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RESUMO

O objetivo, neste trabalho, foi avaliar o efeito do selenito de s6dio em molares de
filhotes de ratas irradiadas. Foram utilizadas 20 ratas gravidas divididas aleatoriamente em
quatro grupos experimentais: controle, selénio, irradiado e selénio irradiado. As ratas dos
grupos irradiado e selénio irradiado receberam na regido abdominal dose tnica de 4 Gy de
radiacdo X, sendo que o momento da irradiacdo correspondeu a da fase de sino da
odontogénese, 19° dia de gestacdo. Os animais dos grupos selénio e selénio irradiado
receberam 0,3 mg/kg de selenito de sddio aos 18 dias de gestagdo e o grupo controle foi
composto por animais que ndo receberam selenito de sédio e nem foram irradiados. Os
filhotes foram sacrificados aos 3 e 4 dias de nascimento para a avaliacao da birrefringéncia
da matriz orgéanica do esmalte com o auxilio do microscopio de polarizacao e aos 30 dias de
idade para avaliacdo da dimensdo intercuspidea dos molares por meio da microscopia
eletronica de varredura. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Por
meio da birrefringéncia, foi possivel observar os efeitos deletérios da radiagdo, uma vez que
os grupos irradiados diferiram estatisticamente dos grupos nao irradiados, em todos os
tempos de estudo. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos selénio irradiado
e irradiado. Foi observado também diferenca estatistica entre os grupos controle e selénio
no tempo de 4 dias, demonstrando a toxicidade do selenito para esse tempo de estudo. A
andlise das distancias intercuspideas dos molares demonstrou atraso no desenvolvimento
desses dentes, sendo observada diferenca estatistica entre os grupos controle e irradiado,
nas medidas lineares mésio-distal, vestibulo-lingual mesial e vestibulo-lingual central dos
dentes superiores e vestibulo-lingual distal dos dentes inferiores. Entre os grupos selénio
irradiado e irradiado, ndo foi observada diferenca estatistica nos dentes inferiores e entre o
grupo controle e selénio ndo houve diferenca estatistica em nenhuma das medidas
realizadas. Baseado nesses resultados pdde-se concluir que o selenito de sédio ndo teve
acdo radioprotetora e teve efeito toxico nos tempos iniciais em molares de filhotes de ratas

irradiadas durante a odontogénese.

Palavras-chave: radioterapia, esmalte dentdrio, birrefringéncia, microscopia eletronica de
varredura.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the sodium selenite effect on offspring molars
of irradiated female rats. For this purpose, twenty pregnant female rats were used and
divided into four experimental groups: control, selenium, irradiated and selenium-
irradiated. The animals of the irradiated and selenium-irradiated groups received a single
exposure dose of 4 Gy of X rays in the abdominal region, at this moment the molar is in the
bell stage of odontogenesis, 19° gestation days. The animals of the selenium and selenium-
irradiated group received 0,3 mg/kg of sodium selenite (i.p) at eighteen days of pregnancy
and the animals of the control group did not received neither sodium selenite nor
irradiation. The pups were sacrificed at 3 and 4 days of birth for the organic enamel matrix
birefringence evaluation using a polarizing microscope and at 30 days of birth for
assessment of the molar intercuspal size by scanning electron microscopy. Data were
submitted to statistical analysis ANOVA (p<0,05). It was possible to observe, by the
birrefringence, the deleterious effects of radiation. There was a statistically significant
difference between the irradiated groups and no irradiated groups on all times of the study.
By the way, there was not a statistically significant difference between selenium-irradiated
and irradiated groups. It was also observed statistically significant difference between
control and selenium groups in the fourth day, showing the selenium toxicity. The analysis
of molars intercuspal distances presented a delayed development, with statistical difference
between control and irradiated groups. In the Ilinear measurements mesiodistal,
buccolingual mesial cusp and buccolingual center cusp of the upper teeth and buccolingual
distal cusp of the lower teeth. Between the selenium-irradiated and irradiated groups there
was no statistical difference of the lower teeth and between control and selenium groups
there was no statistical difference in any of the measurements. Based on these results, it
was possible to conclude that sodium selenite did not present a radioprotective effect and
present a toxic effect on the initial times on offspring molars of irradiated female rats

during odontogenesis.

Key-words: radiotherapy; dental enamel; birefringence; microscopy, electron, scanning.
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Avaliagdo do efeito do selenito de sodio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A radioterapia € uma modalidade de tratamento muito utilizada para tumores
malignos. O sucesso da radioterapida depende tanto da adequada dose de radiagdo usada
quanto da minimizacdo dos efeitos adversos que a radiacdo pode provocar no organismo
vivo (Ubios et al., 1992), incluindo os tecidos circunjacentes a lesdo, ja que esses estdo
inclusos no campo de radiagdo. Isso porque a interacdo da radiagdo com os tecidos causa
ionizacdo nos 4atomos e moléculas que os constituem, podendo levar a alteragdes
morfoldgicas graves pela presenca de radicais livres.

Virias s@o as alteracdes que podem se desenvolver no organismo irradiado, como
cerebrais, renais, no complexo maxilomandibular, incluindo fissura palatina (Bang et al.,
2002), xerostomia, osteorradionecrose, mucosite, distirbios de crescimento associados as
injurias na cartilagem, nos centros de crescimento condilar e distirbios no crescimento e
desenvolvimento dos dentes (Niehoff er al., 2008).

Estudos realizados em ratos indicam que a dose de radiacdo e o estagio de
histogé€nese sio fatores importantes para determinar o grau do dano causado pela radiacao.
Quando a irradiac@o ocorre durante o desenvolvimento dentdrio, os efeitos podem ser desde
um pequeno retardo no crescimento e/ou erupg¢ao até a total destrui¢do do germe.

O desenvolvimento dentdrio dos ratos ocorre de maneira semelhante ao do ser
humano, quanto aos tipos celulares e mecanismo de formacao (Thesleff & Aberg,1997). A
denticdo decidua humana inicia sua formacgdo entre a sexta e oitava semana de vida
embriondria, enquanto os dentes permanentes iniciam entre a vigésima semana intra-uterina
e 0 décimo més pds-natal, exceto os terceiros molares, que tem a sua formagado até o quinto
ano de vida.

O desenvolvimento do dente ocorre em trés estagios: broto, capuz e sino. O estdgio
de broto € constituido pela primeira invasao epitelial para o interior do ectomesénquima dos
maxilares. As células epiteliais demonstram pouca ou nenhuma alteracdo na forma ou
funcdo. As células do ectomesénquima se concentram ao redor do broto epitelial. No

estagio de capuz, continua a proliferacdo e condensacdo de células do ectomesénquima ao
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redor do epitélio em desenvolvimento, o qual se apresenta em forma de capuz. J4 no estagio
de sino, também conhecido como fase de histodiferenciacdo e morfodiferenciacgao,
observam-se mudancas importantes no desenvolvimento, em que varias células epiteliais se
modificam quanto a forma e a func¢ao, além da evidenciagao da papila e do foliculo dentério
(Ten Cate, 2008).

A instituicdo da terapia oncoldgica na fase de morfodiferencia¢do, afetando as
células envolvidas na odontogénese, pode causar: atraso no desenvolvimento dentdrio,
fechamento precoce dos dpices radiculares e mudangas no desenvolvimento do esmalte
dentério (Lopes et al., 2006 e Rodrigues et al., 2009).

O esmalte dentdrio é um tecido de origem ectodérmica, altamente mineralizado,
formado por cristais de hidroxiapatita. Sua formagdo ocorre extracelularmente, com o
auxilio de proteinas que sdo processadas e se reunem de forma ordenada, originando uma
armacdo tempordria com a importante fung¢do de controlar o crescimento, a morfologia e a
orientacdo dos cristais (Moradian-Oldak et al., 2003). A referida matriz € sintetizada,
secretada e organizada por células especializadas do 6rgdo dental chamadas ameloblastos.
Ela é depositada durante a fase de secre¢do de formagdo do esmalte, juntamente com
pequena quantidade de mineral, tem sua degradacdo iniciada na fase de transi¢do e ¢é
extensamente degradada e substituida por componente mineral na fase de maturacdo
(Bronckers et al., 1995).

Defeitos na formacio do esmalte estdo entre as alteragdes mais comuns da denti¢ao
humana. Apesar de ndo ser um problema de saude publica, os distirbios na formagdo do
esmalte podem causar alteracdes estéticas graves, comprometendo a estrutura do esmalte
maduro. As formas graves podem levar a perda precoce do esmalte causando desgaste
acentuado com perda de fun¢do. As hipoplasias sdo causadas por falhas durante a formacao
do esmalte dental. Essas falhas podem ter origem genética ou ser decorrentes da
interferéncia de fatores ambientais, causando posteriormente, disfun¢cdes no metabolismo
dos ameloblastos ou ainda interferindo diretamente na matriz do esmalte dental em
formacdo. Mutacdes nos genes das proteinas da matriz organica do esmalte, a amelogenina
(Collier et al., 1997), a enamelina (Kida et al., 2002) e a ameloblastina (Paine et al,. 2002)

podem causar hipoplasia do esmalte grave e generalizada.
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Atualmente vdrios pacientes pedidtricos obtém sucesso no tratamento contra o
cancer por meio da radioterapia de cabeca e pescoco. Na medida em que essas criangas
crescem e se desenvolvem, os cirurgides dentistas sdo procurados para a realizacdo de
tratamentos odontolégicos. Assim, esses profissionais devem conhecer as possiveis
alteracdes dentdrias que podem ocorrer nesse pacientes, principalmente aqueles que foram
irradiados antes dos 5 anos de idade (Lopes et al., 2006) ou na vida intra-uterina, periodo
no qual os dentes estavam em formagdo. Com isso, eles podem propor um tratamento
adequado, possibilitando um progndstico favoravel.

Com a finalidade de minimizar os danos causados pela radiacdo nos tecidos sadios
sdo utilizados os agentes radioprotetores. Os radioprotetores sdo substancias antioxidantes
que tem como func¢do diminuir os efeitos colaterais causados pela radioterapia. Existem
varios tipos de radioprotetores e, dentre eles, pode-se citar o selénio, um metal que atua na
enzima glutationa peroxidase, facilitando a reducdo do nivel de per6xidos nos tecidos, por
causar sua destrui¢do.

Dentre os tipos de selénio, um dos mais utilizados em pesquisas para radioprotecao
€ o selenito de sédio. Sua acdo radioprotetora ja foi demonstrada no processo de reparagcdo
tecidual (Tuji et al. 2005), no processo de reparacdo 6ssea alveolar de ratos (Neves, 2007),
no processo de reparo dsseo em ratas ovariectomizadas (Freitas, 2007) e na reparacdo dssea
em tibias irradiadas de ratos (Rocha, 2005).

Uma vez comprovadas alteragdes no orgdo dentario devido a agdo da radiagdo
ionizante, € importante testar substincias que possam promover radioprotecdo desses
tecidos, evitando ou minimizando as possiveis anormalidades dentdrias, que apresentam
importante significado clinico e impacto na vida dos sobreviventes ao cancer ou em seus

descendentes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esmalte e Matriz Organica

Smith & Nanci, em 1995, afirmaram que a amelogénese € controlada pelo 6rgao do
esmalte, que resulta na formac¢do de um tecido altamente mineralizado que recobre a coroa
dos dentes. As células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte sdo colunares baixa e
possuem um complexo de Golgi rudimentar localizado no p6lo do nicleo. Com a sua
diferenciacdo, sofrem alteracdes considerdveis em seu volume, tornando-se células
colunares altas, os ameloblastos. Essas células invertem sua polaridade, e o complexo de
Golgi passa a se movimentar ao redor do nucleo. Inicia-se a secrecdo das proteinas do
esmalte as quais sdo depositadas apicalmente. Assim que a primeira camada de esmalte é
formada, ocorre a formacdo de extensdes citoplasméticas nos ameloblastos, chamada de
processo de Tomes. Quando a espessura do esmalte € atingida, cessa-se a secrecdo, oS

ameloblastos diminuem de tamanho e o processo de Tomes desaparece.

De acordo com Fincham et al., em 1999, o esmalte € a principal estrutura
mineralizada dos organismos vertebrados, sendo formado dentro de uma matriz derivada da
sintese e secrecdo de proteinas pelos ameloblastos. As amelogeninas sdo as principais
proteinas que constituem a matriz orginica extracelular, elas formam espontaneamente
agregados globulares supramoleculares, denominados nanosferas, que representam um fator
essencial para formac¢do da matriz de esmalte, guiando o inicio do crescimento dos cristais
na formacdo do esmalte. Estas nanosferas sdao compostas de aproximadamente 100
monomeros de amelogeninas. Foram encontradas também na matriz organica proteinas
sulfatadas, as quais sdo rapidamente degradadas apds sua secre¢do; albumina sérica,
presentes entre os estdgios de secrecdo e transicdo, ndo sendo sintetizada pelos
ameloblastos; lipidios; além das proteinases, que sdo responsaveis pela quebra das proteinas
do esmalte e completa degradacao da matriz, permitindo um rapido crescimento dos cristais

durante o estdgio de maturacgao.
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Moradian-Oldak (2001) definiu os principais eventos extracelulares que envolvem a
formacdo do esmalte: delineacdo do espago; secrecdo de proteinas, principalmente
amelogeninas; organizacdo das amelogeninas formando uma estrutura supramolecular
altamente ordenada; transporte de fons cdlcio e fosfato; e nucleacdo, alongamento e
crescimento dos cristais de apatita. No estdgio de maturacao, ocorre um rapido crescimento
e espessamento destes cristais, assim como, a degradacdo e remog¢do das proteinas da
matriz organica extracelular do esmalte, principalmente amelogeninas. Segundo o autor as
amelogeninas constituem o principal componente estrutural para o desenvolvimento da

matriz extracelular do esmalte dentario.

Espirito Santo & Line, em 2005, afirmaram que as proteinas que compdem a matriz
de esmalte sdo: as amelogeninas, que correspondem a mais de 90% das proteinas da matriz;
as enamelinas e tufelinas, as quais representam cerca de 2%; e a ameloblastina, que perfaz
um total de 5% do total de proteinas do esmalte. Estas proteinas formam um tecido bastante
organizado e estruturado, sendo muito importante para a fase de crescimento, morfologia e

orientagdo dos cristais de hidroxiapatita.

Moradian-Oldak & Goldberg (2005), afirmaram que os ameloblastos, além de
sintetizarem e secretarem as amelogeninas e demais constituintes da matriz sdo
responsaveis pelo transporte i0nico e eventual reabsorcdo da matriz protéica. A matriz
organica tem sua degradacdo iniciada na fase de transicdo e € extensamente degradada e
substituida por componente mineral na fase de maturacdo. A amelogenina tem uma fungdo
importante no controle da fase mineral, incluindo a forma, orientagdo e organizacdo dos

cristais de hidroxiapatita durante a mineralizagdo do esmalte.

Espirito Santo er al. (2006), realizaram uma pesquisa com o objetivo de estudar a
birrefringéncia da matriz orginica do esmalte durante o desenvolvimento dos incisivos e
molares de ratos utilizando microscopia de polarizagdo. Medidas do retardo 6ptico foram
realizadas no estagio precoce de secrecao do esmalte, animais com 0 dia, estagio tardio de

secrecdo, animais com 4 dias e no esmalte maduro, filhotes com 9 dias de idade. Os autores
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relataram que o brilho da birrefringéncia comeca a se tornar evidente no estagio precoce de
secrecdo, sendo que na fase final de secrecdo da matriz do esmalte observa-se o maior valor
do brilho de birrefringéncia. No inicio do estdgio da maturacdo a birrefringéncia diminuiu.
Nos molares, foi observada forte birrefringéncia nas dreas de secrecdo do esmalte, quatro

dias apds o nascimento.

Espirito Santo et al., 2007, analisaram a birrefringéncia da matriz organica do
esmalte no estigio de esmalte secretério em ratos para o gene da amelogenina e
enamelisina. Os autores observaram alteracdes no brilho da birrefringéncia nos ratos
homozigoto e heterozigoto para amelogenina e homozigoto para enamelisina. Foi possivel
concluir que a birrefringéncia da matriz organica do esmalte no estdgio de secrecdo é

influenciada pela organizagdo supramolecular dos seus componentes.

Espirito Santo et al. (2010) propuseram avaliar a matriz organica do esmalte em
incisivos de ratos tratados com bisfosfonatos (alendronato e etidronato). Foi observado nos
resultados que o retardo Optico dos animais que receberam etidronato é semelhante ao do
grupo controle e a matriz orginica do esmalte dos animais que receberam alendronato
apresentaram um brilho de birrefringéncia diminuido em relacdo ao controle e etidronato.
Os autores sugeriram que os bisfosfonatos afetam a birrefringéncia da matriz organica do
esmalte e que alteracdes na organizacao supramolecular da matriz de esmalte secretério sdao

mecanismos plausiveis pelo qual fatores ambientais podem causar defeitos no esmalte.

2.2 Efeito da Radiacao Ionizante no Desenvolvimento Dentario

Burstone, em 1951, administrou solu¢do de fdésforo (32P) radioativo em ratas
gravidas nos ultimos dias de gestacdo para posterior avaliacdo dentdria dos filhotes. Foi
observado que houve interferéncia na diferenciacdo celular nos primeiros e segundos

molares e completa inibi¢do da formagao dos terceiros molares.



Avaliagdo do efeito do selenito de sodio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
REVISAO DA LITERATURA

English et al. (1954) avaliaram as manifestacdes orais causadas pela radiacdo X.
Para isso, 64 ratos receberam dose Unica de 1500 rad na regido de cabeca e pescoco. Apds
43 dias da irradiacdo, foram realizadas radiografias dos animais para avaliar o
desenvolvimento dos dentes e ossos. Foram observadas alteragdes no desenvolvimento dos
dentes, como hipoplasia de esmalte, irregularidades na juncdo amelo-dentindria e

arquitetura anormal da dentina.

Em 1972, Lindvall et al. avaliaram a relativa sensibilidade da amelogénese e
dentinogénese. Foram utilizados 75 ratos divididos aleatoriamente em 9 grupos, de acordo
com a dose de radiac@o e tempo de sacrificio, sendo 1 grupo controle e 8 grupos irradiados
com doses que variaram de 5 a 9,5 Gy. Foi possivel observar alteracdes em esmalte e
dentina, sendo as alteragdes no esmalte observadas com doses menores; ja as alteracdes em
dentina com a mesma dose foram menos freqiientes. Os autores concluiram que a

amelogénese € mais radiossensivel que a dentinogénese.

Markitziu et al. (1974) realizaram uma pesquisa para examinar o efeito produzido
por dose Unica e fracionada de radiacdo X no desenvolvimento da raiz do terceiro molar de
ratos. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo A, animais com 21
dias de idade e grupo B, animais com 40 dias de idade. Ambos os grupos foram
subdivididos em quatro: subgrupo 1, no qual os animais receberam dose tnica de 1500 R;
subgrupo 2, com animais que receberam dose fracionada em trés vezes, totalizando 2400 R;
subgrupo 3, em que os animais receberam 2690 R fracionado em cinco vezes e subgrupo 4,
com animais que nao receberam tratamento, sendo esse o controle. A avaliacdo do efeito da
radiagdo, nas condicdes citadas, foi realizada por meio de radiografias, sendo observado
que os terceiros molares nos ratos de 21 dias do subgrupo 1 apresentaram raizes curtas; ja
os animais do subgrupo 2 apresentaram dentes com raizes curtas, e em alguns casos,
auséncia de raizes, assim como os do subgrupo 3, porém com menor intensidade. Os
animais do grupo controle apresentaram o desenvolvimento normal das raizes do terceiro
molar. Nenhum dos ratos de 40 dias de idade de qualquer dos subgrupos mostrou mudancgas

detectaveis radiograficamente nos terceiros molares. De acordo com os resultados, os
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autores concluiram que as mudancas mais pronunciadas ocorreram nos dentes dos ratos que
receberam doses fracionadas em trés vezes e quando irradiados no inicio da formacao das

raizes.

Horn et al. (1975) estudaram os efeitos de doses de radiacdo X dnica e fracionada
em incisivos de ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo 1, cujos animais
receberam dose unica de 1500 R; grupo 2, com animais que receberam trés doses,
totalizando 2400 R; grupo 3, animais que receberam cinco doses, com total de 2690 R e
grupo 4, controle. Foi possivel observar interrup¢ao na aposi¢do de dentina nos ratos que
receberam doses fracionadas. Nos animais que receberam dose tunica, foi observada
interrupcao da odontogé€nese reversivel. Os autores concluiram que o fracionamento da
dose total em trés doses causa mais efeitos deletérios do que dose unica e dose fracionada

em 5 vezes.

Sweeney et al. (1977) compararam os efeitos de doses fracionadas num total de 24
Gy, 48 Gy e 72 Gy de radiagdo gama no desenvolvimento de dentes de ratos. Os animais
receberam 6 Gy a cada 3 dias até o total da dose estabelecida para cada grupo. Foi possivel
observar que a dose de 72 Gy causou mudangas mais severas, porém essas mudangas foram
limitadas aos incisivos, sem alteragdes nos molares erupcionados. Os autores concluiram

que dose de 72 Gy, efetiva em tumores, ndo tem nenhum efeito em dentes erupcionados.

Khan et al., em 1979, avaliaram in vitro os efeitos da radiacio X nos germes
dentarios dos molares de ratos. Para isso, foi realizada uma cirurgia para remoc¢do dos
filhotes das ratas aos 18 dias de gestacdo; em seguida, os germes dos primeiros molares
foram extraidos e expostos a 16 Gy de raios X. Para avaliacdo dos germes dentarios, foi
realizado um acompanhamento didrio por 12 dias. Severa desorganizacdo nos germes foi
observada apds 24 horas da irradiacdo, assim como, falha na calcificacdo da dentina e
auséncia da matriz do esmalte. Culturas com mais de 10 dias demonstraram extensa morte

celular, degeneragdo severa dos ameloblastos e completa dos odontoblastos.
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Carl & Wood, em 1980, relataram dois casos clinicos, nos quais avaliaram os efeitos
da radiagc@o no desenvolvimento dentdrio e 6sseo. No primeiro caso clinico, foi avaliada a
radiografia panoramica de um paciente de 10 anos, que aos 4 anos de idade foi submetido a
radioterapia com uma dose de 5 Gy na regido de cabeca e pescogo, devido a um
rabdomiossarcoma embriondrio. Foram observadas formagdo parcial das raizes dos
molares, auséncia das raizes dos dentes anteriores e pré-molares e mandibula pouco
desenvolvida. No segundo caso clinico, uma paciente de 9 anos de idade, também
acometida por um rabdomiossarcoma embriondrio, foi submetida a radioterapia com dose
de 4 Gy. Foram observados somente problemas na formagao dos terceiros molares, os quais

ndo se formaram aos 14 anos de idade.

Pearson & Phelps, em 1981, estudaram as mudancas que ocorreram em dentes de
ratos apds irradiacdo gama de corpo todo. As doses utilizadas foram de 8, 10, 12, 14 e 16
Gy. Os danos aos dentes foram detectados apds sete semanas de irradiagdo nos grupos que
receberam 12, 14 e 16 Gy e o efeito mais observado pelos autores foi a auséncia dentéria.

Os autores afirmaram também que a regido odontogénica € altamente radiossensivel.

Em 1987, McGinnis et al. avaliaram o desenvolvimento dos terceiros molares de 47
pacientes que foram submetidos a radioterapia na regido de cabeca e pescogo, devido a
doenga de Hodgkin’s, com uma dose de 37 Gy de radia¢do. Por meio de acompanhamento
radiografico, foram constatados nesses pacientes, aumento na freqiiéncia de agenesia
bilateral e unilateral, hipoplasia de esmalte e anomalia no desenvolvimento radicular,

quando comparados com individuos que ndo receberam a terapia.

Takeda et al., em 1987, relataram um caso clinico de uma paciente de 27 anos de
idade que, aos 3 anos e 1 més, foi submetida a dose de 5400 R de radiacdo gama para
tratamento de um glioma retinal no olho direito. Foi verificada a auséncia total das raizes
dos incisivos, canino direito e pré-molar superior direito. Pela anélise histoldgica dos dentes

supracitados, ndo havia alteracdes no esmalte e na dentina corondria, porém no assoalho
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pulpar foi observada obliteragdo por depdsito irregular de dentina, com auséncia das

respectivas raizes.

Saad et al. (1991) avaliaram os efeitos da radiacdo gama no desenvolvimento dos
incisivos em fetos de ratos. As ratas gravidas foram irradiadas com 4 Gy de radiacdo gama
no 12° dia de gestacdo, sendo sacrificadas aos 18 dias de gestacdo. Foi observado um atraso
no desenvolvimento dos incisivos nos fetos irradiados, em que a matriz de dentina estava
ausente e a papila dental apresentou-se desorganizada. Ja nos animais do grupo controle, foi
possivel observar a matriz da dentina. Os autores concluiram que a radiacdo gama interfere
na citodiferenciacdo do 6rgao do esmalte e da papila dental, com subseqiiente inibi¢cao da

odontogénese normal.

Ubios et al. (1992) realizaram uma pesquisa para avaliar os efeitos da radiacdo X no
crescimento da mandibula e na erup¢do dos molares de ratos. Cinquenta animais com 5 dias
de idade foram divididos em dois grupos experimentais. Metade foi irradiada localmente na
regido dos molares com uma dose de 20 Gy de radiagdo X e o restante serviu como
controle. Apés dissecacdo, as hemimandibulas foram radiografadas para avaliar medidas de
altura e comprimento da mandibula e a erupcao dos molares. Os autores observaram que os
molares dos grupos irradiados ndo erupcionaram ou apresentaram-se com erupcao atrasada
em relacdo ao controle e que os valores das medidas de altura e comprimento da mandibula

no grupo irradiado foram menores que no controle.

Em 1994, Dahllof et al., avaliaram, por meio de métodos radiograficos e
histologicos, os efeitos da quimioterapia e radioterapia no desenvolvimento dentdrio. Uma
crianca portadora de leucemia linfoblastica aguda, inicialmente tradada de acordo com o
protocolo de quimioterapia padrao aos 2 anos de idade, recebeu uma dose de 10 Gy de
radiacdo no corpo todo e transplante de medula 6ssea dois anos apds o diagndstico. Nove
anos apos a irradiacdo, todos os dentes exibiram distirbios de desenvolvimento de raizes e
as coroas dos pré-molares e segundo molar apresentaram-se menores que o normal, sendo

observada também hipoplasia no terco cervical do segundo pré-molar, o que corresponde a
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regido que estava em formagdo no momento da radioterapia. Foi possivel observar que a

radioterapia induziu mudancgas quantitativas e qualitativas durante a formac¢ao dentéria.

Takinami et al. (1994) relataram um caso clinico de uma crianga que aos 7 meses de
idade foi diagnosticada com higroma cistico, que se estendia da nasofaringe ao mediastino.
Inicialmente foi realizada radioterapia com cobalto 60, sendo 24 Gy na regido de cabeca e
pesco¢o € 45 Gy no mediastino. Aos 4 anos de idade, foi observada em radiografias
panoramica e periapicais, hipoplasia nas raizes dos caninos e molares deciduos e dos

incisivos e molares permanentes, além da auséncia dos pré-molares.

Merino et al. (1998) relataram um caso clinico de uma crianca de 8 anos de idade,
que aos 20 meses, apresentou fibrossarcoma na regido submandibular. Aos 23 meses de
idade foi realizada cirurgia para remo¢ao do tumor e aos 3 anos de idade foi realizada
quimioterapia e radioterapia com 27 Gy de radiacdo X. Foi possivel observar clinicamente
a presenca de cdries e, nas radiografias panoramica e periapicais, observou-se marcante
encurtamento das raizes dentdrias e alteracdes de forma das coroas dos pré-molares antes
da erupcdo. Os autores concluiram que os dentes que estdo em formagao durante o periodo

do tratamento radioterdpico e quimioterapico estdo mais susceptiveis a sofrerem danos.

Bang et al. (2002) realizaram um estudo utilizando ratas gravidas submetidas a
doses de 0,5; 1; 2 e 4 Gy de radiacdo gama 11,5 dias apds a concepg¢do, com o objetivo de
avaliar os efeitos da radiacdo nos fetos. As ratas foram sacrificadas aos 18 dias de gestacdo
e os fetos foram avaliados. Quanto maior a dose de radiagdo, maior a incidéncia das
malformacdes. As anomalias mais encontradas foram fissuras palatinas, dilatagdo do
ventriculo cerebral, anormalidades nas extremidades, como cauda, principalmente nas

doses mais elevadas, como 4 Gy.
Manzi, em 2005, avaliou o efeito da radiagc@o ionizante no desenvolvimento dentario

de ratos. Para isso, foram utilizadas 21 ratas divididas em sete grupos de forma aleatéria. O

ciclo estral das ratas para avaliacdo do seu periodo fértil foi determinado por meio de
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esfregaco vaginal didrio. O primeiro dia de gestacdo foi determinado pela presenca do plug
vaginal e visualizacdo de espermatozdides em outro esfregaco vaginal. A regido abdominal
das ratas dos grupos nomeados de Ladmina 1 e Lamina 4 foi irradiada aos 13 dias de
gestacdo com doses de 1 Gy e 4 Gy de radiagdo X, respectivamente. Nessa fase, os
primeiros molares dos embrides se encontravam no estigio de lamina. Utilizando as
mesmas doses de radiagdo, os grupos Broto 1 e Broto 4 foram irradiados aos 16 dias de
gestacdo e os animais dos grupos Sino 1 e Sino 4 aos 19 dias, correspondendo assim aos
estdgios de broto e sino, respectivamente. O grupo controle foi formado por animais ndo
irradiados. Apds 30 dias do nascimento, foram sacrificados 3 filhotes de cada ninhada para
avaliacdo. Pela andlise dos resultados, a radiacdo promoveu efeito deletério nas dimensoes
oclusais dos molares em desenvolvimento, em todos os estdgios estudados na dose de 4 Gy,

principalmente no estdgio de sino, assim como na dose de 1 Gy.

Lopes et al. (2006) avaliaram em radiografias panoramicas a presenca de mudancas
morfologicas dentais em criangas com cancer, que foram submetidas a quimioterapia ou
associacdo de quimioterapia e radioterapia. As 137 criancas que participaram da pesquisa
foram divididas em dois grupos de acordo com o tipo de neoplasia maligna: grupo 1, do
tipo linfoproliferativa e grupo 2, do tipo tumores sélidos. Em seguida, foram subdivididos
em dois subgrupos de acordo com a idade: 0-6 anos e 7-12 anos e, finalmente, distribuidos
em outros dois grupos de acordo com o tratamento, quimioterapia e associacdo de
quimioterapia e radioterapia. Foram encontradas nos pacientes microdontia, macrodontia,
taurodontia, hipodontia, dentes com raizes curtas ou com volume aumentado. A
anormalidade dentdria mais encontrada foi a taurodontia, em criancas menores que cinco
anos, que receberam quimioterapia associada a radioterapia. Os autores concluiram que
essas anomalias podem estar diretamente relacionadas com a idade em que o tratamento foi

realizado e intensidade da dose de quimioterapia e radioterapia.
Niehoff et al. (2008) estudaram a acdo de dose tnica de 20 Gy de radiacdo por

braquiterapia nos ossos e dentes da mandibula de ratos. Os animais foram divididos em

dois grupos experimentais: grupo 1, ndo irradiado e grupo 2, irradiado. Para a realizacdo da
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radioterapia, foi implantado um tubo aplicador de plastico ao longo da cortical direita
vestibular da mandibula, ap6s a radioterapia, o tubo foi removido. Os animais foram
sacrificados cem dias apds a irradiagdo. Foi possivel observar nos resultados alopecia e
redugdo no crescimento dos dentes do lado irradiado. Nenhum desses sinais foi observado
do lado oposto ao irradiado. A diferenca entre os lados direito e esquerdo dos animais
irradiados era visivel, mas ndo significante. Somente a espessura do condilo do lado

esquerdo apresentou-se significantemente maior que o condilo do lado direito irradiado.

Rodrigues et al. (2009) relataram um caso clinico de um paciente do sexo masculino
de 15 anos de idade, que relatou histéria de rabdomiossarcoma na mandibula, diagnosticado
aos 18 meses de idade. O tratamento consistiu em remoc¢ao de metade do tumor, irradiacdo
de 5400 cGy e quimioterapia. O exame extrabucal revelou micrognatia mandibular
acentuada. No exame intrabucal foram observados defeitos de desenvolvimento do esmalte,
mobilidade dentdria e microdontia. Nas radiografias panoramica e periapicais, foram
observadas agenesia dentdria, raizes extremamente curtas € em formato conico e hipoplasia
de esmalte nos dentes inferiores. Os autores concluiram que a gravidade dos distirbios do
paciente em estudo deve ser devido principalmente a dose de radiacdao usada na radioterapia
e a sua idade precoce na época do tratamento e que, embora o paciente tenha sido
submetido também a quimioterapia, os efeitos, como micrognatia mandibular e
encurtamento radicular, restritos ao arco inferior, resultaram de efeitos locais da

radioterapia.

Em 2009, Kaste et al. avaliaram os impactos da radioterapia e quimioterapia nos
riscos de anormalidade dental em pacientes sobreviventes de cincer na infancia. A dose de
radiacao e dos agentes quimioterdpicos utilizados variou de acordo com o tipo de cancer de
cada paciente. Foram encontrados nos pacientes microdontia, hipodontia, desenvolvimento
anormal das raizes dentdrias, hipoplasia de esmalte e aumento da freqiiéncia de xerostomia.
Os autores concluiram que pacientes submetidos a radioterapia e quimioterapia com menos
de 5 anos de idade e que utilizam particularmente doses acima de 20 Gy de radiacdo devem

ser monitorados pois apresentam alto risco de desenvolverem anormalidade dental.

13



Avaliagdo do efeito do selenito de sodio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
REVISAO DA LITERATURA

Ramos-Perez (2009) avaliou a taxa de erup¢do dentdria, a birrefringéncia da matriz
organica do esmalte, a morfologia dos tecidos odontogénicos e a ultraestrutura do
ameloblasto secretor em incisivos de ratos submetidos a altas doses de radiagao X. Para
isso foram utilizados sessenta ratos machos, sendo trinta divididos em trés grupos
experimentais: Controle, Irradiado 15Gy e Irradiado 25Gy. A mensuracdo da taxa de
erupcdo dentdria foi realizada a cada dois dias, perfazendo o tempo total do experimento
(seis dias e meio). Para birrefringéncia, mediu-se o valor do retardo dptico da drea de maior
brilho utilizando microscépio de polarizagdo. Para avaliacio da morfologia dos tecidos
odontogénicos e ultraestrutura celular, foi realizada andlise descritiva. Foi possivel
observar, nos grupos irradiados, uma reducdo significativa da taxa de erup¢do a partir do
quarto dia. Uma diminuicio no brilho de birrefringéncia foi encontrada nos grupos
irradiados em relacdo ao controle, porém essa sO foi significante para o grupo Irradiado
25Gy. A avaliagdo dos tecidos odontogénicos revelou, no grupo controle, regidao
odontogénica com aspecto de normalidade e camada de odontoblastos e ameloblastos
preservados. Baseado nesses resultados foi concluido que altas doses de radiacdo X foram
capazes de retardar a erup¢do dentdria a partir do quarto dia; reduzir a birrefringéncia da
matriz organica do esmalte na fase de secrecdo da amelogénese; alterar significativamente a
morfologia dos tecidos odontogénicos e causar agressdo, modificando a ultraestrutura

celular.

2.3 Selenito de Sodio

Hafeman et al. (1974) investigaram a relacdo entre dieta com ingestao de selenito de
s6dio e a atividade da glutationa peroxidase em eritrocitos e figado de ratos. Para isso,
foram realizados dois experimentos. No primeiro, os ratos foram divididos em seis grupos
nos quais a dieta foram adicionados 0; 0,05; 0,1; 0,5; 1 e 5 ppm de selenito de sédio, sendo
cada concentracdo de selénio para um grupo. No segundo experimento, os ratos foram
submetidos a uma dieta com deficiéncia de selenito de s6dio durante nove meses; apos esse

tempo, os animais foram divididos em quatro grupos, que foram submetidos a uma dieta
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com as seguintes concentragdes de selenito: 0; 0,1; 0,5 e 5 ppm. No experimento 1, foi
observado que o selenito de sddio teve grande influéncia na atividade da glutationa
peroxidase nos eritrécitos. O efeito do selenito de sédio no figado foi mais pronunciado,
com maior atividade da glutationa peroxidase no grupo com 1 ppm de selenito de sédio. Foi
observado no segundo experimento que, antes da administracdo do selenito, os ratos
apresentaram uma deficiéncia na atividade da glutationa peroxidase. Nos eritrdcitos, apds a
adi¢do do selenito de sédio, o aumento da atividade da enzima foi maior no grupo com 5

ppm de selenito.

Thomson & Stewart (1974) realizaram uma pesquisa para avaliar a qualidade
nutricional do selénio em individuos da Nova Zelandia. Participaram da pesquisa trés
jovens mulheres que receberam uma dose oral de aproximadamente 10 pgCi ["Se] selenito
de sédio, contendo ndo mais que 10 pg de selénio. Apds a ingestdo do selenito, foi
realizada a coleta de urina, fezes, amostra de sangue, mensuracdo da excrecdo respiratoria,
da perda dérmica, da radioatividade do corpo todo e dos 6rgdos. Os resultados mostraram
que o selenito de sédio foi rapidamente excretado pela urina no primeiro dia, sendo a maior
taxa de excrecao de 0,4-1,4% dose/dia dentro das duas primeiras horas. A excrecdo urindria
do selenito foi diminuindo gradualmente durante a pesquisa e, nas semanas 16-20, os
valores foram de 0,06-0,08% dose/dia. A excrecdo fecal teve seu valor maximo nos quarto
e quinto dias. Os valores para a retencdo de selenito no organismo foram determinados pela
mensuracdo da excrecdo urindria e fecal que variaram entre 38 e 60% da dose no dia 7 e de
35 a 53% no dia 14. Os autores concluiram que a absor¢do do selenito de sédio variou
consideravelmente entre as trés voluntdrias e esses valores foram bem menores que a média

de absorc@o em ratos (92% da dose).

Lawrence & Burck (1976) afirmaram que a glutationa peroxidase estd diretamente
ligada a dieta com selénio e que dietas deficientes de selénio diminuiam a atividade dessa
enzima. Em seu estudo, foram utilizados ratos divididos em dois grupos: um com dieta
deficiente de selénio e o outro com adi¢do de 0,5 mg/kg de peso corpdreo do animal de

selenito de sdédio. Foi observado que a atividade da enzima glutationa peroxidase em
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relacdo ao perdxido de hidrogénio e hidroperéxido em ratos com dieta deficiente de

selenito de sodio foi de 8% e 42% em relagdo ao grupo com selenito, respectivamente.

Patterson et al. (1989) desenvolveram um modelo que descreve a cinética do
metabolismo do selenito de sédio em humanos. Para isso, foram obtidas amostras de
plasma, urina e fezes de seis voluntdrios depois de uma dose oral dnica de 200 ug de
selenito de so6dio. Foi observado que o selenito € rapidamente absorvido pelo plasma em 30
minutos e rapidamente excretado pela urina, sendo seu pico entre 2 e 4 horas. O selenito de
sodio também é excretado pelas fezes e, em humanos, é excretado em maior quantidade
pela bile e suco pancredtico do que em ratos. A mdxima concentracdo do selenito ocorre
entre 9 e 14 horas apos a administracdo. Foi verificado também que, apds 90 dias da
administracdo do selenito, aproximadamente 65% foi excretado, sendo 38% pela urina e
27% pelas fezes e aproximadamente 35% da dose foi retida no organismo, principalmente

nos tecidos.

Yan & Spallholz (1993) avaliaram a capacidade de formacgdo do anion superdxido
e/ou o peréxido do hidrogénio a partir da reacdo de quatro compostos de selénio
quimicamente diferentes, dentre eles o selenito de s6dio, com a glutationa e outros tidis na
auséncia e presenca de células de tumores mamaérios. A producdo de radicais livres foi
mensurada pela quimioluminescéncia. Foi observado que o selenito de sodio € mais reativo
com a glutationa do que os outros compostos de selénio, para produzir superéxidos e a
quimioluminescéncia aumentou na presenca de células tumorais de mama. Os autores
concluiram que a dieta com componentes de selénio em excesso causa oxidacdo da
glutationa e de outros tidis com a producdo de radicais superdxidos e peroxido de

hidrogénio.

Em 1995, Groenbaek et al. examinaram o efeito do selenito de sédio no
crescimento, nos fatores de crescimento de insulina e de proteina em ratos, visto que,
segundo os autores, embora o selénio seja um micronutriente essencial, em altas doses ele

pode ser toxico, causando varios sintomas, incluindo retardo no crescimento. Para isso, os
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animais foram divididos em trés grupos: o grupo A, tratado com uma dose de 3,3 mg/l de
selenito de sodio diluido em dgua; o grupo B, o controle, e o grupo C, tratado com a metade
da dose de selenito em relacdo ao grupo A. O peso corpdreo e a ingestdo da comida dos
animais foram registrados e o comprimento do rabo e da tibia foram mensurados apds a
dissecacdo do animal para a obtencdo dos rins e figado. Os fatores de crescimento foram
determinados nos dias 0, 14 e 35. Os resultados mostraram que o peso corpdéreo dos
animais tratados com alta dose de selenito foi significativamente mais baixo comparado
com os grupos B e C. O comprimento da tibia em ratos tratados com selenito de sédio,
assim como os pesos dos rins foram menores. Foi observado também que houve uma
diminui¢do dos fatores de crescimento do grupo tratado com dose maior de selenito em
relagcdo aos grupos B e C. Os autores concluiram que o selenito de sédio leva a um retardo

do crescimento, acompanhado por niveis reduzidos dos fatores de crescimento.

Wilson et al. (1997) avaliaram a farmacocinética do selenito de sdédio em patos.
Para isso, foram aplicados nesses animais 160-190 puCi de selénio. Foram utilizados cinco
animais por grupo, que eram determinados de acordo com o tempo em que os niveis de
selenito nos tecidos eram mensurados: 15 min, 1, 4, 12 e 24 horas apds a injecdo. Os
tecidos analisados incluiram o figado, rim, pancreas, coragcdo, pulmao, baco, cérebro, ovario
e plasma sanguineo, nos quais foi encontrado acimulo de selenito de sddio, sendo que o
cérebro teve um actimulo continuo durante o periodo de tempo estudado e o ovdrio mostrou
uma concentracao bastante elevada em relacdo aos outros 6rgdos em 24 horas, sugerindo
que o acimulo de selenito de s6dio em altos niveis pode levar a efeitos teratogé€nicos

durante o desenvolvimento do embrido.

Saito et al. (2003) avaliaram a morte das células humanas causadas pela deficiéncia
de selenito de sédio. Quando os meios de cultura estavam deficientes de selenito, foi
observada a diminui¢do da quantidade de células; com 24 horas e com 60 horas, foi
observada uma perda de 95%, em contraste com células cultivadas em meio contendo 100
nM de selenito de sédio, que ndo mostrou perda significante. Foi observado também que a

atividade da glutationa peroxidase e a tioredoxina redutase foi reduzida em 36% e 39%,
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respectivamente, em meio deficiente de selenito apds 24 horas. Os autores concluiram que
a deficiéncia de selenito de s6dio diminuiu a atividade das selenoenzimas, aumentou a
peroxidacao lipidica nas membranas e induziu a morte celular. Esses resultados indicam
que as espécies oxigénio reativas, especialmente hidroperéxidos lipidicos, estdo envolvidas

nas mortes celulares causados por deficiéncia de selénio.

Segundo Jacobson et al. (2006), muitas andlises t€ém investigado a atividade da
glutationa peroxidase, mas existem poucos relatos dos métodos de determinacdo dessa
enzima no plasma e sua relacdo com o selénio no plasma. Participaram dessa pesquisa 170
adultos selecionados aleatoriamente, dos quais foram coletadas amostras de sangue. Em
laboratério, o plasma foi colhido e foram realizadas as andlises ELISA, ICP-MS e
eletroforese, a fim de determinar a atividade da glutationa peroxidase e selénio no plasma.
Foi observado que a glutationa peroxidase do plasma estava associada com os niveis de
selénio no plasma. A enzima foi maior em homens que em mulheres e mais baixa em
fumantes que em ndo e ex-fumantes. Baseados nos resultados, os autores concluiram que,
embora haja uma consideravel variabilidade de glutationa peroxidase entre os pacientes, a

enzima do plasma esté correlacionada com o selénio.

Amara et al., em 2010, investigaram os efeitos do selénio na disfunc¢do renal
induzida pelo metimazol em ratos adultos e seus filhotes. Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: grupol, que serviu como controle; grupo
2, que recebeu somente metimazol; grupo 3, que recebeu metimazol e 0,5 mg/kg de selenito
de sédio e grupo 4, que recebeu somente selenito de sédio. Os tratamentos foram iniciados
no 14° dia de gestacdo até 14 dias apds o nascimento dos filhotes, quando os animais foram
sacrificados. Foram observadas nos resultados alteracdes marcantes na fungdo renal dos
animais do grupo 2. O peso corporal e renal, tanto dos filhotes quanto das maes desse
grupo, foi diminuido quando comparado com os animais do grupo controle; além disso, a
atividade das enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase também diminuiu. A
administracdo do selénio melhorou os parametros acima citados, assim como, o aspecto

histolégico dos rins dos animais, apresentando-se similares ao controle. Os autores
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concluiram que o selénio € um elemento importante de prote¢do, que pode ser usado como

um suplemento dietético contra disfun¢do renal.

2.4 Acao Radioprotetora do Selenito de Sédio

Cekan et al. (1985) avaliaram o efeito radioprotetor do selénio contra mal-
formagdes induzidas pela radiacdo ionizante em ratos. Para isso, os grupos de animais
receberam 0,5 mg/kg de selenito de sddio via intraperitoneal 30 minutos e 2 horas antes da
irradiacdo. Os ratos foram submetidos a uma dose de 1,75 Gy de radia¢do no corpo todo no
nono dia de gestacdo. Foi observado que a dose de selenito usada ndo causou morte ou
qualquer sinal clinico aparente de intoxicag¢do por selénio nas ratas maes durante todo o
experimento. Observou-se também que a irradiacdo em ratas gravidas resultou em uma
diminuicdo significativa do nimero de fetos sobreviventes e o pré-tratamento dos animais
com selenito 2 horas antes da irradiagdo diminuiu o numero de fetos malformados, porém
nenhuma mudanca no numero e tipo de malformagdes foi observada quando o selenito foi

administrado 30 minutos antes da irradiacdo.

Rafferty et al. (1998) afirmaram que a geracdo de espécies de oxigénio reativa tem
sido apontada como parte do mecanismo responsdvel pelos danos na pele, induzidos pela
radiacdo ultravioleta (UVB). Os autores se propuseram a avaliar o efeito radioprotetor do
selénio em queratindcitos e melandcitos contra efeito letal da radiacio UVB. Nas culturas
de células as quais as formas de selénio ndo foram adicionadas, houve morte de 80% das
c€lulas 48 horas apds a irradiacdo com uma dose de 960 Jm’ A adi¢do do selenito e da
selenometionina antes da exposi¢cdo ao UVB preveniu as mortes celulares, sendo o efeito
radioprotetor diferente entre os dois compostos. A protecao efetiva do selenito de sédio foi
vista em uma dose de 10 nM e nenhum efeito protetor significante da selenometionina foi
observado abaixo desse valor, sua maxima protecdo foi encontrada com 50 nM. Os
melandcitos apresentaram-se mais sensiveis do que os queratindcitos a radiagdo UVB, sua
protecdo maxima foi realizada com selenito de sddio e selenometionina em concentragdes

de 10 nM e 100 nM respectivamente. Quando o selenito e a selenometionina foram
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adicionados aos queratindcitos apds a exposicdo, a protecdo ndo foi tdo eficiente quanto
aquela em que o selénio foi adicionado as células 24 horas antes da exposi¢do ao UVB. Os
resultados sugeriram que a forma inorganica do selénio como o selenito de sédio pode ser
mais potente em promover protecdo contra UVB do que a forma orgdnica como a

selenometionina.

Em 1999, Stewart et al. compararam trés compostos de selénio (Se); o selenito de
sodio, a selenocistamina e a selenometionina em relacdo a citotoxicidade, a atividade da
enzima glutationa peroxidase, a radioprotecdo e a apoptose em cultura de células
queratindcitos de ratos. As culturas de células foram previamente tratadas com os
compostos de selénio e apOs 24 horas as andlises foram realizadas. Dos trés compostos, o
selenito de s6dio produziu maior citotoxicidade, induzida com concentragdo de Se acima de
10pg Se/ml. Foi observado também que os trés derivados de selénio testados aumentaram a
atividade da glutationa peroxidase e protegeram as células contra lesdes oxidativas no DNA
induzidas pela exposicdo a radiacdo ultravioleta. Quanto a apoptose, o selenito de sodio

causou o maior indice, enquanto que ndo houve inducdo de apoptose por parte da

selenometionina em comparagdo as células controle.

Mutlu-Turkoglu et al. (2000) avaliaram o efeito do pré-tratamento com selenito de
sodio, vitamina E e selénio mais vitamina E antes da irradiacdo do intestino de ratos. Os
animais foram irradiados com uma dose de 10 Gy de radiacdo X e, trés dias depois, uma
parte do intestino delgado foi removida para avaliacdo. Foi observado que o pré-tratamento
com selénio e/ou vitamina E preveniu parcialmente a diminui¢do do ndmero e tamanho das
vilosidades intestinais, aumentou os niveis de glutationa significativamente, reduziu a
atividade de superdxidos e que houve um aumento na atividade da glutationa peroxidase
exceto nos grupos tratados apenas com vitamina E. Esses resultados sugeriram que o
tratamento antes da irradiacdo principalmente com selénio mais vitamina E, teve algum

efeito protetor contra as injdrias intestinais induzidas pela radiacao.
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Rafferty et al. (2003) avaliaram o efeito protetor do selenito de sédio e
selenometionina em culturas de queratindcitos contra apoptose induzida pela radiagcdo
ultravioleta. Os queratindcitos foram incubados em selenito de sddio e selenometionina
com concentracdes entre 1 nM e 1 uM 24 horas antes das exposi¢des a 600 J/m? de
radiacdo ultravioleta. O selénio diminuiu a apoptose induzida por radiacdo ultravioleta. A
concentracdo de selenito de sédio que diminuiu a quantidade de células apoptéticas variou
entre 10 nM e 1 uM, dando maior protecao entre 100 e 200 nM; e para a selenometionina a
protecao contra a apoptose foi realizada com concentragdo acima de 50 nM. A partir dos
resultados, foi concluido que os compostos de selénio preveniram a apoptose induzida pela

radiagdo ultravioleta em culturas de queratindcitos.

Schueller et al. (2004) avaliaram o efeito radioprotetor do selenito de s6dio em
células tumorais expostas a altas, porém ndo toxicas, concentracdes de selénio.
Primeiramente, foi mensurada a toxicidade do selenito para determinar a concentracdo
maxima tolerdvel, que foi de 3,6 uM. Essa concentracao foi definida de modo que nenhuma
morte ou dano visivel pudesse ser detectado nas células por uma observacio em
microscopio. As células foram cultivadas em quatro concentra¢des ndo téxicas de selenito
0, 2, 3 e 3,6 uM) por 14 dias; em seguida, elas foram submetidas a radiacio gama com
cobalto 60 com doses de 0, 2, 5, 10, 15 e 20 Gy. Foi observado que, com doses acima de 2
Gy de radiacdo, menores quantidades de células sobreviveram e que células irradiadas
expostas a concentragdo de selenito aumentada mostraram uma menor eficiéncia de

plaqueamento. Esses resultados sugeriram um efeito radiosensibilizante do selenito de

sddio nas células tumorais em concentracdes de 2 a 3 uM.

Em estudo realizado por Sagowski et al., em 2004, para avaliar o efeito da
amifostina e selenito de s6dio na radiosensibilidade de tumor experimental e a influéncia
das drogas na constitui¢do geral dos ratos durante a radioterapia, foram utilizados 66 ratos
com tumores. Desses, 6 eram controle e 60 foram divididos em 4 grupos. Os animais do
grupo 1 foram apenas irradiados; os do grupo 2 foram irradiados e receberam amifostina; os

animais do grupo 3 foram irradiados e receberam selenito de sédio e os do grupo 4 foram
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irradiados e receberam as duas drogas. A dose de selenito de sddio recebida pelos animais
foi 15 ug Se/kg de peso corporeo. Essas drogas foram administradas 30 minutos antes de
cada irradiagcdo, que foram doses fracionadas, com um total de 60 Gy de radiacdo gama.
Foram observados nos resultados que a irradia¢do inibiu o crescimento do tumor e os
radioprotetores ndo aumentaram a frequéncia de formacdo de metdstase. Em relacdo ao
peso corpéreo dos ratos, esse ndo foi tdo afetado pelo selenito mostrando sua menor
toxicidade em relacdo ao outro radioprotetor, e o efeito radiosensibilizante do selenito de
sédio foi menor, quando comparado com o grupo apenas irradiado, porém ndo diferiu
estatisticamente. Os autores concluiram que a aplica¢do de amifostina e selenito de sddio

antes da irradiacdo ndo teve influéncia na radiossensibilidade dos tumores.

Tuji et al., em 2005, avaliaram a acdo radioprotetora do selenito de sddio no
processo de reparacdo tecidual. Para isso, utilizaram 50 ratos machos, nos quais foram
realizadas feridas na regido dorsal e, em seguida, foram divididos em quatro grupos
experimentais: controle, selénio, irradiado e selénio irradiado. Os grupos selénio e selénio
irradiado receberam 2 mg/kg de peso de selenito de sddio 48 horas apds a cirurgia e apenas
os grupos irradiado e selénio irradiado receberam uma dose tnica de 6 Gy de radiacdo. Os
animais foram sacrificados nos tempos de 4, 7, 13 e 21 dias e avaliados por meio de anélise
morfolégica, histoquimica e birrefringéncia do tecido. Foi possivel observar, por essas
andlises, intenso retardo no processo de reparagdo tecidual desde o quarto dia provocado
pela radiacdo, bem como o efeito radioprotetor do selénio, concluindo que o selenito de
sédio apresentou-se como eficaz radioprotetor, visto que o processo de repara¢do no grupo

selénio irradiado comportou-se, histologicamente, semelhante ao grupo controle.

Sendo a radiacdo ionizante causadora de efeitos deletérios no processo de reparacao
tecidual e o selénio um agente antioxidante que atua contra radicais livres no organismo,
Rocha (2005) avaliou o efeito radioprotetor do selenito de s6dio no processo de reparacao
Ossea em tibias de ratos. Para isso, foram utilizados 100 ratos divididos em 4 grupos:
controle, selénio, irradiado e selénio irradiado. Foram produzidos defeitos 6sseos nas tibias

dos animais (3 dias antes da irradiacdo) e administrado 1 mg Se/kg de peso corpéreo do
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animal de selenito de s6dio em ratos dos grupos selénio e selénio irradiado, sendo que esse
ultimo foi realizado 15 horas antes da irradiacio com uma dose de 8 Gy de radiacdo gama.
As pecas contendo defeitos 6sseos foram obtidas 7, 14, 21, 28 e 45 dias apds a cirurgia. Foi
observado que, aos 7 e 14 dias, o grupo selénio irradiado apresentou o processo de
reparacdo Ossea atrasada em relacdo ao controle, indicando a ndo protecao do selénio para
esses tempos; ja nos dias 21 e 28 dias, o grupo irradiado apresentou-se atrasado em relagao
aos demais e o padrao de reparagdo 6ssea do selénio irradiado foi bastante semelhante ao
do grupo controle, mostrando-se como eficaz radioprotetor na reparacio dssea em tibias de

ratos, apesar da toxicidade inicial do selenito.

Sagowski et al. (2005) realizaram uma pesquisa para avaliar o efeito radioprotetor
do selenito de sédio em glandulas salivares de ratos durante irradiacdo fracionada. Selenito
de sédio (15 pg Se/kg de peso corpéreo) foi administrado nos animais 30 minutos antes da
irradiacdo com uma dose de 60 Gy de cobalto 60 fracionada. Com a aplicacdo da dose de
16 Gy, foi observado edema intracelular nas células acinares, com maior progresso com a
aplicacdo de uma dose de 30 Gy, mostrando também vacuoliza¢do; com a dose de 60 Gy,
ocorreu necrose das células acinares, que foram reduzidas de 75% no grupo controle para
30% no grupo com adi¢do de selenito. A administracdo do selenito de sédio atrasou o
desenvolvimento dos danos descritos. De acordo com os resultados encontrados, o selenito

de sddio pareceu ser um potente radioprotetor de glandulas salivares.

Em 2007, Neves avaliou o efeito radioprotetor do selenito de s6dio no processo de
reparacdo 6ssea em alvéolos de ratos. Para isso, foram utilizados 100 ratos divididos em 4
grupos: controle, selénio, irradiado e selénio irradiado. Foram realizadas exodontias dos
incisivos superiores dos animais 3 dias antes da irradiacdo e administrado 0,5 mg Se/kg de
peso corpéreo do animal de selenito de sédio em ratos dos grupos selénio e selénio
irradiado, sendo que essa administragdo foi realizada 24 horas antes da irradiacdo com uma
dose de 15 Gy. As pecas foram obtidas 4, 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a cirurgia. Foi observado

que o selenito de sédio realizou protecdo aos 4, 7 e 14 dias, embora tenha sido discreta.
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Freitas (2007) realizou uma pesquisa com o objetivo de avaliar o efeito
radioprotetor do selenito de s6dio no processo de reparo dsseo em ratas ovariectomizadas
submetidas a irradiagdo. Para isso, oitenta ratas foram submetidas a ovariectomia e
divididas em quatro grupos: ovariectomizado, ovariectomizado/selénio,
ovariectomizado/irradiado e ovariectomizado/selénio/irradiado. Quarenta dias apds, um
defeito dsseo foi confeccionado nas tibias dos animais. Dois dias apds essa cirurgia, os
animais dos grupos ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado receberam
0,8 mg Se/Kg de peso corpéreo. No dia seguinte, apenas oS animais pertencentes aos
grupos ovariectomizado/irradiado e ovariectomizado/selénio/irradiado receberam 10 Gy de
radiagdo X na regido dos membros inferiores. Os animais foram sacrificados 7, 14, 21 e 28
dias apds a cirurgia. Foi possivel observar um atraso no processo de reparo Osseo nos
animais do grupo ovariectomizado/irradiado e similaridade entre os grupos
ovariectomizado, ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado, o que

demonstrou o efeito radioprotetor do selénio sem toxicidade.

Pontual et al., em 2007, avaliaram o efeito radioprotetor do selenito de s6dio nas
células secretoras das glandulas submandibulares de ratos, por meio da andlise ultra-
estrutural. Foram utilizados 57 ratos, divididos em quatro grupos experimentais. Os animais
dos grupos irradiado e selénio irradiado foram submetidos a 15 Gy de radiacdo gama e os
animais dos grupos selénio e selénio irradiado receberam 0,5 mg/kg de peso de selenito de
sOdio 24 horas antes da irradiacdo. As glandulas foram removidas apos 4, 8, 12, 24, 48 e 72
horas da irradiacao. Como resultado, foi observado que a radiagao causou danos nas células
secretoras desde o primeiro tempo de estudo e que o grupo selénio irradiado apresentou
maior semelhanga com o grupo controle que os outros grupos. Foi concluido que o selenito
de sodio apresentou acdo radioprotetora nas células secretoras das glandulas

submandibulares.

Buntzel et al., em 2010, realizaram uma pesquisa para avaliar se a reposicao de

selénio diminui os efeitos associados a radiacdo ionizante em pacientes que apresentam

cancer ginecoldgico e de cabeca e pescogo e se a dose utilizada no paciente € suficiente.
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Todos o0s pacientes que participaram da pesquisa demonstraram diminuicdo da
concentracdo de selénio no sangue. Esses pacientes foram divididos em dois grupos
experimentais: grupo 1, cujos pacientes receberam 500 pg de selenito de sddio nos dias da
radioterapia e grupo 2 ou controle, cujos pacientes ndo receberam selénio. Foram coletadas
amostras de sangue antes, na metade, no uUltimo dia e seis semanas apds o fim da
radioterapia, nas quais a concentracdo de selénio foi mensurada. Foi observada diferenca
significante na concentracdo de selénio somente na metade e no dltimo dia de radioterapia
entre os dois grupos estudados. Uma melhora significante foi observada somente na perda
de paladar e na disfagia, devido a reposi¢do de selénio. Nenhuma mudancga foi vista em
relacdo a mucosite e a xerostomia. Os autores concluiram que a dose de selénio utilizada foi
suficiente para tratar a deficiéncia de selénio durante a irradiacdo e minimizar os efeitos

deletérios da radiagao ionizante.

Tuji et al. (2010) realizou uma pesquisa com a finalidade de avaliar ultra-
estruturalmente o efeito radioprotetor do selenito de s6dio nas células acinares de glandulas
pardtidas de ratos. Foram utilizados 57 ratos divididos em 4 grupos experimentais: controle,
irradiado, selénio e selénio irradiado. Os animais dos grupos selénio e selénio irradiado
receberam uma dose de 0,5 mg Se/kg de peso corpdreo do animal e os dos grupos irradiado
e selénio irradiado foram submetidos a uma dose de 15 Gy de radiacdo gama na regido de
cabecga e pescogo. Apos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas da irradiacdo, todos os ratos foram
sacrificados. Foi observado nos resultados que a radiacdo causou alteragdes celulares a
partir do grupo de 4 horas. No tempo de 24 horas apds a irradiacdo, ocorreu o inicio do
processo de reparo no tecido glandular, observando-se melhor organizagdo com 48 e 72
horas. O grupo selénio irradiado apresentou menos danos em relacdo ao grupo apenas
irradiado, tendo a reparacdo tecidual ocorrido mais cedo, mostrando a radioprote¢do do
selenito. Contudo, observou-se que o selenito causou altera¢des celulares, sendo evidente a
partir do tempo de 8 horas, mostrando assim a toxicidade do selenito de sédio, uma vez que

essas alteragdes foram menores que as causadas pela radiagdo.
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3 PROPOSICAO

Diante do fato de que o dente em desenvolvimento pode ser alterado pela exposi¢cdao
a radiacdo terapéutica nos maxilares e de que o selénio apresenta uma acao radioprotetora,
teve-se como objetivo neste trabalho avaliar o efeito do selenito de s6dio em molares de

filhotes de ratas irradiadas durante a odontogénese.

26



Avaliagdo do efeito do selenito de sodio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
MATERIAL E METODOS

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais

Foram selecionadas 20 ratas (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), fémeas para
inducdo de gravidez e obtencdo de filhotes, totalizando 64 filhotes para estudo. As ratas,
procedentes do Biotério Central da Unicamp, apresentavam idade aproximada de 90 dias e
média de peso de 250 gramas. Durante a realizacdo da pesquisa, as ratas foram mantidas
em gaiolas de policarbonato, em local com temperatura e umidade controladas e com um
ciclo alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentacdo das ratas constou de ragdo
balanceada padrdo e 4dgua ad libitum, diariamente. O projeto dessa pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Campinas,

protocolo n° 1250-1 (Anexo 1).

4.2 Avaliacao do periodo fértil das ratas

Uma vez que os animais a serem avaliados seriam filhotes de ratas irradiadas
durante a gestacdo, era necessdrio estabelecer o periodo fértil das mesmas, sendo este
determinado por meio de esfregaco vaginal didrio. Para isso foi colocada uma pequena
quantidade de solugdo salina no interior da vagina da rata, com o auxilio de uma pipeta,
sendo a solucdo rapidamente aspirada e seu contetido transferido para uma lamina e essa
imediatamente observada por meio de microscopia 6ptica (Figuras 1 e 2).

O periodo do ciclo estral € ideal para investigar as mudancas ocorridas no ciclo
reprodutivo. Esse ciclo tem duracdo média de 4 a 5 dias e é caracterizado por quatro fases
distintas: Proestro, Estro, Metaestro e Diestro, as quais podem ser determinadas pelos tipos
celulares observados no esfregaco vaginal (Figura 3). Na fase proestro, sdo observadas
células epiteliais nucleadas e pequeno nimero de leucdcitos. Na fase estro, periodo mais

curto do ciclo, sdo visualizadas basicamente células epiteliais anucleadas queratinizadas da
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camada cornea, sendo a fase mais fértil da rata. Na fase metaestro, observa-se novamente a
presenca de leucdcitos e algumas células epiteliais anucleadas remanescentes. Na fase

diestro, periodo mais longo do ciclo, observa-se muitos leucdcitos e algumas células

epiteliais nucleadas.

Figura 1: Esfregago vaginal por meio de Figura 2: Visualizacdo de células epiteliais
introducdo de solucdo salina no interior da anucleadas ~ no  esfregago  vaginal,
vagina da rata. caracterizando a fase estro.

ESTRO

DIESTRO

Figura 3: Ciclo Estral
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Uma vez comprovado o periodo fértil (Fase Estro), as ratas foram isoladas em
gaiolas individuais com um macho para a realizacdo do coito, durante o periodo noturno.
Ao amanhecer, o primeiro dia de gestacdo foi determinado pela presenga do tampao vaginal
(Figura 4), além da visualizacdo de espermatozdides em outro esfregaco vaginal (Figuras

5A e 5B).

Figura 4: Visualizacdo do tampao vaginal (indicado pela seta).

Figura 5: Esfregaco vaginal (A) e visualizagdo de espermatozdides no dia seguinte ao
acasalamento (B).
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4.3 Grupos experimentais

As ratas gravidas foram divididas em quatro grupos experimentais:

e Grupo Controle: formado por animais que nao receberam selenito de s6dio e nem

foram irradiados.

e Grupo selénio: grupo de animais tratados com selenito de sédio aos 18 dias de

gestagdo.

e Grupo irradiado: grupo de animais expostos a radiacdo X na regido de abdomen aos

19 dias de gestacao.

e Grupo selénio/irradiado: grupo de animais tratados com selenito de s6dio e expostos

aradiacdo X na regido de abdomen.

4.4 Administracao de Selenito de Sédio

Aos 18 dias de gestacdo, os animais pertencentes aos grupos selénio e selénio
irradiado receberam 0,3 mg Se/kg de peso corpdreo de selenito de sédio (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany) via intraperitoneal (Figuras 6 e 7). Nos animais dos grupos controle e
irradiado, foi administrada dgua destilada (4 ml/kg), utilizada para dissolu¢do do selenito
nos outros dois grupos. A administracdo de dgua destilada ocorreu para que os animais
fossem submetidos aos mesmos estimulos e situagdes de estresse que 0s animais que
receberam selénio, sendo que a dose de dgua foi em quantidade equivalente aquela utilizada

para dissolucdo do selenito de sédio.
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Figura 6: Selenito de Sédio  Figura 7: Aplicagdo da solugdo de selenito de
Pentahidratado (pré-anélise). sodio intraperitonealmente.

4.5 Irradiacao

Aos 19 dias de gestacdo, as ratas pertencentes aos grupos irradiado e selénio
irradiado foram submetidas a uma dose unica de 4 Gy de radiagdo X. A irradiacdo foi
realizada em um acelerador linear, da marca Varian, modelo Clinic 6/100 com distincia
focal de 100 cm (Figura 8). O campo de colimacgado foi de 18x18 cm, sendo incluida nesse

campo, exclusivamente a regido de abdomen dos animais (Figura 9).
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Figura 8: Aparelho de radioterapia Figura} 9: Animais ‘POSiCionadOS para
utilizado para a irradiagdo dos exposi¢do a radiagdo na regido
abdominal.

O 19° dia, no qual as ratas foram irradiadas correspondeu a fase de sino da

odontogénese, ou fase de morfodiferenciacdo (Figura 10).

Figura 10: Visualizacdo histolégica da fase de sino.
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4.6 Sacrificio dos animais

Os filhotes das ratas foram sacrificados nos tempos de 3, 4 e 30 dias apds o
nascimento, com cinco animais por grupo nos tempos de 3 e 4 dias e seis filhotes por grupo

no tempo de 30 dias.

4.7 Avaliacao dos dentes molares de ratos

4.7.1 Analise da birrefringéncia da matriz organica do esmalte

ApOs 3 e 4 dias de nascimento, foram sacrificados cinco filhotes de cada grupo e em
cada tempo de estudo, totalizando assim, vinte filhotes por tempo de estudo. Nesse periodo
os primeiros molares inferiores estdo em sintese ativa de secrecdo da matriz organica de
esmalte. Os animais foram sacrificados por decaptacdo, as hemimandibulas foram
removidas e imediatamente fixadas em mistura de paraformaldeido 10% e glutaraldeido
0,5% tamponado. Apés fixacdo, as pecas foram descalcificadas em EDTA (Acido
etilenodiaminotetracético) 4,13%, incluidas em Paraplast Plus e foram obtidos cortes
longitudinais de 5 um de espessura utilizando um micrétomo (Leica RM 2155), de acordo
com o protocolo estabelecido pela Disciplina de Histologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba-UNICAMP. Os cortes foram montados em laminas e a birrefringéncia foi
analisada por um microscépio de luz polarizada (Figura 11), utilizando-se como meio de
embebicdo glicerina 80% (Espirito Santo et al., 2006).

A birrefringéncia é uma propriedade anisotrépica que reflete alto grau de
organizacdo em nivel molecular; esse fenomeno € causado pela diferenca entre dois indices
de refracdo de uma substancia. Quando a luz polarizada atravessa estruturas birrefringentes,
como a matriz organica do esmalte secretdrio, ela se propaga como duas frentes de onda, o
desvio relativo entre essas duas frentes € denominado de retardo Optico, que € expresso em

nandmetros, sendo diretamente proporcional a intensidade do brilho de birrefringéncia
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(Espirito Santo et al., 2007). O retardo 6ptico foi medido na drea de maior brilho de
birrefringéncia da matriz orginica do esmalte no estdgio de secrecdo da amelogénese,
utilizando-se o compensador de Brace-Koeler. Esse procedimento foi realizado 20 vezes
em 5 laminas de cada animal de modo a se obter uma média. O retardo dptico da

birrefringéncia foi comparado entre os 4 grupos.

—=

Figura 11: Microscopio Leica DMLP

4.7.2 Analise morfologica da coroa

Apo6s 30 dias do nascimento dos filhotes dos quatro grupos experimentais, foram
sacrificados, por aprofundamento anestésico, seis filhotes de cada grupo experimental para
a avaliacdo morfoldgica dos primeiros molares. As maxilas e mandibulas do lado direito
foram removidas e imersas no fixador formol 10% por 48 horas. A seguir, as amostras
foram dissecadas com um pequeno oste6tomo para desidratacio com acetona em
concentracdes crescentes e a secagem em estufa a 37°C. Apds a secagem, essas maxilas e

mandibulas foram montadas em porta-espécimes (stubs) e levadas ao metalizador (Sputter
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Coater MED 010, Balzers, Liechtenstein) por 100 segundos para uma cobertura de ouro de
aproximadamente 10 nandmetros sobre as faces oclusais dos molares.

Para a andlise, as amostras foram observadas ao microscopio de varredura JSM-
5600 LV da JOEL (Tokyo, Japan), operando em uma aceleracdo de 10 KV. Assim, foram
obtidas imagens de alta resolucdo dos primeiros molares em trés dimensdes, onde foram
realizadas mensuragdes na coroa: medida linear mésio-distal e vestibulo-lingual das trés
cuspides desses molares, segundo Chowdhury & Bromage (2000) e Manzi (2005). As
medidas das distancias entre as cuspides dos molares inferiores e superiores foram

realizadas entre os pontos mais externos das coroas (Figuras 12 e 13).

X3S SB88rm

Figura 12: Medidas lineares mesio-distal (a), vestibulo-lingual mesial (b), central (c) e
distal (d) das cuspides da coroa de um primeiro molar inferior em microscopia eletronica de

varredura.
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Figura 13: Medidas lineares mesio-distal (a), vestibulo-lingual mesial (b), central (c) e
distal (d) das cuspides da coroa de um primeiro molar superior em microscopia eletronica

de varredura.

4.8 Analise dos dados

ApOs a andlise exploratoria dos dados, os mesmos foram submetidos a andlise de

variancia (ANOVA) em esquema fatorial radiacdo x selénio (a=0,05).
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacao da matriz organica do esmalte dos primeiros molares de

ratos por meio da birrefringéncia.

Como pode ser observado na Tabela 1, nos dois tempos de estudo, houve
diminuicdo nos valores do retardo Optico para os grupos irradiados (selénio irradiado e
irradiado) em relagdo aos grupos ndo irradiados (controle e selénio), sendo observada
diferenca estatisticamente significante entre eles.

O grupo controle apresentou maior valor de retardo Optico, nio diferindo
estatisticamente do grupo selénio nos animais que foram avaliados com 3 dias de idade,
porém apresentando diferenca estatistica com o grupo selénio, para os animais sacrificados
aos 4 dias de idade.

Comparando-se os grupos selénio irradiado e irradiado, ndo se observou diferenca
estatisticamente significante entre eles nos animais sacrificados aos 3 dias de idade. Nos
animais de 4 dias de idade, foi observada diferenca estatistica entre os grupos supracitados,
porém sem demonstrar radioprotecdo ja que o grupo irradiado apresentou maior valor de

retardo Optico do que o grupo selénio irradiado.
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Tabela 1 — Média (desvio padrdo) dos valores de retardo 6ptico (nm) de cortes de Sum de

espessura dos grupos avaliados.

SELENIO

TEMPO IRRADIACAO COM SEM

Média (Desvio Média (Desvio
Padrao) Padrao)

3 DIAS COM 3,00 (1,58) Ab 3,84 (0,62) Ab
SEM 5,97 (0,36) Aa 7,25 (1,89) Aa
4 DIAS COM 3,00 (1,58) Bb 5,17 (0,81) Ab
SEM 7,41 (1,29) Ba 13,67 (1,01) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maidsculas na horizontal e minusculas na vertical
dentro de cada tempo) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

> Descri¢cao Morfolégica:

e Birrefringéncia da matriz organica do esmalte nos animais de 3 dias:

O grupo controle exibiu brilho de birrefringéncia forte e continuo na regido de esmalte
secretério. O grupo selénio exibiu regides com auséncia de brilho e outras com brilho de
birrefringéncia reduzido em relagdo ao grupo controle. O grupo irradiado apresentou
espessura reduzida e irregularidade na regido de esmalte secretdrio, com dreas de pouco brilho
de birrefringéncia. O grupo selénio irradiado apresentou-se semelhante ao grupo irradiado,
no que diz respeito a espessura e irregularidade da regido de matriz organica de esmalte.

As figuras 14 e 15 ilustram os cortes histolégicos ndo corados (a esquerda) e corados
com hematoxilina e eosina (a direita) que representam o brilho da birrefringéncia e a

morfologia tecidual correspondente, respectivamente, dos grupos estudados.
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Figura 14: Cortes microscopicos (5 pm) longitudinais de molares inferiores de ratos em luz
polarizada ndo corados (a esquerda) e luz comum corados em HE (a direita). O circulo com
barras cruzadas em seu interior representa o analizador e polarizador. A seta em 45° com o
analizador e polarizador indica a posi¢do de madxima birrefringéncia. (A): Brilho de
birrefringéncia no grupo Controle, 3 dias; (A"): corte representativo de A corado em HE
(x200); (B): Brilho de birrefringéncia no grupo Selénio, 3 dias; (B"): corte representativo de
B corado em HE (x200).

39



Avaliacdo do efeito do selenito de sédio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
RESULTADOS

Figura 15: Cortes microscépicos (5 pm) longitudinais de molares inferiores de ratos em luz
polarizada ndo corados (a esquerda) e luz comum corados em HE (a direita). O circulo com
barras cruzadas em seu interior representa o analizador e polarizador. A seta em 45° com o
analizador e polarizador indica a posi¢do de mdaxima birrefringéncia. (C): Brilho de
birrefringéncia no grupo Irradiado, 3 dias; (C’): corte representativo de C corado em HE
(x200); (D): Brilho de birrefringéncia no grupo Selénio irradiado, 3 dias; (D’): corte
representativo de D corado em HE (x200).
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e Birrefringéncia da matriz organica do esmalte nos animais de 4 dias:

O grupo controle exibiu intenso brilho de birrefringéncia na regido de esmalte
secretdrio, com espessura maior do que a encontrada aos 3 dias. O grupo selénio exibiu
regides com auséncia de brilho e outras com pouco brilho de birrefringéncia, assim como,
reducdo na espessura da matriz orginica do esmalte. O grupo irradiado apresentou-se
semelhante ao grupo selénio, em relacdo a presenca de pouco brilho ou auséncia de brilho de
birrefringéncia. O grupo selénio irradiado exibiu um discreto aumento de brilho em relagdo
ao grupo irradiado, porém apresentou também regides com auséncia de brilho.

As figuras 16 e 17 ilustram os cortes histologicos ndo corados (a esquerda) e corados
com hematoxilina e eosina (a direita) que representam o brilho da birrefringéncia e a

morfologia tecidual correspondente, respectivamente, dos grupos estudados.
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Figura 16: Cortes microscopicos (5 pm) longitudinais de molares inferiores de ratos em luz
polarizada ndo corados (a esquerda) e luz comum corados em HE (a direita). O circulo com
barras cruzadas em seu interior representa o analizador e polarizador. A seta em 45° com o
analizador e polarizador indica a posicio de mdaxima birrefringéncia. (E): Brilho de
birrefringéncia no grupo Controle, 4 dias; (E"): corte representativo de E corado em HE
(x200); (F): Brilho de birrefringéncia no grupo Selénio, 4 dias; (F): corte representativo de
F corado em HE (x200).
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Figura 17: Cortes microscdpicos (5 um) longitudinais de molares inferiores de ratos em luz
polarizada ndo corados (a esquerda) e luz comum corados em HE (a direita). O circulo com
barras cruzadas em seu interior representa o analizador e polarizador. A seta em 45° com o
analizador e polarizador indica a posicdo de maxima birrefringéncia. (G): Brilho de
birrefringéncia no grupo Irradiado, 4 dias; (G’): corte representativo de G corado em HE
(x200); (H): Brilho de birrefringéncia no grupo Selénio irradiado, 4 dias; (H’): corte
representativo de H corado em HE (x200).
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5.2 Avaliacao da morfologia dos primeiros molares de ratos por meio da
microscopia eletronica de varredura.

A andlise estatistica dos resultados referentes as medidas lineares mésio-distais das
coroas dos primeiros molares superiores € inferiores estdao demonstradas nas tabelas 2 e 3,
respectivamente. Os efeitos deletérios da radiacdo puderam ser observados nesses dentes
em que os grupos somente irradiados diferiram estatisticamente dos grupos controle. Nota-
se a diminuicdo das distancias intercuspideas mésio-distais tanto dos dentes superiores
quanto dos inferiores, demonstrando o atraso no desenvolvimento dentdrio causado pela

radiagdo ionizante.

Tabela 2 — Média (desvio padrao) das medidas lineares mésio-distais (mm) dos primeiros
molares superiores.

K IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)
COM 2.15(0.10) Aa 2.34 (0.08) Aa
SEM 1.86 (0.22) Bb 2.53 (0.25) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mindsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Tabela 3 — Média (desvio padrdo) das medidas lineares mésio-distal (mm) dos primeiros
molares inferiores.

K IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)

COM 1.95 (0.06) Ba 2.08 (0.08) Aa
SEM 1.92 (0.09) Ba 2.08 (0.19) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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Nas tabelas 4 e 5, observa-se os resultados estatisticos das medidas da distincia
intercuspidea vestibulo-palatina/lingual mesial dos dentes superiores e inferiores
respectivamente. Os efeitos da radiagao foram demonstrados principalmente nos molares
superiores, nos quais se observou diferenca estatistica entre o grupo controle e irradiado,

porém nao houve diferenga estatistica entre os grupos selénio irradiado e irradiado.

Tabela 4 — Média (desvio padrdo) das medidas lineares vestibulo-palatinas (mm) das
cuspides mesiais dos primeiros molares superiores.

i IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)

COM 0.80 (0.12) Ba 1.26 (0.05) Aa
SEM 0.84 (0.31) Ba 1.29 (0.08) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Tabela 5 — Média (desvio padrao) das medidas lineares vestibulo-linguais (mm) das
cuspides mesiais dos primeiros molares inferiores.

K IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)

COM 1.25 (0.02) Aa 1.11 (0.06) Ba
SEM 1.17 (0.09) Aa 1.08 (0.06) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maidsculas na horizontal e minudsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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Nas tabelas 6 e 7, observa-se diminui¢do das medidas da distancia intercuspidea
vestibulo-palatina/lingual central do grupo irradiado em relacdo ao selénio irradiado, porém
sem diferenca estatistica, e do grupo irradiado em relagdo ao controle, tanto dos molares

superiores quanto dos inferiores.

Tabela 6 — Média (desvio padrdo) das medidas lineares vestibulo-palatinas (mm) das
cuspides centrais dos primeiros molares superiores.

i IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)

COM 1.28 (0.13) Ba 1.55 (0.07) Aa
SEM 1.19 (0.05) Ba 1.51 (0.09) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Tabela 7 — Média (desvio padrdao) das medidas lineares vestibulo-linguais (mm) das
cuspides centrais dos primeiros molares inferiores.

i IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)

COM 1.22 (0.05) Aa 1.23 (0.03) Aa
SEM 1.14 (0.06) Aa 1.21 (0.08) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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Em relacdo a distancia vestibulo-palatina/lingual das cudspides distais dos molares
superiores e inferiores observadas nas tabelas 8 e 9 respectivamente, mais uma vez notou-
se diminui¢do das medidas do grupo irradiado em relag@o ao selénio irradiado.

As medidas intercuspideas vestibulo-palatina/lingual distais entre os grupos controle
e irradiado foram semelhantes nos dentes superiores, porém nos dentes inferiores a radiacao

mostrou-se prejudicial.

Tabela 8 — Média (desvio padrdao) das medidas lineares vestibulo-palatinas (mm) das
cuspides distais dos primeiros molares superiores.

i IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)
COM 1.22 (0.36) Aa 0.97 (0.04) Ba
SEM 0.95 (0.05) Ab 0.94 (0.07) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Tabela 9 — Média (desvio padrdao) das medidas lineares vestibulo-linguais (mm) das
cuspides distais dos primeiros molares inferiores.

i IRRADIACAO
SELENIO COM SEM
Média (Desvio Padrao) Média (Desvio Padrao)
COM 1.01 (0.02) Ba 1.35 (0.04) Aa
SEM 0.94 (0.06) Ba 1.41 (0.11) Aa

Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na horizontal e mintsculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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A odontogénese é o processo de desenvolvimento do dente, que se inicia como
resultado da interacdo entre o epitélio oral e o ectomesénquima subjacente, originando a
banda epitelial primdria e, a seguir, a 1amina dentdria, em cuja regido anterior se dard a
formacdo dos futuros dentes. A partir desse instante, o desenvolvimento do dente prossegue
em trés estdgios: botdo, capuz e campanula. Inicialmente, ocorre a invasao epitelial para o
interior do ectomesénquima dos maxilares. As células ectomesenquimais sdo condensadas
abaixo e ao redor do botdo epitelial. O botdo continua a proliferar, crescendo e se tornando
mais largo, semelhante a um capuz. Nesse momento, ja é possivel identificar os elementos
formadores do dente e seus tecidos, sendo chamado de 6rgdo do esmalte. Na fase de
campanula, também conhecida como fase de sino devido ao formato do germe dentario,
ocorrem a histodiferenciacdo e a morfodiferenciacdo das células que produzem os tecidos
duros da coroa, os ameloblastos e odontoblastos, sendo nessa fase o inicio da formagao do
esmalte e da dentina (Ten Cate, 2008).

Segundo Schour & Massler (1971), a histodiferenciacdo dos ameloblastos dos
primeiros molares de ratos albinos ocorre aos 20 dias intra-uterinos. Manzi, em 2005,
realizou uma pesquisa para avaliar as fases da odontogé€nese de ratos, na qual confirmou
que a fase de sino acontece aos 19 dias intra-uterinos.

Diversos fatores externos podem afetar a formacdo dos tecidos dentdrios. Dentre
esses fatores, pode-se citar a radiagdo ionizante, que apresenta uma grande importancia no
radiodiagndstico e também no tratamento de tumores malignos.

Primeiramente, ocorre uma interacdo entre a radiacdo ionizante e a matéria,
podendo causar efeitos bioldgicos. Essa interacdo resulta em modificacdes de moléculas
bioldgicas apds segundos ou horas. Consequentemente, as alteracdes moleculares podem
causar modificacdes em células e organismos que persistem por horas e, possivelmente, por
geracdes. Se células sdo modificadas, tais mudangas podem levar ao desenvolvimento de

distdrbios para o individuo exposto ou para seus descendentes (White & Pharoah, 2007).
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Para obtencdo de bons resultados em tratamento de cancer, a radioterapia
geralmente estd associada a cirurgia e quimioterapia. No entanto, ela envolve certos riscos,
dependendo da quantidade de radiacdo ionizante absorvida pelos tecidos. Algumas vezes,
os tecidos podem sofrer danos irreparaveis, ja que o tecido normal estd presente no campo
de radia¢do, assim como a lesdo (Chow & Theodore, 1998).

Os efeitos da radiacdo ionizante em dentes em desenvolvimento tém sido relatados e
discutidos por diversos autores, assim como a dose de radiacdo utilizada e o periodo da
odontogénese em que foi realizada a irradiacdo. Devido a complexidade do
desenvolvimento dentdrio, podem ocorrer alteragdes na papila dentdria, no esmalte ou na
dentina, com conseqiiente anormalidade na morfologia dentdria.

Em um caso clinico relatado por Rodrigues et al. (2009), foi realizada radioterapia
em um paciente com rabdomiossarcoma na mandibula aos 18 meses de idade, com uma
dose de 5.400 cGy. Foram observadas no paciente aos 15 anos de idade, agenesias
dentdrias, raizes extremamente curtas e em formato conico e hipoplasia de esmalte nos
dentes inferiores. Na pesquisa de Kaste et al., em 2009, em que pacientes que tiveram
cancer na infancia e receberam dose de radiagdo de acordo com o tipo de tumor, também
foram encontradas alteracdes dentdrias, como microdontia, hipodontia, hipoplasia de
esmalte e desenvolvimento anormal das raizes. No caso clinico relatado por Carl & Wood,
em 1980, a paciente recebeu 5 Gy de radiacdo X aos 4 anos de idade. Foram observadas
alteracdes dentdrias, como a formacao parcial das raizes dos molares, auséncia das raizes
dos dentes anteriores e pré-molares e mandibula pouco desenvolvida. Essas alteracOes
foram causadas em locais sadios, que provavelmente se encontravam no campo de radiacao
no momento da radioterapia.

A gravidade dos distirbios pode ser devida principalmente a dose usada na
radioterapia e a idade precoce do paciente na época do tratamento. Pois, segundo Sonis et
al. (1990), criangas tratadas antes de 5 anos de idade apresentam anormalidades dentdrias
mais severas. Os autores sugerem que dentes imaturos apresentam maior risco de sofrerem
distirbios do que dentes maduros.

Os ameloblastos no dente em desenvolvimento sdo extremamente sensiveis aos

estimulos externos e muitos fatores podem resultar em anomalias no esmalte (Neville et al.,
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1998). Sendo a radiac@o ionizante um estimulo externo, pdde ser observado nos resultados
da presente pesquisa as alteracdes causadas por ela. Dury et al. (1984) relataram que 1 Gy
de radiacdo € suficiente para causar danos permanentes no ameloblasto e que 3 Gy sdo
suficientes para causar distirbios no desenvolvimento dentario. Portanto, € de se esperar
que 4 Gy seja capaz de causar alteragdes dentdrias, como pode ser observado nos resultados
da presente pesquisa, na qual notou-se alteracdo no brilho de birrefringéncia na matriz
organica de esmalte dos molares dos animais de 3 e 4 dias e diminui¢do da dimensdes
intercuspideas nos animais de 30 dias.

A metodologia utilizada nesse trabalho foi semelhante a utilizada por Manzi, em
2005, em que irradiou ratas aos 13 dias de gestacdo (fase de 1amina), aos 16 dias (fase de
broto) e aos 19 dias de gravidez (fase de sino). Pela andlise dos resultados, a radiagdo
promoveu efeito deletério nas dimensdes oclusais dos molares, em todos os estigios
estudados na dose de 4 Gy, principalmente no estigio de sino. Assim, no presente estudo, a
partir desses resultados, optou-se por irradiar as ratas aos 19 dias de gestacdo. Estando
nossos resultados em concordancia com os resultados de Manzi (2005), no qual também foi
visualizado alteracdes nas dimensdes oclusais.

Nesse trabalho foram utilizados os dentes molares de ratos pelo fato de existirem
poucos relatos sobre o efeito da radiacdo no desenvolvimento desses dentes e por sua
formacdo assemelhar-se aos dentes de humanos, ao contrdrio dos incisivos, ja4 que esses
apresentam crescimento continuo e suas células estdo em constante renovacdo no 6rgao
odontogénico (Lindvall e? al., 1972). Dessa forma, devido a essa constante proliferacao
celular, o 6rgdo odontogénico é uma regido bastante radiossensivel (Pearson & Phelps,
1981).

Nesse estudo, optou-se por utilizar dose aguda unica de 4 Gy de radiacdo X devido
ser uma dose radioterdpica e seguindo a metodologia de alguns estudos como o de Saad et
al. (1991), Bang et al. (2002) e Manzi (2005). E importante citar que, nas pesquisas
supracitadas, a radiacdo causou danos nos organismos irradiados, sendo possivel ser visto
nos resultados dessas pesquisas através da alteracdo das dimensdes oclusais dos molares

dos filhotes das ratas.
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Na pesquisa de Bang et al. (2002) ratas gravidas foram irradiadas com 0,5; 1; 2 e 4
Gy aos 11,5 dias de gestacdo e aos 18 dias foram sacrificadas. A incidéncia de fetos mortos
foi observada principalmente com exposi¢do de 4 Gy, sendo observadas também
malformacdes nos filhotes sobreviventes. Os filhotes das ratas irradiadas, no presente
trabalho, nasceram em menor nimero e em tamanho reduzido, quando comparados com 0s
filhotes das ratas do grupo controle e selénio, porém semelhantes aos do grupo selénio
irradiado.

Na tentativa de minimizar esses danos causados pela radiacdo, foi utilizado nesse
estudo o selénio, em sua forma inorganica, que € o selenito de sddio. O selénio é um
nutriente essencial para muitas espécies de animais, incluindo os humanos (Stewart et al.,
1999). E também um constituinte do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase, podendo
ser essa a explicacdo do seu efeito radioprotetor, visto que o mecanismo primério dessa
enzima € a degradacdo do perdéxido de hidrogénio nas células, mostrando ser um importante
protetor dos lipidios da membrana celular contra a desintegracdo a partir da oxida¢do, como
lembra Tuji et al., 2005. Flohe et al., em 1973, comprovaram que a deficiéncia de selénio
leva a uma diminui¢do na atividade da glutationa peroxidase, considerando o selénio como
um componente essencial dessa enzima. Levando em consideracdo essas afirmacdes, foi
proposto nesse estudo a utilizacdo do selenito de s6dio para minimizar as possiveis
anomalias dentdrias induzidas pela radiacdo e fazer esses dentes assemelhar-se com a
morfologia dentdria dos dentes dos animais do grupo controle.

A avaliagdo da matriz orginica do esmalte foi realizada por meio do brilho da
birrefringéncia com o uso de um microscépio de polarizacdo. Nas pesquisas de Espirito
Santo et al., em 2007, foi constatado que o brilho da birrefringéncia da matriz orgénica do
esmalte no estdgio de secrecdo € influenciado pela organizagcdo ordenada supramolecular
dos seus componentes. A amelogenina € a principal proteina da matriz organica do esmalte,
representando mais de 90% do contetido protéico nesse tecido (Moradian-Oldak, 2001;
Espirito Santo et al., 2006).

A andlise do primeiro molar de ratos mostrou que a matriz organica do esmalte em
animais de 4 dias de idade do grupo controle exibiu forte birrefringéncia nas areas de

esmalte secretdrio, estando de acordo com os resultados de Espirito Santo et al., (2006),

51



Avaliagdo do efeito do selenito de sodio em dentes de filhotes de ratas irradiadas
DISCUSSAO

explicando também a escolha dos tempos de sacrificio para a avaliagdo da matriz organica
do esmalte. Os autores afirmaram ainda que em animais com 0 dia, em que o esmalte tem
uma fina camada e em animais com 9 dias, cujo esmalte estd em fase de maturacdo, ndo foi
exibido qualquer brilho de birrefringéncia, pois ocorreu perda de proteina e subseqiiente
aposi¢ao mineral. Essa auséncia de brilho foi observada nos animais do grupo irradiado em
resultados encontrados aqui, ndo pelo fato de ter ocorrido perda de proteinas, ou por exibir
uma fina camada de matriz organica, mas pelo efeito deletério que a radiacdo ionizante
causou, resultando em alteragcdo da organiza¢do supramolecular da matriz organica do
esmalte.

Ramos-Perez (2009) avaliou a birrefringéncia da matriz organica do esmalte em
incisivos de ratos e pdde observar, nos grupos irradiados, uma diminui¢do no brilho de
birrefringéncia em relagdo ao controle. Na andlise da atual pesquisa, também foi possivel
observar diminui¢do no brilho de birrefringéncia nos animais irradiados. J4 nos animais do
grupo controle pdde ser observado forte brilho nos dois tempos de estudo, caracterizando
uma organizagdo a nivel molecular do tecido avaliado.

Tradicionalmente, o selénio tem sido associado a prote¢do contra radiacao por causa
de suas propriedades antioxidantes (Schueller et al., 2004 e Rafferty et al., 2003),
capturando os radicais livres provenientes da ionizacdo causada pela radiacdo. Entretanto,
nesse estudo, os grupos selénio irradiado e irradiado ndo diferiram estatisticamente entre si,
estando o brilho de birrefringéncia da matriz organica do esmalte nos animais do grupo
selénio irradiado semelhante ao do grupo irradiado, demonstrando que o selenito de sodio,
na dose utilizada, ndo exerceu funcao radioprotetora em animais de 3 e 4 dias de idade.

Comparando os grupos controle e selénio, na avaliagdo da matriz organica de
esmalte, ndo se observou diferenca estatistica no tempo de 3 dias, embora o retardo 6ptico
do grupo controle tenha sido maior que o do selénio; j4 aos 4 dias, foi observada diferenca
estatistica entre esses dois grupos, demonstrando assim a toxicidade do selenito de sédio.

Nos animais de 30 dias de idade, as avaliagdes foram realizadas por meio de
microscopia eletronica de varredura, através de medidas intercuspideas nos primeiros
molares superiores e inferiores. Foi possivel constatar diminui¢do das dimensdes oclusais

da coroa desses dentes nos grupos irradiados, em que a maioria diferiu estatisticamente dos
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do grupo controle, o que configura uma anomalia de forma. Esse resultado é semelhante ao
de Manzi, em 2005.

De todas as medidas intercuspideas realizadas, os grupos selénio irradiado e
irradiado diferiram estatisticamente apenas nas medidas lineares mésio-distais e nas
medidas lineares vestibulo-palatinas das cuispides distais dos primeiros molares superiores.
Nao se observou essa diferenca estatistica nas medidas realizadas nos dentes inferiores,
mais uma vez demonstrando que o selenito de sédio ndo teve uma agdo radioprotetora,
concordando com a pesquisa de Rocha (2005) na qual o selenito de s6dio nao se mostrou
como eficaz radioprotetor aos 7 e 14 dias de estudo em tecido dsseo e de Neves (2007), em
alvéolos de incisivos de ratos, nos tempos de 21 e 28 dias. Ao contririo do que foi
observado nas pesquisas de Rafferty et al. (1998), com radiagdo UVR; Mutlu-Turkoglu et
al. (2000), com radiacao X; Tuji et al., (2005 e 2010); Sagowski et al. (2005); Pontual, et
al. (2007) e Buntzel et al., em 2010.

O fato da diferenca estatistica dos grupos supracitados ter ocorrido em sua maioria
nas medidas realizadas nos dentes superiores supde-se que seja devido a sua formagdo
ocorrer cerca de 24 horas apds a dos dentes inferiores, segundo Schour & Massler, em
1971. Esses resultados podem ser justificados também pela resposta individual de cada
animal, supondo que nem todos os animais estivessem na mesma fase da odontogénese no
momento da irradiagdo. Portanto, se a irradiacdo ndo ocorreu no mesmo periodo de
formacdo para os dentes superiores e inferiores, o dano resultante foi diferente, podendo ter
sido menor para os dentes inferiores, consequentemente guiando para a ndo radioprotecao
do selenito de sédio.

Outra possivel justificativa para esses resultados é a dose de selenito de sddio
utilizada, que foi 0,3 mg/kg de peso corporeo do animal, tendo sido possivelmente baixa e
insuficiente para promover protecdo nos tecidos irradiados. Embora em algumas pesquisas
a dose de selénio utilizada tenha sido de 0,5 mg/kg como nos trabalhos de Lawrence &
Burck, (1976); Neves, em 2007; Pontual et al., em 2007 e Tuji et al, em 2010, a escolha se
deu devido a aplicacdo da substincia ocorrer em ratas gravidas e o selénio apresentar
possiveis efeitos adversos no organismo com sua ji conhecida toxicidade, sendo esta

caracteristica do selenito observada na pesquisa de Tuji et al. (2010).
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Em relacdo as medidas intercuspideas dos grupos controle e selénio, ndo houve
diferenca estatistica entre esses grupos em nenhuma das medidas realizadas, demonstrando
que o selenito de s6dio ndo foi téxico nesse tempo de estudo. O resultado da presente
pesquisa foi semelhante a de Rocha, em 2005, na qual a dose de selenito utilizada foi de 1
mg/kg e foi observada uma toxicidade somente nos tempos iniciais do estudo.

Pesquisas com selénio também tém sido realizadas em seres humanos, em pacientes
portadores de cancer que necessitam de radioterapia, como a pesquisa de Buntzel et al., em
2010, com a dose de 500 ug de selenito de sédio. Os autores concluiram que a reposicdo de
selénio pode ser capaz de reduzir os efeitos deletérios da radiacdo, embora com efeitos
limitados, ja que esses s6 foram observados na diminuicdo da perda de paladar e na
disfagia. Porém, ainda ndo se encontra relatos de pesquisas como essas em pacientes
gravidas.

A tentativa da minimizacdo dos efeitos deletérios da radiacdo ionizante é um
trabalho continuo. Vdrias s@o as tentativas através de numerosas pesquisas para se chegar a
um objetivo com sucesso. Porém, os resultados sdo variados, alguns positivos e outros em
que as substancias ndo exercem sua func¢do radioprotetora.

E importante afirmar que toda tentativa é vilida e que, com a quantidade de
pesquisas que estdo sendo realizadas e que se realizardo nessa drea, espera-se a obtencao de
resultados favordveis e aplicdveis, objetivando encontrar uma dose de selenito de sédio que
proteja contra os efeitos deletérios da radiagdo, diminuindo as alteracdes causadas em
tecidos sadios no organismo vivo para pacientes tratados com radioterapia, aumentando

assim, a qualidade e expectativa de vida desses pacientes.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e dentro das condi¢des experimentais utilizadas,
concluiu-se que o selenito de s6dio ndo exerceu acdo radioprotetora no desenvolvimento
dentério de filhotes de ratas irradiadas durante a odontogénese e apresentou toxicidade nos

tempos iniciais de avaliacao.
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ANEXO 1: Certificado do Comité de Etica na Experimentagio Animal.

Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Biologia \
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unNIcAMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentacéo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1250-1, sobre "Acgao do selenito de sédio em

dentes irradiados durante odontogénese. Estudo experimental em ratos",

sob a responsabilidade de Profa. Dra. Solange Maria de Almeida / Roselaine

Moreira Coelho / Ellen Gaby Neves, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 23 de abril de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1250-1, entitled "The role of sodium selenite in

irradiated teeth throughout odontogenesis. Experimental study in rats", is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - UNICAMP) on april 23, 2007.
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