram utilizadas 3 doses de 120 Ul de vitamina E essa acgéo foi
promovida. Esta diferenca de resultados entre os trabalhos supra citados talvez

seja devido & area irradiada e ao tipo de andlise utilizado, uma vez que Londer &
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Myers (1952) avaliaram a habilidade da vitamina E na protecdo da morbidade de
uma dose letal de radiagdo X e Taren ef al. (1986) avaliaram a resisténcia a
tensdo das feridas cirlrgicas expostas a irradiagéo local.

Felemovicius ef al. (1995) discutem em seu trabalho que os efeitos
da radiacdo ionizante sao mediados principalmente pelos radicais livres de
oxigénio gerados pela interagdo com a molécula da agua. Os radicais livres sao
moleculas de oxigénio contendo um elétron n&do pareado na ultima 6rbita da
eletrosfera, o que lhes confere uma capacidade de induzir injlrias aos tecidos.
Estas reagtes, que sdo altamente oxidantes, removem atomos de hidrogénio dos
acidos graxos, causando a peroxidacao 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 ligagdo quimica
com os radicais livres produzidos pela irradiagdo, uma vez que estes, ligados
quimicamente com um antioxidante, ndo poderdo promover tais acdes danosas ao
organismo. Essa hipotese da acdo da vitamina E como radioprotetor é aceita e
afirmada por muitos autores (Malick ef al. (1978) Konings & Drijver (1979),
Konings & Qosterloo (1980), Shiraishi ef al. (1985) Rana ef. al. (1993), Simon ef al.
(1994), CarrOOL et al(1995), Felemovicius ef al. (1995), Nocentini et al. (2001,
Kumar et al. (2002), Hantke et a.(2002), Manzi ef al. (2003), Jones et al. (2003))
que estudaram a vitamina E e outros antioxidantes.

O tipo celular também deve ser levado em consideracéo, visto que os

frabalhos de Kagerud et al. (1978) e de Sarria Prasad (1984), verificaram que a
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vitamina E n&o promoveu efeito radioprotetor em células tumorais e sim um efeito
deletério de maneira que houve 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
radioprotecdo em células normais e aumento dos efeitos danosos nas células do
tumor. No mesmo trabalho de Sarria & Prasad (1984) observou-se que néao houve
modificacbes significativas no efeito da radiacdo sobre cultura de fibroblastos,
resultado positivo considerando-se que houve aumento da mortalidade das células
tumorais e nao dos fibroblastos frente a radiagdo gama, que é considerada
bastante ionizante. Esses autores sugerem que a agéo da vitamina E talvez esteja
associada com o aumento da resposta imune ou com o aumento da recuperagao
da medula 6ssea, além da ligacdo quimica do di-alfa-tocoferil com os radicais
livres.

Os resultados deste trabalho concordam com todos os trabalhos até
aqui citados quanto ao efeito radioprotetor da vitamina E, porém n&o esta de
acordo com o trabalho de Rostock et al. (1980). Estes autores 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
consideracdo que, nesse trabalho, o tipo de tecido analisado foi diferente,
sugerindo que a vitamina E n&o exerce efeito radioprotetor nas células do pulméao

e do coracdo ou que estes tipos celulares séo radioresistentes.
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Os resultados do presente trabalho também ndo concordam com os
achados de ERNahas et al (1993), que observaram que a vitamina E ndo se
mostrou efetiva na radioprotecéo nas aberracdes cromossémicas e na atividade
mitotica das células da medula 6ssea. Os autores também afirmaram que o éleo
de oliva, o veiculo da vitamina E, promove agdo radioprotetora e esta acao é
suprimida pela presenga da vitamina E. No presente trabalho, por outro lado, o
efeito do dleo de oliva e a associagdo deste dleo com a radiagio de eletrons
promoveram um atraso na reparagao tecidual das feridas produzidas, tornando-se
claro que o efeito radioprotetor no processco de reparagéao tecidual € dado pelo dI-
alfa-tocoferil e nao pelo dleo de oliva. Talvez esta diferenca de resultado possa ser
devida a via de administrag&o da vitamina E e do 6leo de coliva, pois no trabalho de
El-Nahas et al. (1993) a administragao foi feita por via oral e nesta pesquisa a via

escolhida foi a intraperitoneal.
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7- Conclusoes

Da discussao dos dados obtidos nesta pesquisa, dentro das

condigdes experimentais utilizadas, pode-se concluir que:

1- A vitamina E pela histomorfologia mostrou-se efetiva, como
substancia radioprotetora, possibilitando uma evolugdo satisfatoria do tecido de
reparo irradiado.

2- A média do nimero de fibroblastos dos tecidos de granulagao dos
animais tratados com vitamina E foi estatisticamente semelhante as meédias dos
animais do grupo controle e maior que as médias dos animais do grupo irradiado.

3- O dleo de oliva, utilizado como veiculo da vitamina k&, quando
administrado isoladamente, produziu um retardo significativo na evolugdo do

tecido de reparo, tanto no tecido irradiado quanto no tecido néo irradiado.
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