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Resumo

A osteoporose e a irradiacdo sdo fatores que interferem no processo de reparacdo
Ossea e podem ocorrer simultaneamente, especialmente em mulheres idosas. Atualmente,
vdrias substancias, conhecidas como radioprotetores, t€ém sido estudadas, pois minimizam
os efeitos deletérios da radiacdo; dentre eles, pode-se citar o selénio. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito radioprotetor do selenito de s6dio no processo de reparo ¢sseo
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 6sseo foi confeccionado nas tibias dos animais. Dois dias
ap6s 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 radiacdo X na regido dos membros
inferiores. Os animais foram sacrificados 7, 14, 21 e 28 dias apds a cirurgia. O processo de
reparacdo Ossea foi avaliado por andlise morfoldgica, utilizando-se a coloracdo pelo
Tricromico de Masson, e por andlise do nimero de trabéculas 6sseas e da birrefringéncia
(coloragdo pelo Picrosirius). Pela andlise morfoldgica, foi possivel observar um atraso no
processo de reparo 0sseo nos animais do grupo ovariectomizado/irradiado e similaridade
entre 0S8 grupos ovariectomizado, ovariectomizado/selénio €
ovariectomizado/selénio/irradiado, o que demonstrou o efeito radioprotetor do selénio sem

toxicidade.
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Abstract

Osteoporosis and ionizing radiation affect the bone healing and people can suffer
both conditions, especially older women. At the moment, antioxidant radioprotectors have
been evaluated, such selenium compounds. This study aimed at evaluating the selenium
protection in the bone repair process in ovariectomized rats submitted to an irradiation
procedure. For this purpose, eighty ovariectomized female Wistar rats were randomly
divided in four experimental groups: ovariectomized, ovariectomized/selenium,
ovariectomized/irradiated and ovariectomized/selenium/irradiated. A bone defect was made
on all animals’ tibias forty days after ovariectomy. Two days after surgery, only
ovariectomized/selenium and ovariectomized/selenium/irradiated rats received 0.8 mg
Se/Kg.  Three days  after surgery, only ovariectomized/irradiated  and
ovariectomized/selenium/irradiated rats received 10 Gy of X rays on the lower limbs
region. The animals were sacrificed 7, 14, 21 and 28 days after surgery in order to assess
the repair process, which was evaluated by morphologic analysis in Masson Tricromic. It
was also evaluated by analysis of trabecular bone number in Masson Tricromic and
birefringence analysis in Picrosirius. It was possible to observe a delay in the bone repair
process in the irradiated/ovariectomized group and similarity between ovariectomized,
ovariectomized/selenium and ovariectomized/selenium/irradiated, which proved the

selenium radioprotection without its toxicity.
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1 Introdugdo

O osso é um tecido que apresenta continua renovac¢do no decorrer da vida,
caracterizada por um processo de reabsor¢do do osso existente e formagdo de novo osso. A
esse processo dd-se o nome de remodelamento 6sseo ou turnover.

Um dos fatores mais importantes que influenciam nesse remodelamento € o
hormonio estrogeno. Sua diminuicao causa um desequilibrio no remodelamento 6sseo, uma
vez que acarreta aumento do processo de reabsor¢do e diminuicdo da formagdo dssea, o
que, dependendo da severidade, produz a osteoporose. Dessa forma, a osteoporose acomete
principalmente mulheres apds a menopausa, fase da vida em que o nivel de estrégeno decai.

Os individuos idosos também estdo mais sujeitos a desenvolverem neoplasias.
Nessas situacdes, as mulheres podem, além de apresentar a menopausa fisioldgica, estarem
sujeitas a uma menopausa precoce, devido a tratamentos quimioterdpicos ou a excisdao de
seus ovarios, como forma de tratamento para o cancer.

Além da cirurgia e da quimioterapia, uma das formas mais utilizadas de tratamento
das neoplasias malignas é a combinagdo de cirurgia e radioterapia. Apesar dos altos indices
de sucesso dessa terapia, devem ser destacados seus efeitos colaterais, uma vez que parte do
tecido normal € incluso no campo de radiacdo. O efeito deletério da radiac@o no processo
de reparo de tecido mole e tecido duro ja € bem conhecido. O desenvolvimento de
osteorradionecrose e osteomielite em regides adjacentes as dreas que receberam tratamento
com altas doses de radiacdo sdo as complicagdes pOs-irradiagdo do tecido Gsseo mais
conhecidas. Essas apresentam como fator etioldgico a combinacdo de irradia¢io, trauma e
infec¢ao.

Um fator que contribui para os efeitos deletérios causados pela radiacdo € o fato de
os tecidos vivos absorverem a energia da radia¢do, ocorrendo ioniza¢do e, com isso, a
producao de radicais livres no interior das células.

Com a finalidade de reduzir o dano provocado pela radiacdo nos tecidos sadios,
estudos tém sido realizados para avaliar substancias chamadas de radioprotetores. Sua

atuacdo pode se dar de forma direta, pela eliminacdo de radicais livres, ou de forma
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indireta, pelo aumento de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, que auxilia
na reducdo do nivel de per6xidos nos tecidos, por causar sua destruicdo. Estudos indicam
que o selénio € parte integrante dessa enzima, sendo por isso considerado um radioprotetor
(Hafeman et al., 1974; Lawrence & Burck, 1976; Stewart et al., 1999; Saito et al., 2003;
Weiss & Landauer, 2003; Jacobson et al., 2006).

Assim, como a osteoporose ocasiona fragilidade dssea, a radiac@o ionizante acarreta
dificuldades no processo de reparacdo dssea e essa combinagdo de fatores pode ocorrer em
individuos com deficiéncia de estrogeno que sejam submetidos ao tratamento de
radioterapia, julga-se importante a avaliacdo do efeito radioprotetor do selénio no processo
de reparo 6sseo, em uma circunstancia de associacdo dessas condi¢cdes, uma vez que a acdo
radioprotetora do selénio jd foi demonstrada no processo de reparacdo tecidual (Tuji, 2005),
na reparacdo 6ssea em tibias irradiadas de ratos (Rocha, 2005) e nas células secretoras de
glandulas submandibulares de ratos (Pontual, 2005), porém nenhum estudo avaliou sua

acao radioprotetora em 0sso osteoporotico.
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2 Revisdo de Literatura

2.1 Osteoporose

Uma das formas de induzir o aparecimento da osteoporose em animais de
laboratério € a realizacdo da ovariectomia, o que causa uma deficiéncia de estrégeno,
provocando o aparecimento da doenca, o que permite o estudo das alteragdes no
metabolismo, arquitetura e remodelamento 6sseo. Um dos animais utilizados para a
producgdo de ovariectomia sdo as ratas. Ainda em 1975, Hoar & Hickman demonstraram as
mudangas no tecido vaginal, o efeito da remoc¢ao dos ovdrios e o efeito da administracdo de
estrégeno no animal ovatiectomizado.

Wronski et al., em 1985, realizaram um estudo a fim de determinar por métodos
histomorfométricos a extensdo da perda Ossea trabecular e a alteragdo na reabsorcido e
formacdo Ossea em ratas ovariectomizadas. Foram utilizadas ratas divididas em dois
grupos: um grupo com ovariectomia bilateral e outro controle. Derivados da tetraciclina
foram administrados para cada animal em duas ocasides, a fim de realizar a marcagdo dos
sitios de formacdo Ossea. Todos os animais foram sacrificados 5 semanas apds a
ovariectomia. Foi realizada andlise dssea histomorfométrica quantitativa na tibia, o que
permitiu aos autores concluirem que a ovariectomia induz a perda éOssea e acelera o
metabolismo esquelético em ratas.

Em 1987, Dannucci et al. avaliaram o efeito precoce da ovariectomia, utilizando
analise bioquimica do soro e andlise do remodelamento trabecular 6sseo em cdes beagles
adultos divididos em dois grupos, controle e ovariectomizado, acompanhados por 6 meses.
Durante a cirurgia foi realizada uma bidpsia na crista iliaca para estabelecer dados base de
remodelamento. Os animais foram sacrificados 8, 10, 14, 16, 22 e 24 semanas apds a
cirurgia, sendo obtida uma segunda bidpsia contralateral, o que permitiu aos autores
concluirem que até os 6 meses, houve significante aumento na taxa de remodelamento
Osseo iliaco. As mudangas séricas, bem como as no remodelamento trabecular, foram
consistentes com aquelas observadas nas mulheres pds-menopausa, que sofrem de alto

remodelamento osteoporatico.
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Wronski et al., em 1988, com o propdsito de caracterizar as mudangas osteopénicas
em ratas ovariectomizadas em fun¢ao do tempo, utilizaram ratas divididas em dois grupos,
um controle e outro com ovariectomia bilateral. Os animais foram sacrificados nos tempos
14, 35, 52, 70, 100, 125 e 180 dias pos ovariectomia e as pecas devidamente processadas
para andlise. Os resultados obtidos permitiram aos autores concluirem que a fase inicial
rdpida de perda Gssea em ratas ovariectomizadas coincide com o aumento da maxima taxa
de murnover 6sseo. Nos tempos mais tardios, perda e turnover 6sseo diminuiram. Esses
achados enfatizaram a associacdo temporal entre o desenvolvimento de osteopenia e
aumento do turnover 0sseo em ratas ovariectomizadas.

Wronski et al., em 1989, estudaram as alteragcdes dsseas que podem ocorrer em
longo prazo apds a ovariectomia ou decorrentes da idade avangada. Os autores utilizaram
ratas com 90 dias de idade, sendo divididas em 2 grupos, um controle e outro
ovariectomizado. Os animais foram sacrificados nos tempos de 270, 370 e 540 dias pds
ovariectomia. As tibias proximais foram processadas e foi realizada andlise Ossea
quantitativa histomorfométrica, o que permitiu aos autores concluirem que houve uma
relacdo temporal entre o desenvolvimento de osteopenia € o aumento do furnover 9sseo
tanto em ratas ovariectomizadas, quanto em ratas mais velhas.

O objetivo do trabalho de Devlin & Ferguson, em 1989, foi determinar se medidas
lineares € o peso do 0sso intacto estariam estatisticamente associados com mudangas no
conteido de célcio em fémur, apds ovariectomia. Os autores utilizaram ratas que foram
divididas em grupo controle e ovariectomizado, com sacrificio dos animais 210 dias pds-
ovariectomia, quando foi removido o fémur esquerdo e fixado. Os espécimes foram
radiografados, e tiveram calculado a sua perda de célcio através de dois indices de
osteoporose, o indice ponderal e o escore do fémur. Concluiram que a ovariectomia em
ratas acelera tanto a perda de cdlcio do fémur quanto a deposicao de gordura.

Frost & Jee, em 1992, realizaram uma revisdo da literatura e concluiram que as ratas
podem proporcionar um modelo muito util de osteopenia humana e de alguns outros
problemas esqueléticos humanos importantes, havendo uma resposta similar entre ratas e
humanos quanto as influéncias mecanicas, hormonais e de drogas.

Com a finalidade de avaliar o efeito de niveis fisiologicos de estrogeno na formagao
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ossea, Chow et al., em 1992, utilizaram ratas Wistar ovariectomizadas, sendo que 3 dias
apos a cirurgia, foi administrada uma dose subcutanea tnica de bifosfonato em um grupo e
em outros grupos foram administradas injecdes subcutaneas didrias de 1, 10 e 100 pg/Kg de
17B-estradiol durante 17 dias. Calceina e tetraciclina hidroclorada foram injetadas
intraperitonealmente 12 e 6 dias antes do sacrificio, respectivamente. Vinte e quatro horas
apos a injecdo do agente experimental, os animais foram sacrificados e removidas as tibias
para andlise histomorfométrica. Os autores concluiram que o estrégeno manteve o volume
0sseo, nao somente através da inibicdo da reabsorcdo éssea, mas também através da
estimulagdo da formagao dssea.

Giardino et al., em 1993, avaliaram a patofisiologia da osteoporose. Para isso, os
animais tiveram seus ovarios removidos e foram sacrificados 40 e 100 dias apds a cirurgia.
Foram realizadas avaliacGes laboratoriais de calcemia, fosforemia, fosfatase alcalina,
osteocalcina; e exame densitométrico, histolégico e mineral do fémur. Concluiram que 40
dias apds ovariectomia foi possivel observar osteopenia, que se tornou progressivamente
pronunciada até os 100 dias.

Li & Nishimura, 1994, realizaram um estudo com o objetivo de investigar o efeito
da deficiéncia de estrogeno e progesterona no remodelamento dsseo da crista residual de
ratas ovariectomizadas. Dez dias apds ovariectomia, 0s animais tiveram seus molares
removidos e entdo sacrificados 2, 4 e 8 semanas apds exodontia, sendo observada a crista
residual em microscopia Gtica e microscopia eletronica de varredura. Puderam concluir que
as ratas ovariectomizadas sdo modelos experimentais de osteoporose bastante uteis e que 0s
niveis plasmaticos de estrogeno e progesterona diminuem 8 dias apds ovariectomia.

Bagi et al., em 1997, com o objetivo de quantificar as mudangas dsseas corticais €
medulares da cabeca do fémur em ratas ovariectomizadas, bem como de correlacionar as
mudancgas na massa Ossea, utilizaram 80 ratas divididas em 2 grupos, ovariectomizado e
controle, sacrificadas 4, 8 e 12 semanas apds ter sido realizada a ovariectomia. Os animais
receberam marcadores 6sseos 9 e 2 dias antes do sacrificio. Todas as ratas antes da cirurgia
e do sacrificio foram examinadas por Absorcometria por Raios X de Dupla Energia
(DEXA) para verificacdo da densidade mineral. O fémur direito foi removido e usado para

a realizagcdo de histomorfometria dssea, enquanto o esquerdo foi utilizado para medidas in
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vitro no DEXA e testes mecanicos. Os autores concluiram que os animais overiectomizados
aumentaram seu peso corporeo e acumularam gordura; a densidade mineral mostrou-se
diminuida, sendo observada redu¢do no nimero de trabéculas e na espessura, com aumento
da separacgdo trabecular e espaco medular; a espessura da cortical mostrou-se reduzida pela
alta reabsor¢do endocortical. Além disso, a cabeca do fémur mostrou reduzida forca e
menor espessura.

Segundo Finkelstein (1997), o mecanismo pelo qual a deficiéncia de estrogeno
resulta em perda Ossea ainda ndo foi definido, porém evidéncias sugerem que a deficiéncia
de estrogeno aumenta a produgdo local de citocinas, como a interleucina-I e 6 (IL-I e IL-6),
responsdveis pela ativacdo do processo de reabsor¢do dssea, diminuindo a producdo do
fator de crescimento insulino-simile I (IGF-I) e do fator de crescimento de transformacao-f3
(TGF ), responsdveis pela formagdo dssea. Ainda haveria um aumento da sensibilidade do
esqueleto aos efeitos reabsortivos do paratormonio (PTH). Assim sendo, a deficiéncia de
estrogeno resulta em pequena elevacdo dos niveis séricos de cdlcio, o que suprimi a
secrecao de PTH, com conseqiiente reducdo da formacao renal de 1,25-(OH)2 vitamina D
que, a seguir, limita a absorcao intestinal do célcio.

Walsh et al., em 1997, examinaram a tensdo, curvatura e propriedades histolégicas
da reparacdo de fraturas em ratas ovariectomizadas e ndo ovariectomizadas. Seis semanas
apds a ovariectomia, foi realizada fratura no fémur, sendo os animais sacrificados em 2,4 e
6 semanas. Foram realizados radiografias, testes biomecanicos e estudo histolégico. Os
dados dos testes mecanicos de tensdo e curvatura demonstraram que a ovariectomia
prejudica a reparacdo de fraturas. Apds 2 semanas, a fratura dssea no grupo controle ja
estava unida enquanto no grupo ovariectomizado havia mais tecido indiferenciado e
trabéculas dsseas mais finas, que permaneceram presentes por mais tempo do que no grupo
controle. Aos 42 dias, o calo de fratura mostrou-se similar nos dois grupos.

Kubo et al, 1999, induziram osteoporose em ratas por meio de ovariectomia,
mantendo-as sob dieta com baixa quantidade de célcio. Os animais foram pesados e foi
medida a densidade mineral 6ssea antes e 4, 8 e 12 semanas depois da ovariectomia. Doze
semanas apds ovariectomia, foram realizadas fratura transversa na didfise do fémur e

estabilizacdo com fio de aco. O processo de reparacdo foi acompanhado radiografica,
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histologica e biomecanicamente durante 8 e 12 semanas. Os autores concluiram que
deficiéncia de estrégeno e baixa ingestdo de cdlcio afetam muito o osso no periodo tardio
do processo de reparagdo, mas ndo afetam muito no periodo inicial de reparacao.

Tanaka et al., 2001, estudaram o efeito agudo da ovariectomia no processo de
reparacdo Ossea ap0ds extracdo do primeiro molar inferior, por meio de andlise quantitativa,
microscopia eletronica de varredura e microandlise de energia dispersiva de Raios X. Os
autores utilizaram ratas que foram divididas em dois grupos: um controle e outro com
animais ovariectomizados bilateralmente. Sete dias apds a ovariectomia, foi realizada a
exodontia do primeiro molar inferior e os animais foram sacrificados aos 7, 30 e 60 dias
com remocdo da mandibula para andlise. Os resultados observados sugeriram que
deficiéncia aguda de estrogeno estimula a reabsor¢do do osso de sustentacdo, mas possui
menor efeito na formagdo Ossea. Assim, a reparagdo Gssea alveolar apds extracdo ndo tem
significante atraso, mas o 0sso de suporte recém formado na superficie dssea maxilar do
lado vestibular do alvéolo encontrou-se significantemente diminuido, devido ao aumento da
reabsor¢do dssea.

Meyer et al., 2001, estudaram o impacto da idade e da ovariectomia na reparagdo de
fraturas em fémur de ratas, concluindo que ambas prejudicam significantemente o processo
de reparacdo de fraturas, que foi avaliado por meio da medida de rigidez e for¢a de quebra
em 3 pontos de envergadura.

Namkung-Matthai et al, em 2001, examinaram as propriedades mecanicas e
histolégicas durante a fase precoce de reparacdo de fraturas em ratas normais e
osteoporoticas, induzidas por ovariectomia e baixa ingestdo de célcio. Trés meses apos
ovariectomia, foi criada uma fratura no fémur, sendo a seguir estabilizada com pino
intramedular, tanto no grupo ovariectomizado, quanto no grupo controle. As ratas foram
sacrificadas aos 4, 7, 14, 18 e 21 dias p6s fratura, onde foi realizada andlise morfolégica da
calosidade 6ssea, localizagido histoquimica de osteoclastos e marcacdo com tetraciclina.
Ainda foi realizada aos 18 dias histomorfometria do calo ésseo e aos 21 dias, o teste de
forca biomecanica. Concluiram que excessiva perda Ossea, devido a deficiéncia de
estrogeno e baixa dieta em cdlcio, afeta marcadamente o processo precoce de reparacdo

Ossea em ratas osteoporoticas, sendo necessarios mais estudos a fim de investigar se as
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alteracdes na forca 6ssea permanecem em longo prazo.

Xu et al., 2003 avaliaram o efeito da osteoporose na reparagdo de fraturas por meio
da anélise de mudancas histomorfolégicas, densidade mineral do calo ésseo, da distribuicdo
do fator de crescimento de fibroblastos bdsico (FGFb) e da proteina 6ssea morfogenética 2
(BMP-2) em ratas ovariectomizadas, com 12 semanas de idade, que foram divididas em 2
grupos: ovariectomizado e controle. Trés meses apods a cirurgia, foi realizada uma fratura
no fémur com estabilizacio do sitio da fratura. Antes da ovariectomia e 3 meses apods, foi
medida a densidade 6ssea mineral de todos os animais, sacrificando-os aos 3, 7, 14, 28 e 42
dias pés fratura. A seguir, foi observada a formagdo do calo dsseo, usando métodos
histolégicos e imunohistoquimicos. Os autores concluiram que a osteoporose influencia a
quantidade e qualidade do calo sseo no periodo inicial da reparagdo. O efeito da reparacdo
de fraturas em individuos osteoporéticos tem relacdo com a expressao de BMP-2 ou FGFb,
havendo diminuicdo da expressdo de osteoblastos, que pode causar uma diminui¢do na
qualidade da reparacao de fraturas apds osteotomia.

Waarsing et al., 2005, avaliaram a perda dssea e sua arquitetura em ratas
ovariectomizadas, utilizando a micro-TC. Dez ratas Wistar com idade de 10 meses foram
divididas em dois grupos: controle e ovariectomizado. Os animais foram submetidos a
micro-TC antes da cirurgia e 4, 14, 34 e 54 semanas apds. Para observar a possivel
influéncia da radiacdo, um 3° grupo foi submetido a simula¢do da ovariectomia e a micro-
TC apenas na 54* semana. Os autores observaram que os animais ovariectomizados
apresentaram rapida perda 6ssea em volume apds a cirurgia; apds 14 semanas, o ritmo de
perda 6ssea diminuiu e entre 34 e 54 semanas o volume dsseo ficou quase constante. Os
animais do grupo controle apresentaram perda menor € em um grau mais constante durante
todo o experimento. Além disso, a espessura do trabeculado remanescente aumentou,
especialmente no grupo ovariectomizado. Os animais ndo irradiados ndo demonstraram
diferenca no volume 6sseo em relacdo aos do grupo controle. Os autores concluiram que a
dindmica das alteracdes Osseas foi similar em animais com idade avancada e com
deficiéncia de estrogeno. Entretanto, defenderam que houve diferenca na escala de tempo
em que essas ocorreram, uma vez que a diminuicdo do hormdnio acelerou o metabolismo

dsseo.

8 Revisdo de Literatura

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com




Armada et al., em 2006, avaliaram os efeitos da deficiéncia dos hormonios sexuais
no remodelamento 6sseo da mandibula. Para isso, ratos Wistar machos ¢ fémeas foram
submetidos a remog¢ao de gonadas. As fémeas foram avaliadas 10, 30, 60 e 90 dias apds a
cirurgia. J4 os machos foram avaliados 90 dias ap0s a castracdo. Na andlise morfoldgica das
mandibulas, foram observados sinais de reabsorcdo do osso alveolar 30 dias apds a
ovariectomia, mas a mesma foi mais intensa 90 dias apdés a cirurgia. Os machos
apresentaram sinais de reabsor¢do semelhante ao grupo de 60 dias das fémeas. Os autores
concluiram que houve alteracdo nas mandibulas em ambos os sexos, devido a deficiéncia
dos hormodnios sexuais e que essa foi mais precoce nas ratas dos que nos ratos. Eles
defenderam que ¢é importante para os profissionais da 4rea de saide conhecerem o
metabolismo 6sseo para propiciar qualidade de vida para as pessoas idosas.

Chun et al., em 2006, avaliaram a espessura do fémur durante a vida de animais, por
meio de micro tomografia computadorizada, sem o sacrificio dos mesmos, sendo, portanto,
um estudo longitudinal. Foram utilizadas ratas divididas em 3 grupos: ratas
ovariectomizadas, ratas ovariectomizadas com alimentacdo deficiente em cdlcio e grupo
controle. Os autores observaram que a espessura do fémur diminuiu nos grupos
ovariectomizado e ovariectomizado com deficiéncia de calcio 10,7% e 15,5%,
respectivamente, quando comparada a do grupo controle dentro de 12 semanas apds a
cirurgia.

Segundo Iwaniec et al., em 2006, os estudos com animais em laboratério t€ém
fornecido grande contribuicdo no entendimento da patofisiologia da osteoporose, bem
como no desenvolvimento de tratamentos. Explicaram que ratas ovariectomizadas t€ém sido
o0 modelo predominante para caracterizar os efeitos da diminui¢cdo hormonal nos ossos por
causa de sua habilidade em simular as alteragdes Osseas que ocorrem nas mulheres apds a
menopausa. Em ambas, a deficiéncia do hormonio gonadal resulta em aumento do furnover
dsseo, com perda Ossea rdpida. Isso € seguido por um periodo de diminui¢do do turnover,
quando a perda dssea torna-se mais lenta.

Segundo Lirani-Galvao et al., em 2006, a osteoporose e as fraturas conseqiientes
dessa condi¢do sdo complicacOes de grande importincia social e médica nas mulheres pos-

menopausa. Segundo os autores, formas de prevencdo e tratamento de baixo custo e com
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um minimo de efeitos colaterais sdo necessdrias. Por isso, pesquisaram o efeito da
estimulacdo elétrica na osteogénese em ratas ovariectomizadas. Trinta animais foram
divididos em 3 grupos: controle, ovariectomizado e ovariectomizado com estimulacdo
elétrica. A estimulacio elétrica foi realizada em sessdes de 20 minutos com pulso de baixa
intensidade (1.5 MHz, 30 mW/cm?®), iniciando-se 7 dias apds a cirurgia, 5 vezes por
semana, com um total de 55 sessdes. A densidade dssea foi medida por Absorcometria por
Raios X de Dupla Energia (DEXA) antes da cirurgia e 84 dias apds. O grupo
ovariectomizado com estimulacido elétrica mostrou maior conteido mineral significativo
quando comparado com os outros, demonstrando que a estimulacdo elétrica estimulou a
osteogénese em ratas ovariectomizadas.

Anbinder et al., em 2007, avaliaram a influéncia da deficiéncia estrogénica e dos
tratamentos com sinvastatina ou alendronato sédico (substincias utilizadas no tratamento
de doencas caracterizadas pelo aumento da reabsor¢cdo dssea, como a 0Steoporose) no 0sso
alveolar em ratas. Cinqlienta e quatro ratas sofreram ovariectomia ou cirurgia simulada. Um
més apds, 0s animais passaram a receber diariamente, via oral, 25 mg/kg de sinvastatina, 2
mg/kg de alendronato ou dgua (controle). Trinta e cinco dias apds o inicio do tratamento, os
animais foram sacrificados, as hemimandibulas esquerdas removidas e radiografadas em
aparelho de raios X digital. Foi calculada a densidade radiografica da drea de osso alveolar
sob o primeiro molar mandibular. Ratas ovariectomizadas ganharam mais peso que as
demais. Os valores de densidade radiogrifica foram menores nos animais do grupo
ovariectomizados-dgua do que aqueles observados no grupo que recebeu alendronato e no
grupo controle-dgua. Concluiu-se que a ovariectomia reduziu a densidade dssea alveolar e
que o tratamento com alendronato sédico foi eficiente para o tratamento dessa situacao.

Para investigar os efeitos da ovariectomia no fémur de ratas por pardmetros
biomecanicos, densidade Ossea e andlise histologica, Comelekoglu et al, em 2007,
utilizaram 14 ratas divididas em grupo controle e ovariectomizado. A densidade dssea foi
medida por Absor¢cometria por Raios X de Dupla Energia (DEXA). Os parametros
biomecanicos foram avaliados na por¢ao medial do fémur, quando foram medidas carga
maxima, rigidez, capacidade de absorcdo de energia, tensdo e elasticidade. A densidade

dssea do grupo ovariectomizado foi 14% mais baixa que a do grupo controle, bem como a
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carga maxima foi 55% inferior e a rigidez, 72%. Os fémures dos animais ovariectomizados
absorveram 32% menos de energia do que os controles. Também a elasticidade e a tensao
foram menores (53% e 25%, respectivamente). Foi possivel concluir que os parametros
biomecanicos diminuem na osteoporose.

Segundo Yingjie et al., em 2007, a osteoporose € uma questdo bastante importante
quando o assunto € saude. Por isso, os autores avaliaram as mudancgas das estruturas dsseas
osteopordticas no remodelamento de fraturas. Noventa e oito ratas foram divididas em dois
grupos: controle e ovariectomizado. Foram realizadas fraturas nos fémures dos animais 12
semanas apos a cirurgia. Os animais foram sacrificados 4, 8 e 12 semanas ap0s a fratura e
as pecas foram avaliadas por meio de TC, micro-TC, histologia e teste biomecénico. Os
resultados demonstraram que a drea externa do calo 6sseo foi menor no grupo
ovariectomizado 4 semanas apds a fratura e maior 12 semanas apds a fratura. A densidade
mineral foi significativamente menor no grupo ovariectomizado em todos os tempos.
Histologicamente, tecidos de conectividade se apresentaram em quantidade inferior no
grupo ovariectomizado. Também nesse grupo, a resposta aos testes biomecanicos foi pior.
Os autores defenderam que a diminui¢do do tecido mineralizado e do tecido de
conectividade em calos Osseos neoformados poderiam explicar a diminui¢do das

propriedades mecanicas nas ratas ovariectomizadas.

2.2 Irradiacao

Lorente et al., em 1992, realizaram um estudo com o objetivo de desenvolver um
sistema de modelo de ratos para mandibula irradiada, examinando a contribuicdo do
peridsteo, do tecido mole e do 0sso, na reparacdo de um defeito 6sseo em uma drea
irradiada. Os autores estudaram o efeito do tempo de reparacdo de cirurgia ap6s radiagcdo. A
contribui¢do do componente tecidual na reparacdo de defeito 6sseo foi estudada usando p6
de osso desmineralizado (DBP) irradiado ou ndo. O melhor preenchimento ésseo ocorreu
no leito irradiado e preenchido com DBP ndo irradiado, sugerindo que, pelo menos no
periodo inicial apds irradiag@o, o leito ndo é o fator limitante em reparacdo de defeitos

dsseos e o componente osteogénico de osso na DBP pode ser mais afetado pela irradiagao.
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No leito irradiado, o defeito produzido 2 semanas apds irradiacdo curou-se mais
rapidamente do que aqueles realizados 4 semanas apds. Assim, o tempo para realizacdo da
cirurgia ap0s irradiacdo também tem papel imponente no processo de reparagcdo, onde a
cirurgia precoce produziu melhores resultados.

Em 1993, Widmann et al. avaliaram se a radia¢do antes de uma injiria impede a
reparacdo de fraturas e afeta a forca e rigidez da unido. Os autores utilizaram ratos que
foram irradiados com dose unica de 900 rads, administrada 1 dia antes da fratura do fémur,
sacrificando-os 2, 3, 4, 8 e 15 semanas pés-fratura. Foram realizados testes biomecanicos e
histolégicos nas pecas, que sugeriram que ossos irradiados 1 dia antes da produgdo da
fratura podem produzir uma resposta reparatdria significantemente fraca, persistindo até a
8" semana.

O objetivo do trabalho de Arnold et al., em 1995, foi descrever e quantificar o efeito
da irradiacdo pré-operatéria. No trabalho, foram utilizados ratos Wistar adultos, que
tiveram o fémur irradiado localmente com dose tnica de Raios X de 0, 10, 15, 19 e 22 Gy.
Um dia apdés, foi realizada, com brocas de 1,2 mm de didmetro, uma ferida que estendeu-se
através da didfise cortical dentro da cavidade medular. A reparacdo da lesdo foi
acompanhada nos tempos 7, 10, 16 e 30 semanas. Os autores concluiram que em 0ssos nao
irradiados a reparacdo foi completa na 7* semana. Irradiagdo com dose acima de 15 Gy
causou um atraso dose-dependente na formacdo do calo primdrio e sua subseqiiente
substituicio por osso maduro e, com doses mais altas, a reparacdo permaneceu
permanentemente comprometida ou até suprimida.

Segundo Shirota et al., em 1995, estudos experimentais t€m mostrado que a
capacidade de reparacdo Ossea € retardada pelo avanco da idade, o que diminui, por
exemplo, capacidade de reparacdo apds a colocagcdo de implantes. Além disso, defenderam
que osso irradiado parece ter uma limitada capacidade de restabelecer-se da injiria da
radiacdo, especialmente apds exposi¢cdo a altas doses. Segundo os autores a reparacio 0ssea
do tecido irradiado apds implante € dependente da dose de radiagdo, do método de
irradiagdo e do intervalo de tempo apds radioterapia, sendo ratos mais velhos mais
vulnerdveis ao efeito da radiacdo do que ratos jovens.

Wall et al., em 1996, avaliaram as complicacOes dsseas em criancas que realizaram
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tratamentos de quimio e radioterapia para neoplasias. Para isso, foram revisados
prontudrios de 70 criangas com sarcoma de tecido mole nas extremidades inferiores, no
periodo de 1962 a 1991. Desses pacientes, 12 haviam recebido radia¢do apds excisdao
cirirgica dos tumores. Trés deles desenvolveram fraturas, sendo que 2 dos 3 haviam
também recebido quimioterapia. Os achados indicaram que, embora a causa de fraturas
ap0s terapia para sarcoma de tecido mole possa ser multifatorial, a radiagdo pode ter papel
significativo no problema, pois a radioterapia em o0ssos em crescimento pode conduzir a
uma redu¢do na mitose, maturacdo desordenada das células e subseqiiente necrose, sendo
possivel observar mudangas microscopicas com doses abaixo de 3 Gy, que podem ser
observadas a partir de 2 a 4 dias. O restabelecimento do tecido geralmente ¢ mais rdpido
quando sdo irradiados com doses abaixo de 12 Gy. Doses de 30 a 50 Gy normalmente estdo
associadas a danos celulares e morte, podendo ser observado alteracdes Osseas
radiograficas.

Dare et al., em 1997, investigaram o efeito da radiacdo ionizante na proliferacado e
diferenciacdo de osteoblastos, utilizando células semelhantes a osteoblastos, isoladas da
calvaria de ratos recém nascidos (ROB) e uma linha de células osteoblasticas clonais
(MC3T3-E1). As células foram expostas no terceiro dia de cultura a doses tnicas de raios X
de 40, 100, 400 ou 4000 mGy. O efeito da radiacdo em células de crescimento e a atividade
especifica de fosfatase alcalina (ALP) foram avaliados em intervalos de 3 dias apds a
irradiacdo, acima de 12 dias em células ROB e avaliados até o décimo segundo dia em
células MC3T3-El. Os resultados indicaram que a radiacdo em dose tnica at¢ 400mGy nao
induz mudancas significativas em células de crescimento e diferenciacdo das células
semelhantes a osteoblastos in vitro. Altas doses de radiacdo (4000mGy) podem exercer
efeito diferente na proliferacdo celular e diferenciagdo de osteoblastos, dependendo do tipo
de célula afetada.

O objetivo do trabalho de Wiirzler et al., em 1998, foi investigar o potencial de
BMPs (proteinas 6sseas morfogenéticas) de melhorar a reparagdo dssea prejudicada pela
irradiacdo. Dois defeitos de 3 mm de didmetro foram criados na calvdria de ratos. O defeito
foi tratado com diferentes doses de BMP-2 recombinante humano, utilizando coldgeno tipo

I como carreador. Irradiagdo com dose unica de 1.200 rads foi realizada 2 ou 7 dias antes da
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cirurgia. Animais ndo irradiados serviram como controle. Nova formacao dssea foi avaliada
por quantificacdo de radiografias da calvdria e histologia no 21° dia apds a cirurgia. Foi
possivel concluir que a radiacdo induziu prejuizo na reparagido da calvéria, que pode ser
evitado pela BMP-2. Assim, o conceito de regeneracdo induzida pela BMP-2 tem
importante aplicacdo em cirurgia cranio-maxilo-facial reconstrutiva apés irradiacdo, na qual
0 uso de BMP-2 minimiza a perda e enfraquecimento 9sseo.

Amold et al., em 1998, investigaram o efeito de doses unicas de radiagdo na
reparacdo Ossea, em diferentes tempos antes ou depois do trauma cirirgico no fémur de
ratos. Os animais foram irradiados com raios X na dose de 4,5 Gy/min, nos tempos 1 dia, 1,
4,7, 10 e 26 semanas antes da cirurgia e 6 horas, 1, 2, 3, 4, 7 e 14 dias ap6s cirurgia. Foi
realizada andlise morfométrica. Os autores puderam observar que a irradiagdo do 0sso
adulto resulta em depress@ao do metabolismo mineral e alteragdo do remodelamento sseo,
que persiste por muitos meses. Além disso, conduz a uma progressiva diminui¢do do
volume vascular, fluxo sanguineo e tensdo de oxigénio no tecido. Outra alteracdo
encontrada foi que a radiacdo prejudica a reparacdo Ossea, principalmente por seu efeito
especifico sobre a capacidade proliferativa de precursores celulares, localizados no reticulo
medular 6sseo, perienddsteo e enddsteo, que apresentam um intervalo de furnover celular
de aproximadamente 6 semanas, havendo portanto um periodo de laténcia. Dessa forma,
somente serd notada a ocorréncia da alteragdo, quando essas células mesenquimais
indiferenciadas precisarem se proliferar frente a um estimulo e ndo conseguirem responder
satisfatoriamente a necessidade local.

Tai et al., em 2000, revisaram os prontudrios de pacientes com neoplasia
endometrial e vaginal, irradiados entre os periodos de 1991 a 1995. Todos os pacientes
foram tratados com aparelhos megavolts e fétons de energia com 25MV de cobalto. Os
autores concluiram que fraturas podem ser facilmente confundidas com lesdes metastaticas,
que acabam sendo tratadas com dose maior de radiacdo. Embora sem diferenca
estatisticamente significativa, houve uma tendéncia de reparacdo precoce com drogas
quimioterdpicas. Mais estudos sdo requeridos para garantir dados quantitativos a fim de
relacionar dose e resposta, e ainda avaliar o efeito de drogas terapéuticas na reparacdo de

tais fraturas.
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Segundo Dudziak et al., em 2000, sabe-se que a radiac@o ionizante em sitio de
fratura d&ssea ocasiona diminui¢do no nuimero de ostedcitos, supressdo da atividade
osteoblastica e diminui¢do da vascularizacdo. Contudo, os mecanismos biolégicos da
osteoradionecrose e da prejudicada reparacdo de fratura de um osso irradiado permanecem
indefinidos. O propédsito do trabalho foi investigar o efeito da radiacdo ionizante na
proliferacdo, maturacdo e producdo de citocinas de células semelhantes a osteoblastos
(MC3T3-E1) in vitro. Para isso, culturas de células foram irradiadas com radiagdo gama
Césio-(137) nas doses 0, 40, 400 e 800 cGy. A seguir, foram avaliados a expressdao do
TGF-B1, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a fosfatase alcalina, a
proliferacdo celular de MC3T3-El, a habilidade de regulacdao da proliferacdao de células
endoteliais adrticas e o efeito da terapia de gene TGF-B1, mediada por adenovirus na
tentativa de evitar danos em osteoblastos irradiados. Observou-se que a exposi¢cdo de
células semelhantes a osteoblastos a radiacdo ionizante resultou em diminuicdo na
proliferacdo celular, sendo dose-dependente, estimulou a diferenciacdo celular, causou
diminui¢do na producdo total de TGF-B1 e proteina VEGF. Porém, nio estimulou a
proliferacio de células endoteliais adrticas bovinas e finalmente diminuiu a produgdo
celular de proteina TGF-B1 ¢ VEGF. Assim, os autores levantaram a hipdtese de que as
alteragdoes induzidas pela radiacdo ionizante no perfil das citocinas e estado de
diferenciacdo de osteoblastos podem ser fatores intrinsecos do mecanismo celular,
provocando osteoradionecrose e prejudicando a reparagdo de fraturas.

O objetivo de Gal er al, em 2000, foi avaliar os fatores envolvidos no
remodelamento 6sseo e reparagdo de feridas, que podem ser alterados por radioterapia. Para
isso, foram utilizadas células de ratos irradiadas com 0, 2, 4 ou 6 Gy e os espécimes foram
obtidos aos 1, 7,17, 28 e 42 dias apds irradiacdo, sendo feitos testes imunohistoquimicos da
expressao de TGF-f1 e TGF- tipo I e II para seu receptores. A producdo de coldgeno foi
medida aos 1, 7, 28, 35 e 49 dias apés irradiacdo, sendo avaliado ainda o efeito da
dexametazona na producgdo de coldgeno e proliferacao de células. Puderam verificar que a
atividade da fosfatase alcalina tornou-se ligeiramente diminuida nas células irradiadas. A
irradiacdo inibiu a proliferacdo de osteoblastos, que parece ter ocorrido em funcdo de uma

atenuada taxa de crescimento em células irradiadas e ndo em funcdo da morte celular
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induzida pela radiacdo. A proliferacdo de osteoblastos foi diminuida em células tratadas
com dexametosona, conforme o ja conhecido efeito de corticéides na formacgdo dssea, que
pareceu ser acentuado pela radiacdo. Outras alteragdes encontradas foram a redugdo
prolongada na producdo de coldgeno, principalmente nas células que receberam 4 e 6 Gy,
cujo efeito aparentemente diminuiu com o tempo. O efeito da radiagdo sobre as células
MC3T3-E1 inclui ainda um aumento em receptores de TGF-f tipo I e IL.

O objetivo do estudo de Nagler, em 2001, foi examinar vdrios parametros
sist€micos apds exposicdo aguda a radiacdo na regido de cabeca e pescoco de ratos e a
validade desse modelo animal para estudo de desenvolvimento de anormalidade em
humanos. Os autores utilizaram ratos Wistar divididos em seis grupos, que foram avaliados
por um periodo de um ano. O grupo controle, ndo irradiado, foi comparado com os outros
cinco grupos irradiados com diferentes doses de 2.,5; 5; 7; 10 e 15 Gy. Foram removidos
varios 0rgdos para exame € o grupo controle e grupo que recebeu 15 Gy foram analisados
aos 2, 6, 9 e 12 meses pos irradiagdo. Os dados acumulados demonstraram o devastador
resultado da irradiac@o na regido de cabeca e pescoco em modelos de ratos, sendo o efeito
da irradiac@o dose dependente e manifestado por uma deterioraciao prolongada e cronica no
estado geral de saide, eventualmente resultando em morte animal.

Szymczyk et al., em 2004, a fim de testar a hipdtese de que a radiagdo induz a
osteoradionecrose devido inducdo da apoptose de células Osseas, expuseram células
semelhantes a osteoblastos a radiacdo y em doses que variaram de 0 a 60 Gy. Os autores
avaliaram a vitalidade celular 24 horas apds a irradiacio e mediram a atividade de
desidrogenase dos osteoblastos. Como resultado, encontraram que as células irradiadas
exibiram elevada atividade de fosfatase alcalina e diminui¢do nos niveis de TGF-B1; a
radiacdo ionizante produziu uma interrup¢io da fase G2 de divisdo celular e sensibilizou
células Gsseas a apoptose, ativando o processo de morte celular. A andlise dos resultados
permitiu concluirem que a radiagdo ionizante suprime a proliferacdo normal de osteoblastos
e que, devido a profunda alteracdo provocada na fun¢do osteobldstica, hd uma reducdo na
massa 6ssea e forca mecanica.

Williams & Davies, em 2005, realizaram uma revisdo dos efeitos da radiagdo no

tecido Osseo, salientando as caracteristicas histologicas, clinicas e radiogrificas de tais
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alteracOes. Afirmaram que os efeitos da radiacdo no osso maduro variam de acordo com
fatores, como dose de radiac@o e fracionamento. Segundo os autores, a irradiagdo causa
danos aos osteoblastos, com diminui¢do de producdo da matriz 6ssea. Essas células podem
ser destruidas ou apresentarem divisdo alterada. Os autores acreditam que essas mudancas
ocorram a partir de 3.000 cGy.

Chicarelli et al., em 2007, avaliaram o processo de reparo Osseo em ratas
ovariectomizadas submetidas a irradiacdo. Para isso, cem ratas foram divididas em quatro
grupos: controle, ovariectomizado, irradiado e ovariectomizado/irradiado. Um defeito ¢sseo
foi confeccionado nas tibias dos animais. Trés dias apds a cirurgia, apenas 0s animais
pertencentes aos grupos irradiado e ovariectomizado/irradiado receberam 8 Gy de radiagdo
gama na regido dos membros inferiores. Os animais foram sacrificados 7, 14, 21 e 28 dias
ap0s a cirurgia. Foi possivel observar um atraso no processo de reparo 6sseo nos animais do
grupo ovariectomizado/irradiado, no qual houve uma marcante associag@o entre deficiéncia
de estrogeno e radiagdo ionizante, resultando na reduc¢do da producao de osso neoformado e
acelerando o processo de reabsor¢ao.

Também em 2007, Sakurai et al. afirmaram que a radioterapia causa danos ao tecido
dsseo e pode aumentar o risco a fratura nos tratamentos de neoplasias da regido de cabeca e
pescogo e da pelve. Os autores avaliaram o efeito da radiag@o ionizante na diferenciagdo de
osteoblastos. Para isso, células C2C12 foram diferenciadas em células da linhagem
osteogénica pelo tratamento com proteina osteogénica 2 (BMP-2) e heparina 6 horas apds a
irradiacdo com 2 e 4 Gy de radiacdo X. A avaliagdo foi realizada com base na atividade da
fosfatase alcalina e expressdo do coldgeno tipo I. A radiagdo ionizante suprimiu o
crescimento das células e diminuiu a atividade da fosfatase alcalina e expressdo do

coldgeno tipo I nessas células em comparagdo com células nio irradiadas.

2.3 Selénio

Hafeman et al. (1974) investigaram a relacdo entre dieta com ingestio de selénio 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

17 Revisdo de Literatura

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com




quais foram adicionados 0, 0,05, 0,1, 0,5, 1 e 1,5 ppm de selenito de sédio a dieta, sendo
cada concentracdo de selénio para um grupo. No segundo experimento, os ratos foram
submetidos a uma dieta com defici€éncia de selénio durante nove meses; apds esse tempo,
os animais foram divididos em quatro grupos, que foram submetidos a uma dieta com as
seguintes concentracdes de selenito: 0, 0,1, 0,5 e 5 ppm. No experimento 1, foi observado
que o selénio teve grande influéncia na atividade da glutationa peroxidase nos eritrocitos. O
efeito do selénio 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 selénio, os ratos apresentaram uma deficiéncia
na atividade da glutationa peroxidase. Nos eritrécitos, apds a adicdo do selénio, 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 selenito de sédio, contendo ndao mais que
10 pg de selénio. Apds a ingestdo do selénio, foi realizada a coleta de urina, fezes, amostra
de sangue, mensuracdo da excrec¢do respiratria, da perda dérmica, da radioatividade do
corpo todo e dos 6rgaos. Os resultados mostraram que o selénio foi rapidamente excretado
pela urina no primeiro dia, sendo a maior taxa de excrecdo de 0,4-1,4% dose/dia dentro das
duas primeiras horas. A excrecdo urindria do selénio foi diminuindo gradualmente durante
a pesquisa e nas semanas 16-20 os valores foram de 0,06-0,08% dose/dia. A excrecao fecal
teve seu valor maximo no quarto e quinto dias. Os valores para a retenc¢ao 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 e 53% no dia 14. Os autores concluiram que a
absor¢do do selenito variou consideravelmente entre as trés voluntdrias e esses valores
foram significativamente menores que a média de absor¢do em ratos (92% da dose),
provavelmente devido a menor absorcao intestinal do selénio pelo homem.

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 Se/kg de peso corpdéreo do animal de

18 Revisdo de Literatura

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com




selenito de sodio. Foi observado que a atividade da enzima glutationa peroxidase em
relacdo ao per6xido de hidrogénio diminuiu em ratos com dieta deficiente de selénio de 8%
a42% em relagdo ao grupo com administra¢do de selénio.

Cekan et al., em 1985, avaliaram o efeito radioprotetor do selénio contra
malformacgdes induzidas pela radiacdo ionizante em ratos. Para isso, os grupos de animais
receberam 0,5 mg/kg de selenito de sédio via intraperitoneal 30 minutos e 2 horas antes da
irradiagdo. Os ratos foram submetidos a uma dose de 1,75 Gy de radiagdo no corpo todo no
nono dia de gestacdo. Foi observado nos resultados que a dose de selenito usada nao causou
morte ou qualquer sinal clinico aparente de intoxicag@o por selénio nas ratas maes por todo
0 experimento; observou-se também que a irradiacdo em ratas gravidas resultou em uma
diminui¢do significativa do nimero de fetos sobreviventes e o pré-tratamento dos animais
com selenito 2 horas antes da irradiacdo diminuiu o nimero de fetos malformados, porém
nenhuma mudang¢a no nimero e tipo de malformacgdes foi observada quando o selenito foi
administrado 30 minutos antes da irradiacao.

Patterson et al. (1989) desenvolveram um modelo que descreve a cinética do
metabolismo do selenito de s6dio em humanos. Para isso, foram obtidas amostras de
plasma, urina e fezes de seis voluntdrios depois de uma dose oral tnica de 200 ug de
selenito de sodio. Foi observado que o selenito € rapidamente absorvido pelo plasma em
um tempo de 30 minutos e rapidamente excretado pela urina, sendo seu pico entre 2 e 4
horas. O selénio também € excretado pelas fezes e, em humanos, € excretado em maior
quantidade pela bile e suco pancredtico do que em ratos. A mixima concentragdo do
selénio ocorre entre 9 e 14 horas apds a administracdo. Aproximadamente 84% da dose
administrada foram absorvidos e, 12 dias apds, 65% ainda permaneciam no organismo. Foi
verificado também que, apds 90 dias da administracido 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.

Weiss et al., em 1992, realizaram uma pesquisa para avaliar o efeito radioprotetor
do selenito de s6dio em ratos machos. Os animais foram divididos em grupos e submetidos
a administra¢do de 0,8 mg Se/kg de peso corpdreo 24 horas e 1 hora antes e 15 min depois

da irradiacdo com cobalto 60. A radioprote¢do do selenito foi observada quando aplicado
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antes ou apods a irradiagdo, com a diminui¢do da mortalidade dos animais, principalmente
no tempo de 24 horas antes da irradiacao.

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

Em 1995, Groenbaek et al. examinaram o efeito do selenito de sédio no
crescimento, nos fatores de crescimento de insulina (IGF-1) 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 vdrios sintomas, incluindo retardo no crescimento. Para isso,
os animais foram divididos em trés grupos: o grupo A, tratado com uma dose de 10 mg/l de
selenito de sédio diluido na dgua de beber, o que equivalia a 3,3 mg/l de selénio; o grupo B,
controle e o grupo C, com alimenta¢do controlada. O peso corpdreo e a ingestao da comida
dos animais foram registrados e o0 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 selénio foi significativamente mais baixo comparado com os grupos
B e C. O comprimento da tibia em ratos tratados com selénio, assim como o peso dos rins
foi menor. Foi observado também que houve uma diminuicao dos fatores de crescimento do
grupo tratado com selénio em relacdo 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 s6dio em patos.
Para isso, foram aplicados nesses animais 160-190 ug de selénio. Foram utilizados cinco

animais por grupo que eram determinados de acordo com o tempo em que os niveis de
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selénio nos tecidos eram mensurados: 15 min, 1, 4, 12 e 24 horas apds a injecao. Os tecidos
analisados incluiram o figado, rim, pancreas, coracdo, pulmio, baco, cérebro, ovirio e
plasma sanguineo, nos quais foi encontrado acimulo de selénio, sendo que o cérebro teve
um actimulo continuo durante o periodo de tempo estudado e o ovdrio mostrou uma
concentracdo bastante elevada em relacdo aos outros 6rgaos em 24 horas, sugerindo que o
acimulo de selénio em altos niveis pode levar a efeitos teratogénicos durante o
desenvolvimento do embrido.

Rafferty er 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 UVB. Os autores se propuseram 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 nao foram adicionadas, houve morte de 80% das células 48
horas apés a irradiacio com uma dose de 960 J/m>. A adicio do selenito e da
selenometionina antes da exposi¢do ao UVB preveniu as mortes celulares, sendo o efeito
radioprotetor diferente entre os dois compostos. A prote¢do efetiva do selenito de sédio
para os queratindcitos foi vista em uma dose de 10 nM e nenhum efeito protetor
significante da selenometionina foi observado abaixo desse valor; sua médxima protecao foi
encontrada com 50 nM. Os melandcitos apresentaram-se mais sensiveis do que os
queratindcitos a radiacdo UVB; sua prote¢do maxima foi realizada com selenito de sodio e
selenometionina em concentragdes de 10 nM e 100 nM, respectivamente. Quando o
selenito e a selenometionina foram adicionados aos queratindcitos apds a exposi¢do, a
protecdo ndo foi tdo eficiente quanto aquela em que o selénio foi adicionado as células 24
horas antes da exposicdo ao UVB. Os resultados sugeriram que a forma inorginica do
selénio como o selenito de sédio foi mais potente em promover protecao contra UVB do
que a forma organica como a selenometionina.

Em 1999, Stewart et al. compararam trés componentes de selénio (Se): o selenito de
sodio, a selenocistamina e a selenometionina em relac@o 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 apds 24 horas as andlises foram realizadas. Dos trés compostos, o
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selenito de sédio produziu maior citotoxicidade, induzida em 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 exposi¢do a radiacdo UVB. Quanto a apoptose, o selenito de sédio causou o
maior indice, enquanto que ndo houve inducdo de apoptose por parte da selenometionina
em comparagao as células controle.

Mutlu-Turkoglu et al. (2000) avaliaram o efeito do pré-tratamento com selenito de
soddio, 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 avaliagdo. Foi observado que o tratamento
com selénio e/ou vitamina E antes da irradiacdo preveniram parcialmente a diminui¢dao do
nimero e tamanho das vilosidades intestinais, aumentaram os niveis de glutationa
significativamente, reduziram 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 irradia¢do, principalmente com
selénio mais vitamina E, teve algum efeito protetor contra as injdrias intestinais induzidas
pela radiag@o.

Saito et al. (2003) avaliaram a morte das células humanas causadas pela deficiéncia
de selenito. Quando os meios de cultura estavam deficientes de selénio, foi observada a
diminui¢do da quantidade de células com 24 horas e com 60 horas foi observado uma perda
de 95%, em contraste com células cultivadas em meio contendo 100 nM de selenito de
s6dio, que ndo mostrou perda significante. Foi observado também que a atividade da
glutationa peroxidase e a tioredoxina redutase foi reduzida em 36% e 39%, respectivamente
em meio deficiente de selénio apds 24 horas. Os autores concluiram que a deficiéncia de
selénio diminuiu a atividade das selenoenzimas, aumentou a peroxidacdo 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.

Ainda em 2003, Weiss & Landauer revisaram o efeito radioprotetor de vdrias

substancias antioxidantes. Explicaram que estudos com animais tém indicado que
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substancias como a vitamina D e compostos de selénio protegem contra a mortalidade e
outros efeitos da radiacdo. Os autores ainda salientaram que o efeito radioprotetor dos
derivados de selénio ainda ndo estd totalmente esclarecido; entretanto, relataram a relac@o
entre a presenca do selénio e a manutencdo dos niveis da enzima glutationa peroxidase,
cuja concentragdo estd diminuida em animais pds-radiagdo.

Schueller et al. (2004) avaliaram o efeito radioprotetor do selenito de sd6dio em
células tumorais expostas a altas, porém ndo toxicas, concentracoes de selénio.
Primeiramente, foi mensurada a toxicidade do selenito para determinar a concentragdo
maxima tolerdvel que foi de 3,6 uM. Essa concentracio 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 concentragdes nao toxicas de selenito
(controle, 2, 3 e 3,6 uM) por 14 dias; em seguida, elas foram submetidas a radiacdo gama
com cobalto 60 com doses de 0, 2, 5, 10, 15 e 20 Gy. Foi observado que, em doses acima
de 2 Gy de radiag@o, menores quantidades de células sobreviveram e que células irradiadas
expostas a concentracdo 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¢cao 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; do grupo 2 foram irradiados e receberam amifostina; do
grupo 3 foram irradiados e receberam selenito de sodio e do grupo 4 foram irradiados e
receberam as duas drogas. A dose de selenito de sédio recebida pelos animais foi 15 pg
Se/kg de peso corpdéreo. Essas drogas eram administradas 30 minutos antes de cada
irradiacdo, que foram doses fracionadas, com um total de 60 Gy de radiacdo gama. Foram
observados nos resultados que a irradiacdo inibiu o crescimento do tumor e os
radioprotetores ndo aumentaram a freqiiéncia de formagdo de metdstase. Em relacdo ao
peso corpdreo dos ratos, esse ndo foi tdo afetado pelo selenito, mostrando sua menor

toxicidade em relacdo ao outro radioprotetor; o efeito radiosensibilizante do selenito de
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s6dio foi menor quando comparado com o grupo apenas irradiado, porém ndo diferiu
estatisticamente. Os autores concluiram que a aplicacdo de amifostina e selenito de sddio
antes da irradiagdo ndo teve influéncia na radiosensibilidade dos tumores.

Tuji, em 2004, realizou uma pesquisa com a finalidade de avaliar ultra-
estruturalmente o efeito radioprotetor do selenito de s6dio nas células acinares de glandulas
parétidas 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 corpéreo 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 radiagc@o causou alteracdes celulares
a partir do grupo de 4 horas. No tempo de 24 horas apds a irradiacdo, deu-se o inicio do
processo de reparo no tecido glandular, observando-se melhor organizacio 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 radioprotecdo do
selenito. Contudo, observou-se que o selenito causou alteragdes celulares, sendo evidente a
partir do tempo de 8 horas, mostrando assim a toxicidade do selenito de sédio.

Pontual, em 2005, avaliou 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: controle, irradiado,
selénio e selénio irradiado. 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 sddio 24 horas antes da irradiagdo. As
glandulas foram removidas ap6s 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas da irradiacdo. Como resultado,
foi observado que a radiag@o 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 sédio possui acdo
radioprotetora nas células secretoras das glandulas submandibulares.

Tuji et al., em 2005, avaliaram a agdo radioprotetora do selenito de sédio no

processo de reparacdo epitelial. Para isso utilizaram 50 ratos machos, nos quais foram
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realizadas feridas na regido dorsal. 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 sdédio 48 horas apds a cirurgia e apenas
os grupos irradiado e selénio irradiado receberam uma dose unica de 6 Gy de radiacdo. Os
animais foram sacrificados nos tempos pré-determinados de 4, 7, 13 e 21 dias e avaliados
por meio de andlise 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 radiacao, bem como o efeito radioprotetor do selénio, concluindo que o
selenito de sdédio apresentou-se como eficaz radioprotetor, visto que o processo de
reparacdo no grupo selénio irradiado comportou-se, histologicamente, semelhante ao grupo
controle.

Sendo a radiacdo ionizante causadora de efeitos deletérios no processo de repara¢ao
tecidual e o selénio um agente antioxidante atuando contra radicais livres no organismo,
Rocha (2005) avaliou o efeito radioprotetor do selenito de sédio no processo de repara¢ao
Ossea em tibias de ratos. Para isso, foram utilizados 100 ratos divididos em 4 grupos:
controle, selénio, irradiado e selénio irradiado. Foram produzidos defeitos dsseos nas tibias
dos animais 3 dias antes da irradiacdo e administrado 1 mg Se/kg de peso corpéreo do
animal de selenito de s6dio em ratos dos grupos selénio e selénio irradiado, 15 horas antes
da irradiagdo com uma dose de 8 Gy de radiacdo gama. As pecas contendo defeitos dsseos
foram obtidas 7, 14, 21, 28 e 45 dias ap6s a cirurgia. Foi observado que aos 7 e 14 dias o
grupo selénio irradiado apresentou o processo de reparacdo dssea atrasada em relagdo ao
controle, indicando a ndo prote¢do do selénio para esses tempos; ja nos dias 21 e 28 dias, o
grupo irradiado apresentou-se atrasado em relagdo aos demais e o padrdo de reparacdo
Ossea do selénio irradiado foi bastante semelhante ao do grupo controle, mostrando-se
como eficaz radioprotetor na reparacdo 6ssea 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 s6dio em glandulas salivares de ratos durante irradiacao fracionada. Selenito
de sodio (15 pug Se/kg de peso corpdreo) foi administrado nos animais 30 minutos antes da

irradiagdo com uma dose de 60 Gy de cobalto 60 fracionada. Com a aplicacdo da dose de
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16 Gy, foi observado edema intracelular nas células acinares, com maior progresso com a
aplicacdo de uma dose de 30 Gy, mostrando também vacuoliza¢cdo; com a dose de 60 Gy,
ocorreu necrose das células acinares, que foram reduzidas de 75% no grupo controle para
30% no grupo com adicdo 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.

Segundo Jacobson et al. (2006), muitas andlises t€m investigado a atividade da
glutationa peroxidase, mas existem poucos relatos dos métodos de determinagdo 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 para a andlise dos resultados e foram realizadas as
seguintes andlises: ELISA, avaliacio magnética do selénio no plasma (ICP-MS) e
eletroforese, a fim de determinar a atividade e a quantidade de glutationa peroxidase e de
selénio no plasma. Foi observado que a glutationa peroxidase do plasma foi associada com
os niveis de selénio. 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 considerdvel variabilidade de glutationa peroxidase entre os paciente, a
enzima do plasma estd correlacionada com o selénio.

Em 2007, Neves avaliou o efeito radioprotetor do selenito de sédio no processo de
reparacdo 0ssea 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 s6dio em ratos dos grupos selénio e selénio
irradiado, sendo que essa administragdo foi realizada 24 horas antes da irradiagdo com uma
dose de 15 Gy de radiacdo X. As pecas foram obtidas 4, 7, 14, 21 e 28 dias apds a cirurgia.
Foi observado que o selenito de s6dio ndo se comportou como um potente radioprotetor.

Houve apenas uma discreta protec@o aos 4, 7 e 14 dias.

26 Revisdo de Literatura

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com




3 Proposi¢ao

Diante do fato de que a reparacdo Ossea pode ser afetada pela deficiéncia de
estrégeno e pela exposicdo a radiagdo terapé€utica e de que o selénio apresenta uma acao
antioxidante, teve-se como objetivo nesse trabalho avaliar, por meio de andlise qualitativa e
quantitativa, se o selenito de sédio tem efeito radioprotetor no processo de repara¢do dssea

em tibias de ratas ovariectomizadas e irradiadas.
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4 Material e Métodos

4.1 Selecao dos Animais

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica na Experimentagio Animal da Universidade
Estadual de Campinas, foram selecionadas 80 ratas (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar),
com idade de 50 dias e média de peso de 200 gramas, procedentes do Biotério Central da
UNICAMP. Durante a realizacdo da pesquisa, os animais foram mantidos em gaiolas de
policarbonato, em local com temperatura e umidade controladas e com um ciclo alternado
de 12 horas claro-escuro. A alimentag@o dos animais constou de ra¢dao balanceada padrdo e

dgua ad libitum, diariamente.

4.2 Ovariectomia

Os animais selecionados, aos 50 dias apds o nascimento, foram pesados, receberam
via intramuscular 1,0 mlI/Kg de peso corpéreo de Cloridrato de Ketamina (Dopalen®
Agribrands do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil) e 1,5 ml/10 Kg de peso corpéreo de
Xylasina (Rompum, Bayer, Alemanha) e foram submetidos a tricotomia das regides
laterais. Apés anti-sepsia local com dlcool iodado, foram realizadas incisdes cutineas
bilaterais e divulsdo do tecido muscular com tesoura romba (Figura 1) para exposi¢cdo dos
ovarios (Figura 2), que foram excisionados. Apds, foi realizada a sutura com fio
Mononylon 4.0 (Ethicon®, Johnsons do Brasil S.A., Sdo José dos Campos SP, Brasil) e

administracdo intraperitoneal de 1 mg/Kg de peso corpdéreo de antibidtico (Pentabidtico

Veterinario Pequeno Porte, Laboratério Fort Dodge Satide Animal, Campinas, SP, Brasil).
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Figura 1 — Apds tricotomia, foram realizadas incisdes cutaneas bilaterais e divulsdo do

tecido muscular.

Figura 2 — Identificag¢do do ovdrio.
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4.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:

e Ovariectomizado (Ov) (n = 20): animais que sofreram a ovariectomia;

e Ovariectomizado Irradiado (Ov Irr) (n = 20): animais que sofreram a ovariectomia e
receberam na regido de membros inferiores dose tinica de 10 Gy de radiacdo X;

e Ovariectomizado Selénio (Ov Sel) (n = 20): animais que sofreram a ovariectomia e
receberam tratamento com 0,8 mg de selenito de sédio/Kg de peso corpéreo do
animal;

e Ovariectomizado Selénio Irradiado (Ov Sel Irr) (n = 20): animais que sofreram a
ovariectomia, receberam tratamento com 0,8 mg de selenito de s6dio/Kg de peso do

animal e dose unica de 10 Gy de radiacdo X nos membros inferiores.

4.4 Confecciio dos Defeitos Osseos

Quarenta dias ap0s a cirurgia para ovariectomia, os animais foram submetidos a um
segundo procedimento cirdrgico para confec¢ao do defeito 6sseo em suas tibias. Eles foram
novamente pesados e anestesiados, segundo o protocolo descrito previamente. Em seguida,
foram realizadas a tricotomia na regido das tibias, a anti-sepsia local com &lcool iodado e
uma incisdo de aproximadamente 1,0 cm na porcdo proximal das tibias com lamina de
bisturi n® 5 para exposi¢ao da superficie dssea.

Sob irrigagdo constante com solugdo salina, foi produzido o defeito nas tibias direita
e esquerda, com broca carbide n.° 8, em baixa rotacdo (Figura 3). O defeito dsseo foi
realizado de forma padronizada, na regido proximal das tibias, com o comprimento
equivalente a duas vezes o diametro da broca, largura equivalente ao diametro da broca e
profundidade equivalente a metade do diametro da broca (Figura 4). Posteriormente, os
tecidos foram reposicionados e suturados com fio Mononylon 4.0 (Ethicon®, Johnsons do
Brasil S.A., Sao José dos Campos SP, Brasil). Os animais receberam, via intraperitoneal, 1
mg/Kg de peso corpéreo de antibidtico (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte,
Laboratorio Fort Dodge Satde Animal, Campinas, SP, Brasil). Nao foi realizado nenhum

tipo de contengdo.
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Figura 3 — Realizac@o do defeito dsseo na tibia, com broca em baixa rotagado, sob irrigacdo

constante com soluc¢do salina.

Figura 4 — Defeito ¢sseo produzido na tibia do animal.
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4.5 Administraciao do Selenito de S6dio

Dois dias apds a confec¢do do defeito dsseo, os animais pertencentes aos grupos
ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado receberam 0,8 mg de selenito
de sodio/kg de peso corpéreo (Merck KgaA, Darmstadt, Germany), via intraperitoneal
(Figuras 5 e 6). Nos animais dos demais grupos, foi administrada 4gua destilada, utilizada
para dissolucdo do selenito nos grupos de selénio. A administracdo de dgua destilada foi
realizada 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 ao selenito de sédio. Essa administragdo foi realizada 24 horas antes da
irradiagdo para os grupos irradiados e simulacdo da irradiacdo para os grupos ndo

irradiados.

Figura 5 — Selenito de Sddio Figura 6 — Aplicacdo da solucdo de selenito de
Pentahidratado (pré-andlise). sddio intraperitonealmente.
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4.6 Irradiacao

Trés dias apds a confeccdo do defeito dsseo, ou seja, um dia apés a administragao
do selénio ou dgua destilada, todos os animais foram anestesiados segundo o protocolo ja
descrito e, em seguida, os animais pertencentes aos grupos ovariectomizado/irradiado e
ovariectomizado/selénio/irradiado foram submetidos a uma dose unica de 10 Gy de
radiacdo X. A irradiagdo foi realizada em um acelerador linear, da marca Varian, modelo
Clinic 6/100, com a distancia focal de 100 cm e campo de colimagdo de 15x30 cm (Figura

7). Foi incluida nesse campo exclusivamente a regido de membros inferiores dos animais.

Fiigura 7 — Irradiacdo dos animais, na regido de membros inferiores.

4.7 Obtencao das Pecas

Os animais foram sacrificados nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias apds o

procedimento cirdrgico, com cinco ratos por grupo. Os sacrificios foram realizados por
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aprofundamento de anestesia (cloridrato de ketamina). Apds o sacrificio dos animais, foram
removidos os espécimes, que correspondiam as tibias direita e esquerda de cada animal.
Essas foram imediatamente colocadas em formol neutro tamponado, onde permaneceram

por no minimo 72 horas.

4.8 Avaliacao do Efeito da Ovariectomia

Para essa avaliacdo, foi realizado o exame macroscépico dos cornos uterinos.
Imediatamente apds o sacrificio dos animais, foi realizada uma incisao na regido abdominal
para a localizacdo dos respectivos comos. Na presen¢a de hormodnio, eles apresentar-se-iam
roseos, volumosos e totalmente preenchidos por fluido, enquanto que na deficiéncia do

mesmo, ou seja, nos animais ovariectomizados, apresentaram-se finos, atréficos e anémicos

(Figuras 8 € 9).

Figura 8 — Utero de aspecto normal. Figura 9 — Utero atrofiado em animal

ovariectomizado.

4.9 Procedimento Histologico

Ap6s a fixagdo, as tibias dos animais foram descalcificadas em EDTA 4,13%,

incluidas em Paraplast Plus e foram obtidos cortes com 5 um de espessura, transversais em
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relacdo ao defeito dsseo, na regido central do mesmo, utilizando um micrétomo (Leica RM
2155), de acordo com o protocolo estabelecido pela Disciplina de Histologia da
FOP/UNICAMP. Os cortes foram montados em laminas e corados para posterior avaliagc@o
com:
¢ Tricromico de Masson: permite a avaliacio morfologica do tecido &sseo
neoformado;
e Picrosirius: avalia a birrefringéncia de forma da matriz coldgena do osso, sob luz

polarizada.

4.10 Avaliacdo das Laminas

4.10.1 Laminas coradas pelo Tricromico de Masson

Foi realizada avaliacdo qualitativa, quando o processo de reparagdo Ossea foi
analisado com auxilio de um microscépio de luz (Zeiss, Axiolab, Berlim, Germany), em
aumento de 10X.

Ainda foi realizada andlise quantitativa, com o uso de uma ocular reticulada
(objetiva 40x, PK 8x, Reichert), por meio da contagem dos pontos de intersec¢do entre a
grade e as trabéculas dsseas. A grade com 100 pontos foi superposta ao defeito dsseo e a
contagem foi realizada em trés regides: no centro do defeito e de ambos os lados do

mesmo.

4.10.2 Laminas coradas pelo Picrosirius

A andlise da birrefringéncia foi realizada no microscépio de polarizacdo (Zeiss
Axiolab, Zeiss, Alemanha), com lente objetiva com aumento de 10X. Nesse, foi realizada a

avaliacdo qualitativa do reparo ¢sseo.
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Também foi realizada a avaliacdo quantitativa relativa a intensidade do brilho das
fibras coldgenas. Para isso, as imagens foram digitalizadas com o auxilio de uma micro-
camera (Sony, CCD/RGB Color, Téquio, Japao) e processadas por um programa analisador

de imagens (KS 400 2.0 - Kontron Elektronics, Munique, Alemanha).

4.11 Analise dos dados

Ap6s andlise exploratoria dos dados, foi realizada andlise de variancia (ANOVA)

em esquema fatorial 2 x 2 x 4 (irradiac@o x selénio x tempo).
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5 Resultados

5.1 Avaliacdo Qualitativa

5.1.1 Descricao Morfolégica: Coloracao pelo Tricromico de Masson

e 7°Dia do Processo de Reparacio Ossea (Prancha 1)

O grupo ovariectomizado apresentou o local do defeito 6sseo coberto por tecido de
granulacdo com a presenca de trabéculas Gsseas em sua porcdo inferior. J& o grupo
ovariectomizado/irradiado exibiu, no local do defeito, grande quantidade de tecido de
granulacdo, sem a formacgdo de trabéculas dsseas. Os grupos ovariectomizado/selénio e
ovariectomizado/selénio/irradiado apresentaram o processo de reparo semelhante ao do
primeiro grupo, pois havia além do tecido de granulacdo, a presenca das trabéculas Osseas
recobrindo o defeito.

Dessa forma, sob andlise morfologica, os grupos ovariectomizado,
ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado exibiram paridade no
processo de reparacdo, o que demonstrou a radioprotecdo do selénio sem toxicidade; ainda

0 grupo ovariectomizado/irradiado apresentou atraso no reparo.
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Prancha 1: Coloragao pelo Tricromico de Masson

7° Dia (aumento original x 5)

Ovariectomizado Ovariectomizado/Irradiado

Ovariectomizado/Selénio Ovariectomizado/Selénio/Irradiado
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e 14° Dia do Processo de Reparacio Ossea (Prancha 2)

Aos 14 dias, o grupo ovariectomizado apresentou o local do defeito preenchido por
grande quantidade de trabéculas dsseas, que ocupavam jd sua por¢do superior, com sinais
de formagdo de medula vermelha. O grupo ovariectomizado/irradiado exibiu padrio
semelhante, porém com quantidade menor de trabéculas dsseas e menor organizagdo. O
grupo ovariectomizado/selénio também mostrou o mesmo padrdo, com quantidade menor
de trabéculas, quando comparado ao ovariectomizado, porém superior em relacdo a do
ovariectomizado/irradiado. J4 o grupo ovariectomizado/selénio/irradiado, se assemelhou
ao do primeiro grupo (ovariectomizado), observando-se que o defeito 6sseo encontrava-se
preenchido com grande quantidade de trabéculas Osseas na por¢do superior, havendo
também a formacdo de medula vermelha.

A andlise morfologica demonstrou uma evolugdo no processo de reparacio em
todos os grupos, sendo que o padrio entre eles permaneceu semelhante ao que ocorreu aos
7 dias, ou seja, houve similaridade entre o0s grupos ovariectomizado,
ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado, devido a radioprotecdao do

selénio e atraso no reparo do grupo ovariectomizado/irradiado.
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Prancha 2: Coloragao pelo Tricromico de Masson

14° Dia (aumento original x 5)

Ovariectomizado Ovariectomizado/Irradiado

Ovariectomizado/Selénio Ovariectomizado/Selénio/Irradiado
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e 21°Dia do Processo de Reparacio Ossea (Prancha 3)

O processo de reparo do defeito dsseo mostrou-se bem evoluido aos 21 dias,
evidenciado pela presenga de cortical dssea fechando-o. Foi encontrado nimero reduzido
de trabéculas 6sseas, o que demonstrou a fisiologia dentro do padrdo de normalidade do
tecido. A cortical Ossea neoformada apresentou maior espessura nos grupos
ovariectomizado, ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado. O
grupo ovariectomizado/irradiado exibiu a cortical de menor espessura, o que demonstrou
que sua formacgdo ocorreu posteriormente as dos demais.

A andlise morfoldgica aos 21 dias confirmou os achados dos periodos anteriores,
demonstrando radioprote¢do do selénio sem toxicidade e atraso no reparo do grupo

ovariectomizado/irradiado.
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Prancha 3: Coloragao pelo Tricromico de Masson

21° Dia (aumento original x 5)

Ovariectomizado Ovariectomizado/Irradiado

Ovariectomizado/Selénio Ovariectomizado/Selénio/Irradiado
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e 28°Dia do Processo de Reparacio Ossea (Prancha 4)

Aos 28 dias, o processo de reparo do defeito dsseo continuou sua evolucao, quando
foi possivel observar a presenca de camada de osso cortical agora recobrindo trabéculas
maduras, com intensa medula vermelha. No entanto, como no periodo anterior, 0 grupo
ovariectomizado/irradiado exibiu a cortical 6ssea de menor espessura. Os grupos
ovariectomizado, ovariectomizado/selénio ¢ ovariectomizado/selénio/irradiado
apresentaram padrao semelhante de cortical dssea.

A andlise morfoldgica demonstrou prote¢dao do selénio e certo atraso do processo de

reparacdo do grupo ovariectomizado/irradiado em relacdo aos demais também aos 28 dias.
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Prancha 4: Coloragao pelo Tricromico de Masson

28° Dia (aumento original x 5)

Ovariectomizado Ovariectomizado/Irradiado

Ovariectomizado/Selénio Ovariectomizado/Selénio/Irradiado
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5.1.2 Coloracao pelo Picrosirius

A coloragdo pelo Picrosirius foi utilizada para a deteccao da birrefringéncia da
matriz organica coldgena do osso, sob luz polarizada. Essa andlise permite observar o
brilho dos feixes de coldgeno, que expressa seu grau de orientagdo. O brilho torna-se mais
intenso quanto mais numerosos € mais maduros esses estejam. Assim, sob luz polarizada, o
brilho dos feixes de fibras coldgenas em tons vermelhos indica o grau de organizagcdo
macromolecular do tecido.

Pela anélise das laminas coradas pelo Picrosirius, foi possivel observar, no inicio do
processo de reparacdo, o brilho intenso na regido do defeito Gsseo nos grupos
ovariectomizado, ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado, em
decorréncia da quantidade de fibras coldgenas no local. Também ficou evidente o atraso do
grupo ovariectomizado/irradiado, que apresentou inexpressivo brilho na regido,
demonstrando que a presenca do tecido de granulagdo imaturo era mais marcante nesse
periodo para esse grupo e que nos grupos anteriormente citados, esse mesmo tecido ja

estava sendo substituido por fibras coldgenas (prancha 5).
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Prancha 5: Coloragao pelo Picrosirius

7° Dia (aumento original x 5)

Ovariectomizado Ovariectomizado/Irradiado

Ovariectomizado/Selénio Ovariectomizado/Selénio/Irradiado
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5.2 Avaliacao Quantitativa

A andlise de variancia nao indicou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos, na andlise da quantidade de trabéculas dsseas e na andlise do brilho das fibras

coldgenas.

5.2.1 Trabéculas Osseas

O grafico 1 apresenta a quantidade de trabéculas dsseas, nos quatro grupos, nos

diferentes periodos avaliados.
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Gréfico 1 — Média do niimero de trabéculas dsseas formadas em funcio do tempo.
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5.2.2 Brilho das Fibras Colagenas

O gréfico 2 apresenta a intensidade do brilho das fibras coldgenas, nos quatro

grupos, nos diferentes periodos avaliados.
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Gréfico 2 — Média da intensidade do brilho das fibras coldgenas em fun¢do do tempo.
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6 Discussao

A formacdo do tecido dsseo tem inicio durante a vida intra-uterina. Porém, esse
tecido apresenta constante renovacdo durante a vida, processo que recebe o nome de
remodelamento ou furnover. Esse € caracterizado por reabsor¢do e formagdo Ossea, que
geralmente apresentam um equilibrio, havendo manutencdo da integridade do tecido.
Virios fatores, locais e sistémicos, sdo responsdveis por tal equilibrio. Dentre os fatores
sist€émicos, o estrogeno tem sido considerado o principal responsdvel pela manutengdo da
massa Ossea (Anbinder et al., 2007; Comelekoglu et al., em 2007), que ocorre por
supressdo da sua reabsorc¢do. Esse efeito anti-reabsorcdo tem sido demonstrado ser um
efeito direto do estrégeno no osso, induzindo células da linhagem osteobldstica a inibir
reabsor¢do dssea osteocldstica (Chow et al., em 1992). Dessa forma, sua diminui¢do causa
uma alteracdo no tecido 6sseo, conhecida como osteoporose, que € caracterizada pela
diminuicdo da massa ¢ssea e deterioracao do tecido presente, com aumento da fragilidade e
susceptibilidade a fraturas.

Pelas alteragdes que causa, a osteoporose causa atraso no processo de reparo §sseo
(Walsh et al., 1997; Kubo et al., 1999; Meyer et al., 2001; Namkung-Matthai et al., 2001;
Xu et al., 2003; Waarsing et al., 2005; Armada et al., 2006; Iwaniec et al., 2006; Anbinder
et al., 2007; Chicarelli et al., 2007; Yingjie et al., 2007).

Outro fator que influencia negativamente a reparacdo Ossea € a radia¢do ionizante
(Lorente et al., 1992; Williams & Davies, 2005; Rocha, 2005; Chicarelli et al., 2007;
Sakurai et al., 2007). Isso ocorre, pois a radiagdo causa danos aos osteoblastos, com
diminuicdo de produgdo da matriz 6ssea, além dos prejuizos que produz na vascularizacdo
local. Dessa forma, a radia¢do causa danos aos tecidos dsseos circunvizinhos a neoplasias
que sejam tratadas com radioterapia e pode aumentar o risco a fratura da regiao de cabeca e
pescoco e da pelve.

As duas situagdes, osteoporose e radioterapia, podem ocorrer simultaneamente, uma
vez que ambas tem maior predilecdo por pacientes idosos. Chicarelli et al. (2007), ao

avaliarem a associacao dos dois fatores no processo de reparo dsseo, observaram atraso em
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relacdo ao grupo controle e atribuiram-no a reducdo da producido de osso neoformado e
aceleracdo do processo de reabsor¢ao.

Como os efeitos colaterais do tratamento de radioterapia sdo amplamente
conhecidos, substiancias que os diminuem, chamadas de radioprotetores, t€ém sido
estudadas. Dentre elas, pode-se citar o selénio, que € um nutriente essencial para muitas
espécies de animais, incluindo os humanos, e também é um constituinte do sitio ativo da
enzima glutationa peroxidase (Stewart et al., 1999), podendo ser essa a explicagdo do seu
efeito radioprotetor, visto que o mecanismo primdrio dessa enzima € a degradacdo do
peréxido de hidrogénio nas células, mostrando ser um importante protetor dos lipidios da
membrana celular contra a desintegracdo a partir da oxidagao (Tuji et al., 2005). Entretanto,
o selénio pode ser toxico, dependendo da concentragdo, efeito que pode ocorrer mesmo
com doses consideradas baixas (Schueller et al., 2004; Rocha, 2005).

O selénio ja foi avaliado na radioprotecdo de vdérias células e tecidos, como nos
queratindcitos e melandcitos (Rafferty et al., 1998), no tecido intestinal (Mutlu-Turkoglu et
al., 2000), na reparacdo tecidual epitelial (Tuji et al, 2005), no tecido de glandulas
salivares (Tuji, 2004; Sagowski et al., 2005; Pontual, 2005) e até mesmo na reparacdo de
tecido 6sseo. Rocha (2005) avaliou a reparagdo de feridas em tibias de ratos e Neves (2007)
pesquisou a radioprotecdo do selénio em alvéolos de ratos apds a exodontia. Levando em
consideracdo essas afirmagdes e que a radioprotecdo do selénio ainda ndo havia sido
avaliada em osso osteoporodtico, nesse estudo foi proposta a utilizagdo do selenito de sédio
na tentativa de reduzir o tempo da reparagcdo 6ssea em animais com osteoporose induzida e
que foram submetidos a radiagao.

A ovariectomia em ratas € considerada um modelo apropriado para estudos sobre a
osteoporose humana pds-menopausa, devido a similaridade em seus mecanismos (Wronski
et al., 1985; Dannucci et al., 1987; Frost & Jee, 1992; Li & Nishimura, 1994; Iwaniec et
al., 2006; Comelekoglu et al, em 2007). Diante disso, a ovariectomia foi realizada na
presente pesquisa para produzir osteoporose nos animais. Os defeitos Osseos foram
realizados 40 dias apds a ovariectomia, periodo aguardado para que se obtivesse o padrdo
osteporético desejado. Wronski et al., em 1988 e Iwaniec et al., em 2006 concluiram que,

na fase inicial, houve rdpida perda 6ssea em ratas ovariectomizadas € que nos tempos mais
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tardios, perda e turnover 6sseo diminuiram. Ainda Giardino et al., em 1993, concluiram
que 40 dias apds ovariectomia foi possivel observar osteopenia, que se tornou
progressivamente pronunciada até os 100 dias.

Como o tecido 6sseo osteopordtico ja foi exaustivamente comparado com o tecido
dsseo ndo osteoporodtico, considerado nesses estudos como grupo controle (Walsh et al.,
1997; Kubo et al., 1999; Meyer et al., 2001; Namkung-Matthai et al., 2001; Xu et al.,
2003; Waarsing et al., 2005; Armada et al., 2006; Iwaniec et al., 2006; Anbinder et al.,
2007; Chicarelli et al., 2007; Yingjie et al., 2007), assim como o tecido 6sseo irradiado foi
bastante comparado com o ndo irradiado (Lorente ef al., 1992; Williams & Davies, 2005;
Rocha, 2005; Chicarelli et al., 2007; Sakurai et al., 2007), e as diferengas em ambos os
casos ja estdo bem definidas, tanto em relacdo a morfologia dos tecidos quanto as suas
propriedades mecanicas, ndo foram incluidos nessa pesquisa grupos ndo ovariectomizados.
Apenas animais com deficiéncia de estrogeno foram utilizados, uma vez que o objetivo era
a avaliacdo da radioprotecdo do selénio nesses casos € ndo a comparagdo da reparacio
Ossea de animais com e sem deficiéncia do hormonio. Dessa forma, pode-se considerar o
grupo ovariectomizado, sem os tratamentos utilizados no estudo, que foram a irradiagdo e o
selénio, como grupo controle.

Segundo a avaliagao morfoldgica realizada aqui pela coloragdo com Tricromico de
Masson, o processo de reparacdo Ossea seguiu o padrio esperado no grupo
ovariectomizado. No primeiro periodo avaliado, 7 dias, havia grande quantidade de tecido
de granulacio recobrindo o defeito e a presenga de algumas trabéculas 6sseas. No periodo
seguinte, 14 dias, havia grande quantidade de trabéculas Osseas na regido, denotando a
formacdo do calo dsseo. Aos 21 dias, ficou visivel que a quantidade de trabéculas dsseas
estava diminuida, havendo a formacdo da cortical 6ssea. Essa diminui¢cdo ocorre, uma vez
que o calo 6sseo € caracterizado por grande quantidade de trabéculas, porém ainda
apresenta propriedades mecanicas deficientes. Dessa forma, ocorre reabsor¢do das
trabéculas Osseas que ndo estdo sujeitas a forcas mecanicas, para formagdo da cortical
Ossea, que apresentard propriedades mecanicas adequadas. Finalmente, a cortical dssea
apresentou-se bem formada aos 28 dias.

J4 o grupo ovariectomizado/irradiado apresentou atraso no processo de reparagio
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em relacdo aos demais, especialmente aos 7 e 14 dias. Aos 7 dias, o local do defeito estava
coberto apenas por tecido de granulagdo, em contraste com os demais grupos, que ja
apresentavam algumas trabéculas 6sseas. Aos 14, a quantidade de trabéculas era menor e
aos 21 e 28 as corticais formadas apresentavam-se mais finas do que nos outros grupos.
Assim, apesar de o mecanismo ndo ser completamente claro, houve um prejuizo na
formagdo 6ssea. Segundo Arnold et al. (1995), Wiirzler et al. (1998) e Dudziak et al.
(2000), ha uma diminui¢do no nimero de ostedcitos e osteoblastos ou até auséncia de
osteoblastos na superficie dssea, o que ocasiona declinio na sintese de coldgeno e na
atividade da fosfatase alcalina, prejudicando o processo de mineralizagdao. Além disso, os
autores citaram que danos as células endoteliais resultariam em diminuida vascularizagdo.
Sakurai et al., em 2007, também encontraram que a radiacdo ionizante suprimiu O
crescimento de osteoblastos e diminuiu a atividade da fosfatase alcalina e expressdao do
coldgeno tipo I nessas células em comparacdo com células ndo irradiadas. Ainda Dare et al.
(1997) citaram que doses de radiacdo como 4 Gy exerciam efeito na proliferacao celular e
diferenciacdo de osteoblastos. Rocha (2005) e Chicarelli ef al. (2007) observaram que 8 Gy
de radiacdo gama provocaram alteragdes nos tecidos dsseos. Isso justificaria os resultados
encontrados no grupo irradiado, uma vez que se utilizou uma dose de 10 Gy.

Nos grupos ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado, foi
observado um padrdo de reparacdo semelhante ao do grupo ovariectomizado, considerado
nesse estudo como grupo controle. No 7° dia, havia na regido do defeito a presenca de
tecido de granulagcdo com algumas trabéculas 6sseas. Aos 14 dias, havia grande quantidade
de trabéculas dsseas, que diminuiram e se apresentaram condensadas aos 21 dias, para a
formacao da cortical, que estava bem organizada aos 28 dias. Com isso, pdde-se observar o
efeito radioprotetor do selenito de sddio no tecido osteoporético, especialmente aos 7, 14 e
21 dias de reparagao.

Apesar de o mecanismo de toxicidade do selénio ainda ndo estar claramente
estabelecido, essa foi uma das preocupagdes da pesquisa. Rocha (2005) utilizou 1,0 mg/Kg
de peso corporeo do animal de selenito de s6dio na reparagdo de defeitos em tibias
irradiadas, sendo essa dose toxica, uma vez que a reparagdo no grupo de animais que

recebeu apenas selénio se apresentou atrasada em relacdo ao controle. Além disso, nos
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periodos iniciais de reparo (7 e 14 dias), ndo houve radioprote¢do, provavelmente devido a
toxicidade. Essa s6 ocorreu aos 21 e 28 dias de reparacdo 6ssea. Em 2007, Neves usou 0,5
mg/Kg de peso corpéreo do animal de selenito de s6dio na reparacdo Ossea alveolar. Nao
foi observada toxicidade; entretanto, com essa dose, ndo houve efetiva radioprotecao.
Considerando esses resultados, foi escolhida uma dose intermedidria as anteriores, de 0,8
mg/Kg de peso corpdreo do animal de selenito de sdédio. Nessa concentracdo € nas
condi¢des experimentais da pesquisa, pdde-se observar que o selénio ndo se apresentou
toxico, uma vez que o processo de reparo do grupo ovariectomizado/selénio foi semelhante
ao do grupo ovariectomizado.

Além da coloragdao pelo Tricromico de Masson, foi utilizada a coloragdo pelo
Picrosirius, com objetivo de avaliar a birrefringéncia do tecido. Alguns tecidos apresentam
naturalmente a caracteristica de birrefringéncia, como € o caso da matriz de fibras
coldgenas. Porém, sua birrefringéncia natural geralmente € t€nue. Por isso, foi utilizada essa
segunda coloracdo, que permite a avaliacdo da birrefringéncia de forma, que corresponde a
birrefringéncia evidenciada pela coloracdo. Ela € representada pelo brilho do tecido ao ser
examinado no microscopio de polarizagdo. Nessa andlise, quanto maior a quantidade de
fibras coldgenas e maior sua organizacdo, mais brilhante o tecido se apresenta. A
importancia dessa andlise se explica devido ao fato de a deposi¢do de fibras coldgenas ser
essencial para o reparo 6sseo. Essa avaliacdo corroborou com a morfoldgica, pois
evidenciou, especialmente no inicio do processo de reparagdo, que 0S grupos
ovariectomizado, ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado
apresentaram brilho intenso e similar na regido do defeito 6sseo e que, no grupo
ovariectomizado/irradiado, esse foi de menor intensidade.

A coloragdao pelo Picrosirius também permitiu que o brilho do tecido sob luz
polarizada fosse medido por um programa analisador de imagens. Com isso, além da
andlise qualitativa, foi realizada a andlise quantitativa, que incluiu ainda a contagem do
nimero de trabéculas Osseas. Apesar de ndo ter havido diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos nos diferentes tempos, ao se avaliar os graficos com os
resultados, pode-se observar que tanto na avaliagdo da quantidade de trabéculas Gsseas

quanto na do brilho das fibras coldgenas, os grupos ovariectomizado/selénio e
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ovariectomizado/selénio/irradiado  apresentaram  valores  semelhantes ao  grupo
ovariectomizado nos periodos de 7, 14 e 21 dias. Aos 28 dias, os valores dos grupos
ovariectomizado/selénio e ovariectomizado/selénio/irradiado ndo se aproximaram dos do
ovariectomizado, porém foram superiores aos do grupo ovariectomizado/irradiado. Além
disso, os valores encontrados foram compativeis com a evolu¢do do tecido de reparacdo
descrita na analise das laminas. Rocha (2005), Chicarelli et al. (2007) e Neves (2007)
também obtiveram diferencas entre os grupos estudados na avaliagdo morfolégica, que ndo

foram indicadas pela andlise estatistica.
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7  Conclusio

Pela andlise qualitativa, foi possivel concluir que o selenito de sédio se comportou
como radioprotetor na reparacdo de tecido dsseo osteopordtico. Na andlise quantitativa,
embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, os
resultados demonstraram uma tendéncia de radioprotecdo do selénio sem toxicidade

evidente.
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CERTIFICADO

Cenificames gue o Protocolo n® 1239-2, schre "Avallagiio do  efeito

radloprofetar do selenite de sodio na réuara;ﬁo ossea de tihlas em ratas
gvaripefomizadas”, sob g responsabiidade de Profe. Dra. Solange Marla de

Almglda | Deborah Queiroz de Freitas, esta de acordo com os Principics Etlcos
ha Experimentagio Animal adatadoz pelo Colégio Brasieiro de Expetimnentagio
Animal  (COBEAY. lende side aprovado pela Comiss2e de  Eliea na
Experimeantagac Anirnal {CEEA)-1IB-UNICAMP em 04 da junhe de 2007,

CERTIFICATE

We cartify that the protocol n® 12382, entiflad "Evaluation of the radioproiector
affoxt of godium selenite on bons healing [n the fibla of evarisctomized rats”,
is in agreernent with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animat Experimentaticn [COBEA). This project was approved
by the instifutional Committee for Ethies in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on June 4, 2007
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