Artigo Original

Resumo

Abstract

ESTUDO MORFOLOGICO DO EFEITO RADIOPROTETOR
DA VITAMINA E (DL-ALFA-TOCOFERIL) NA REPARACAD
TECIDUAL EM RATOS*

Flavio Ricardo Manzi', Frab Norberto Béscolo?, Solange Maria de Almeida®, Fabricio
Mesquita Tuji*

Esta pesquisa teve por finalidade avaliar a acdo da vitamina E como radioprotetora no processo de repara-
céo tecidual em ratos, apés sofrerem um procedimento cirtrgico, que consistiu da producdo de uma ferida
na regido dorsal anterior. Os animais foram divididos em cinco grupos: grupo CO (controle) — constituido de
animais em que foi produzida somente a ferida; grupo VE - pré-tratamento com vitamina E (90 Ul); grupo
IR - irradiacdo trés dias ap6s a cirurgia; grupo VEIR — pré-tratamento com 90 Ul de vitamina E e irradiacdo
de suas bordas trés dias apés a cirurgia; grupo OIR - pré-tratamento com 6leo de oliva e irradiacdo de suas
bordas trés dias apds a cirurgia. A acdo radioprotetora da vitamina E foi avaliada pela coloracdo por hema-
toxilina-eosina para anélise morfolégica do tecido de granulacdo, aos 4, 7, 14 e 21 dias apés a cirurgia. A
andlise dos resultados mostrou que o retardo no processo de reparacdo tecidual causado por 6 Gy de radia-
céo de elétrons com feixe de 6 MeV nao ocorreu no grupo de animais que recebeu vitamina E, mostrando-
se esta substancia efetiva como radioprotetora.

Unitermos: Vitamina E; Radioprotetor; Radicais livres; Radiacéo ionizante; Reparacéo tecidual.

Morphological study of the radioprotective effect of vitamin E (dl-alpha-tocopheril) in tissue reparation in rats.
The purpose of this work was to evaluate the action of the vitamin E as a radioprotective agent in the pro-
cess of tissue reparation in rats submitted to a surgical procedure, which consisted of a wound done in the
fore dorsal area. The animals were divided into five groups: group C (controls) — wound; group VE - previ-
ous treatment with vitamin E (90 Ul); group IR — wound and irradiation of the borders three days after sur-
gery; group VEIR - previous treatment with 90 Ul of the vitamin E and irradiation of the borders three days
after the surgery; group OIR - previous treatment with olive oil and irradiation of the borders three days
after surgery. The radioprotective effect of the vitamin E was evaluated using hematoxylin-eosin stained
specimens in order to identify granulation tissue, at 4, 7, 14 and 21 days after the surgical procedures. The
results showed that 6 Gy of electron irradiation with a beam of 6 MeV caused retardation of the tissue

repairing process and that vitamin E was effective as a radioprotective agent.
Key words: Vitamin E; Radioprotective; Free radicals; lonizing radiation; Tissue reparation.

INTRODUCAO

A radiacdo ionizante, usada com fina-
lidade terapéutica em pacientes portadores
de neoplasias, pode causar alta porcenta-
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gem de complicacBes, como injdrias nas
células normais adjacentes a massa tumo-
ral. Existe uma preocupagao por parte dos
profissionais em diminuir os efeitos dele-
térios das radiagBes ionizantes. Assim, 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 f&cil controlar
sua profundidade de penetragdo. Atual-
mente, também sefaz o uso dastécnicasde
plangjamento em 3D eradioterapiacomin-
tensidade modulada (IMRT — “intensity
modulated radiotherapy”), que é uma tec-
nologia avancada de radioterapia. O obje-
tivo detodos os tratamentos radi oterapicos
€ danificar a0 méximo as células tumorais
€ a0 mesmo tempo causar um minimo de
dano as células normais. Os aparelhos de

IMRT controlam melhor o feixe de radia-
¢&o0 do que os aparelhos convencionais,
provocando, assim, 0 minimo de danos as
células normais.

Associados aosfatores citados anterior-
mente, existem certas substancias quetam-
bém diminuem a agdo das radiactes ioni-
zantes nos tecidos vivos, conhecidas como
radioprotetores

Os danos causados quando da absorgéo
daradiacdo pelos tecidos vivos sdo decor-
rentes de reagOes fisico-quimicas que le-
vam a producdo de radicais livres. O efei-
to prejudicia daradiagdo pode estar rela-
cionado ao inicio da peroxidag&o de lipi-
dios por esses radicais, processo ocorrido
principalmente dentro da membrana celu-
lar com ataconcentracdo de &cidos graxos
poli-insaturados. Como as membranas mi-
crossomais e mitocondriais apresentam
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grande quantidade de acidos graxos, elas
s30 mais suscetiveis & peroxidagdo lipidi-
ca, tendo como consequéncias a perda de
sua integridade e a diminui¢do no funcio-
namento celular®™®,

Os radioprotetores tém a propriedade
de proteger o tecido vivo, diminuindo os
danos a ele causados pela radiaggo. Sua
acdo é decorrente da ligag8o quimica en-
tre essas substancias e os radicais livres
produzidos pela radiacéo, impedindo os
efeitos danosos 42,

A vitamina E, por ser pouco estudada
como radioprotetora na reparagéo tecidual
e apresentar resultados bastante divergen-
tes, foi asubstanciaescol hidaparaaverifi-
cacdo de seu desempenho como radiopro-
tetor na cicatrizag&o de ferida induzida.

MATERIAISE METODOS

Foram utilizados 100 ratos machos
(Rattus norvegicus, ahbinos, Wistar), com
idade aproximada de 60 dias, pesando en-
tre 200 e 250 g, mantidos da fase pré-ope-
ratriaaté o sacrificio em gaiolas apropria-
das, com temperatura e umidade controla
das, racdo balanceada e agua ad libitum.

Em todaaamostrafoi realizadaumafe-
ridade 2,5 cm x 1,5 cm naregido dorsal
anterior dos animais, a 10 mm da espinha
dorsal, com profundidade aproximada de
2 mm, tendo o tecido muscular como base
da ferida.

A amostra foi dividida, de forma alea
téria, em cinco grupos:

Grupo controle (CO) — Constituido
por animais que sofreram somente o pro-
cedimento cirdrgico.

Grupo vitamina E (VE) — Caracteri-
zado por animais que receberam trés do-

ses de acetato de dl-alfa-tocoferil (vitami-
na E), viaintraperitoneal. Cada dose con-
tinha 90 UI, diluidas em 1 ml de dleo de
oliva. As doses foram administradas com
intervalos de 48 horas, e um dia apos re-
ceberem alltimadose os animais sofreram
0 procedimento cirdrgico.

Grupo irradiado (IR) — Constituido
por animais que, trés dias apos o procedi-
mento cirdrgico, tiveram uma regi&o cor-
respondente a 10 mm, lateralmente a cada
borda da ferida, irradiada com dose Unica
de 6 Gy de um feixe de elétrons com ener-
giade6MeV edistanciaavo—-fontede 100
cm. Durante o procedimento, com excegéo
da regiéo citada, todo o corpo do animal,
incluindo aferida, foi protegidacom aven-
tal de chumbo de 4 mm de espessura.

Grupo vitamina E/irradiado (VEIR)
— Os animais deste grupo sofreram 0 mes-
mo procedimento terapéutico citado para
o grupo VE e o mesmo procedimento de
irradiac&o do grupo IR. Portanto, os ani-
mais receberam avitamina E e foram irra-
diados.

Grupo 6leo de oliva (OIR) — Carac-
terizou-se por animais que receberam trés
injecdes de 1,0 ml de dleo de aliva, viain-
traperitoneal, com intervalo de 48 horas,
etambém, como no grupo VE, um diaapds
receberem a Ultima dose, sofreram o pro-
cedimento cirlrgico e, finalmente, suas
bordas foram irradiadas ap0ds trés dias,
como o grupo IR.

RESULTADOS

No quarto dia os animais dos grupos
CO, VE e VEIR apresentaram extensaarea
da ferida sendo coberta por uma crosta de
material necrético protegendo o tecido de

granulacao incipiente. Este tecido apresen-
tava poucos fibroblastos, muitas células
redondas, predominantemente linfécitos,
observando-se o inicio de neoformagéo
vascular e fibras colégenas incipientes. Ja
aareadaferidados grupos IR e OIR mos-
trava-se mais extensa, coberta por uma
crosta mais espessa, com o tecido de gra-
nulacéo bastante recém-formado, mostran-
do menor quantidade de célulasefibrasem
relacéo aos grupos supracitados, sugerin-
do um tecido altamente desorganizado.

No sétimo dia o tecido de granulacéo
apresentava-se tipico, celular, com maior
concentracdo de fibroblastos e neoforma
¢do vascular. Nosgrupos IR e OIR, porém,
observaram-se predominantemente células
redondas, indicando atraso naformagéo do
tecido de granulagdo. O grupo VE mos-
trou-se mais adiantado que o grupo CO,
cujos vasos neoformados apresentavam
hemacias no seu interior, revelando, por-
tanto, indicios de funcionamento. O teci-
do de granulagdo dos animais do grupo
VEIR estavasemel hante ao dosanimais do
grupo CO (Figuras 1 ab5).

No 14¢° dia de reparacdo tecidual, nos
animais dos grupos CO, VE e VEIR o te-
cido de granulagéo apresentava-se bastante
fibroso. O epitélio recobria a ferida, sen-
do que nos animais do grupo VE o proces-
so ainda se mostrava adiantado em relacéo
a0 grupo CO, poiseste se apresentavamais
delgado e com diminuicéo de acantoses.
Nos grupos IR e OIR o epitélio mostrou-
se desorganizado e o tecido de granulagéo
bastante celular, sendo que aferidado gru-
po OIR ndo estava total mente recoberta
pelo epitélio, enquanto a ferida do grupo
VEIR apresentava-se semel hante a do gru-
po CO (Figuras 6 a 10).

Figura 1. Grupo CO - sete dias de reparacao tecidual.
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Figura 2. Grupo VE - sete dias de reparacao tecidual.
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Figura 5. Grupo OIR — sete dias de reparacao tecidual.
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Figura 8. Grupo IRR — 14 dias de reparacao tecidual.
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Figura 9. Grupo VEIR — 14 dias de reparacao tecidual. Figura 10. Grupo OIR — 14 dias de reparacéao tecidual.
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No 212 diaaferidanos grupos CO, VE
e VEIR apresentava-se cicatrizada, visto
gue o tecido de granulagdo estava bastan-
te fibroso e o epitélio delgado, queratini-
zado, visualizando-se a presenca dos ane-
xos da pele. Os grupos IR e OIR ainda se
mostravam atrasados, com tecido de gra-
nulagdo bastante celular e o epitélio com
auséncia de queratina e anexos da pele.

DISCUSSAO

Comparando-se o grupo CO com 0s
animais que sofreram apenas o tratamento
prévio de vitamina E (grupo VE), obser-
vou-se que o grupo VE apresentava-se
mais adiantado. Isto sugere que avitamina
E favorece, de algumamaneira, 0 processo
de reparacdo tecidual. Segundo Marcus e
Coulston®, a propriedade antioxidante da
vitaminaE éacaracteristicamaisimportan-
te dos tocoferdis, sabendo-se que estaim-
pede aoxidagdo de constituintesessenciais
dos tecidos, como a ubiquinona (coenzi-
ma Q), ou impede aformac&o de produtos
toxicos da oxidagdo, como os produtos da
peroxidacdo formados a partir de acidos
graxos insaturados, ou seja, os radicais li-
vres. Como aproducao daferida esté asso-
ciadaaproducéo deradicaislivres, devido
a0 estresse oxidativo, a vitamina E exerce
a sua propriedade de antioxidante.

Analisando-se o efeito radioprotetor da
vitamina E no grupo VEIR, observou-se
que ndo houve diferenca morfol6gica no
processo de reparagdo quando comparado
a0 grupo CO em todos os periodos avalia-
dos. No entanto, o grupo VEIR mostrou-
se mais adiantado em relag&o aos grupos
IR e OIR, podendo-se afirmar que a vita-
mina E, naforma de dl-afa-tocoferil, teve
efeito radioprotetor no processo de repa-
ragdo tecidual, mesmo ligando-se a uma
maior quantidade de radicais livres produ-
zidos pelo ferimento e posteriormente pela
irradiacéo.

Felemovicius et al.“ discutem, em seu
trabalho, que os efeitos da radiagdo ioni-
zante sd0 mediados principalmente por
radicais livres de oxigénio gerados dain-
teragdo da radiagdo com a molécula da
dgua. Essas moléculas de oxigénio resul-
tantes contém um elétron n&o-pareado na
Ultima orbita da eletrosfera, com capaci-
dade de induzir injurias, sendo altamente
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reativo. Essas reagdes oxidantes removem
atomos de hidrogénio dos &cidos graxos,
causando a peroxidagdo lipidica, gerando
mudancas na permeabilidade e fluidez das
membranas celulares, levando as cdlulas &
morte. Desse modo, o efeito radioprotetor
da vitamina E deve-se, provavelmente, a
sualigagdo quimicacom osradicaislivres
produzidos pelairradiacdo, umavez que 0s
radicais livres ligados tornam-se estéveis,
ndo promovendo, portanto, agdes danosas
a0 organismo. Essa hipdtese daagdo davi-
taminaE como radioprotetor é aceitae afir-
mada por muitos autores457-101213,
16-1922) que estudaram a vitamina E e ou-
tros antioxidantes.

Felemovicius et al., ainda no trabalho
anteriormente citado®, afirmam que os
oxirradicals também induzem a quebra de
DNA. Os trabalhos de Galligan et al.®,
Konopacka et al.*>?? e Yoshimura et
al.*® que estudaram o efeito radioprote-
tor da vitamina E, mensurando as quebras
do DNA, observaram diminuic&o signifi-
cante dessas quebras quando compararam
com o grupo controle, sugerindo que a vi-
tamina E aumenta, de alguma maneira, a
capacidade de reparo do DNA.

Entretanto, Konopacka et al.*?9 &fir-
mam que as propriedades radioprotetoras
davitamina C e da vitamina E sdo depen-
dentes de sua concentracdo e do tempo de
administragéo.

Os resultados obtidos no presente estu-
do coincidem com amaioria dos trabal hos
aqui citados no que diz respeito ao efeito
radioprotetor da vitamina E, porém n&o
esta de acordo com o trabalho de Rostock
et al.®, que observaram n&o haver dife-
rencasignificativaentre osanimaisdosgru-
pos que receberam a vitamina E e os do
grupo controle. Deve-selevar em conside-
ragcdo que nesse trabalho ostipos de tecido
analisados foram o pulmonar e o cardiaco,
sugerindo que as células que os compdem
s80 radiorresistentes.

Os achados do presente trabalho tam-
bém ndo coincidem com os achados de El-
Nahas et al.?®, que observaram que a vi-
tamina E n&o se mostrou efetiva na radio-
protecdo das aberragdes cromossdmicas e
na atividade mitética de células da medu-
la bssea. Esses autores também afirmaram
gue o dleo de oliva, o veiculo da vitamina
E, promove agdo radioprotetora e estaagdo

€ suprimida pela presenga da vitamina E.
No nosso trabalho, entretanto, o dleo de
oliva ndo promoveu radioprotegdo no te-
cido, umavez que este se apresenta seme-
Ihante ao do grupo que recebeu apenas a
irradiagdo (grupo IR), tornando-se claro
gue o efeito radioprotetor no processo de
reparacéo tecidual é dado pelo dl-afa-to-
coferil endo pelo dleo dedliva. Talvez esta
diferenca de resultados pode ser devida a
via de administracéo da vitamina E e do
Oleo de oliva, que no trabalho de El-Nahas
et al.® foi aora e nestetrabalho foi ain-
traperitoneal.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos nesta pes-
quisa, dentro das condi¢des experimentais
utilizadas, pode-se concluir que a vitami-
na E (dl-alfa-tocoferil) atuou junto ao pro-
cesso de reparagdo tecidual como um efi-
caz radioprotetor.
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