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Efeito do Selenito de Sédio na Reparacdo Ossea em Tibias de Ratos Irradiados

RESUMO

Sendo a radiacao ionizante causador de efeitos deletérios no processo
de reparagao tecidual e o selenito de s6dio um agente antioxidante, atuando
contra os radicais livres no organismo, a realizagdo deste trabalho de pesquisa
teve como objetivo avaliar o efeito radioprotetor do selenito de sddio no processo
de reparacdo Ossea em tibias de ratos fémea (Rattus Norvergicus, Albinus,
Wistar). A amostra, constituida por 100 ratos, foi dividida em quatro grupos
experimentais: controle, irradiado, selénio e selénio/irradiado. Todos os animais
foram submetidos a um ato cirdrgico que teve como finalidade a producao de um
defeito 6sseo nas tibias direita e esquerda. Os animais dos grupos selénio e
selénio/irradiado receberam dose Unica, via intraperitoneal, de 1 mg/Kg de peso
corporeo de selenito de sbdio, sendo que nos animais do grupo selénio/irradiado,
a dose foi injetada 15 horas antes destes serem irradiados. A irradiacdo para os
grupos irradiado e selénio/irradiado foi realizada por um aparelho de Cobalto
terapia (COgp) com dose simples de 8 Gy nos membros inferiores, apds trés dias
do procedimento cirurgico. Transcorridos 7, 14, 21, 28 e 45 dias, o processo de
reparacao éssea foi avaliado em cortes histolégicos corados com Hematoxilina
Eosina e Tricromico de Mallory; pela analise ultra-estrutural por microscopia
eletrdbnica de varredura; e quantitativamente pela densidade volumétrica.
Morfologicamente, observou-se que o grupo selénio/irradiado aos 7 dias

apresentava-se mais atrasado que o grupo controle, entretanto aos 28 dias os
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grupos controle, selénio e selénio/irradiado apresentavam um padrdo de
reparacdo Ossea semelhante, o que também foi observado pela microscopia
eletrbnica de varredura, aos 45 dias. Quantitativamente, foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as médias de densidade volumétrica para os
grupos selénio e selénio/irradiado aos 7, 14 e 28 dias e entre os grupos controle e
selénio aos 14 dias. Assim, concluiu-se que o selenito de sédio, apesar de ter-se
mostrado toxico aos sete dias do processo de reparacao tecidual, agiu como um

eficaz radioprotetor na reparacéao 6ssea de tibias de ratos.
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ABSTRACT

Considering that the ionizing radiation may cause deleterious effects on
the process of tissue repair and sodium selenite is an antioxidant agent, acting
against the free radicals in the organism, this study aimed at evaluating the
radioprotective effect of sodium selenite on the process of bone repair in tibiae of
Wistar rats. The sample comprised 100 rats and was divided into four experimental
groups: control, irradiated, selenium and selenium/irradiated. All animals were
submitted to a surgical procedure for production of a bone defect in the right and
left tibiae. The animals in the selenium and selenium/irradiated groups received a
single dose of sodium selenite (1mg/kg of body weight) via intraperitoneal injection;
the animals in the selenium/irradiated group received the injection 15 hours before
irradiation. The irradiation for the irradiated and selenium/irradiated groups was
applied with a cobalt therapy machine (COgp) with simple dose at 8 Gy on the lower
limbs, three days after surgery. After 7, 14, 21, 28 and 45 days, the process of
bone repair was morphologically evaluated by Hematoxylin Eosin and Mallory
Trichrome staining; ultrastructural analysis by scanning electron microscopy; and
quantitatively evaluated by the volumetric density. As to morphology, it was
observed that the selenium/irradiated group at 7 days presented a late repair
compared to the control group; however, at 28 days, the control, selenium and
selenium/irradiated groups presented a similar pattern of bone repair, which was

also revealed by scanning electron microscopy at 45 days. Quantitatively, there
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was a statistically significant difference between the means of volumetric density
for the selenium and selenium/irradiated groups at 7, 14 and 28 days and between
the control and selenium groups at 14 days. Thus, it was concluded that sodium
selenite, despite being toxic at the seventh day of tissue repair, was an effective

radioprotective agent for bone repair in tibiae of rats.
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1 INTRODUCAO

O esqueleto 6sseo representa uma importante funcao de sustentacéao e

protecao a 6rgaos vitais do corpo humano. Frente a uma injdria, 0 0sso apresenta
alta capacidade de reparacdo. Uma simples lesédo produzida no tecido ésseo ativa
uma sequéncia programada de eventos, que se inicia com a formagdo de um

codgulo e posterior surgimento de células ésseas com fungdes especificas.

O mecanismo de reparacdao Ossea, em condicdes normais, ocorre
inicialmente por um aumento da atividade osteoblastica, formando rapidamente
tecido 6sseo imaturo, matriz organica, seguida pelo depdsito de sais de célcio. Os
osteoblastos secretam colageno e substancia fundamental amorfa que constituem

tecido 6sseo nao mineralizado, o ostedide (Guyton, 2002).

Entretanto, processos de formagédo éssea nao ocorrem somente quando
a arquitetura normal deste tecido € rompida. Continuamente existe reabsorcéo de
0ss0 pré-existente, que é realizada por células especificas para esta funcao os
osteoclastos, e formacdo de novo 0sso. A esse processo da-se o nome de
remodelamento 6sseo. Portanto, continuamente ocorre a renovagao do tecido
0sseo. Segundo Guyton (2002), a remodelagdo éssea é um fendmeno fisiolégico

que, torna possivel a substituicdo de tecido 6sseo sem alteracdo na arquitetura,

mantendo a qualidade éssea, tanto mecanica quanto metabdlicamente.
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A radioterapia representa uma das formas de tratamento para pacientes
portadores de alguns tipos de lesbes malignas. Entretanto, representa um
tratamento agressivo e, portanto, traz seqlielas para os pacientes. Dentre essas
sequelas, pode-se citar a osteorradionecrose, decorrente da radioterapia utilizada
em tumores Osseos. Esta é bastante conhecida por profissionais que tem como
area de atuacgdo, entre outras, a regido de cabeca e pescoco, bem como, a regiao
pélvica. Assim, o Cirurgido Dentista pode conviver com as sequelas causadas pela

radioterapia na regido de cabeca e pescoco.

Tendo como finalidade minimizar os efeitos deletérios da radiagao,
surgiram os radioprotetores. Estas substancias tém como fung¢do impedir a acéo
deletéria da radiacdo ionizante nos tecidos normais, 0s quais, apesar da

colimacao que é dada pelo aparelho, sofrem danos decorrentes da irradiacao.

A atuacdo dos radioprotetores pode ser pela eliminagdo de radicais
livres, atuando como “varredores” ou, de forma indireta, pelo aumento de enzimas
que sao consideradas como antioxidantes, como é o caso da glutationa
peroxidase. Estudos realizados indicam que o selénio é parte integrante dessa

enzima, o que lhe confere ser um elemento radioprotetor.

Assim, a realizacdo de pesquisas que busquem avaliar a acao de
substancias radioprotetoras no processo de reparacgao tecidual é de extrema valia,
visto que a associacao entre cirurgia e radioterapia continua sendo usada para o

tratamento de alguns tipos de tumores.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O TECIDO OSSEO

O 0ss0 € um dos tecidos mais resistentes do organismo, sendo um

tecido especializado que serve de suporte estrutural para o organismo e protecéao
de 6rgaos vitais. Aloja e protege a medula éssea que é formadora de células do
sangue e tem grande capacidade de renovacado, a fim de responder as
necessidades metabdlicas do organismo. E formado por trés tipos de células e
pela matriz 6ssea (material intercelular calcificado). As células s&o os ostedcitos,
que se encontram em lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, relacionados
com a osteogénese, produtores da parte organica da matriz; e os osteoclastos,
células gigantes multinucleadas, relacionadas com a reabsor¢ao do tecido ésseo e

que participa no processo de remodelamento.

Embora os eventos celulares e moleculares responsaveis pela formagao
O0ssea durante a embriogénese, o remodelamento 6ésseo e a reparacado Ossea
sejam aparentemente idénticos, ha uma série de eventos complexos,
responsaveis por passos especificos, quanto a fatores histolégicos, funcionais e
fisiolégicos. Porém, todos eles se originam de uma célula progenitora comum,
conhecida como célula mesenquimal primitiva. Através dela, ha diferenciacao

desta em células diferenciadas, que formardo os o0ssos, as cartilagens, os
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tenddes, os musculos, os ligamentos e o estroma medular, sendo que esta
diferenciagao sofre influéncia de fatores de crescimento especificos e/ou citocinas

(Bruder et al., 1994).

Como o esqueleto € um érgado metabolicamente ativo, apds a formacao
Ossea, ele sofre continuo remodelamento ao longo da vida, havendo uma
sucessiva deposicao 6ssea pelos osteoblastos e absorcao por osteoclastos ativos.
Segundo Schenk (1996), estas células sdo formadas na seguinte sequéncia:
primeiro as células mesenquimais primitivas, derivadas da medula 6ssea ou do
tecido fibroso do peridsteo, originam os osteoclastos, que secretam dois tipos de
substancias: (1) enzima proteolitica que digere ou dissolve a matriz organica do
0ss0, e (2) varios acidos, incluindo o acido citrico e o &cido lactico, que provocam
a solubilizacao dos sais 6sseos, na verdade, eles fazem furos no osso em grandes
areas. Geralmente os osteoclastos existem em grandes massas, e uma vez que
uma massa de osteoclastos comeca a se desenvolver, provoca absor¢cao 6ssea
“‘cavando” um tanel que pode apresentar o didmetro de até 1 mm, onde a
permanéncia dos osteoclastos é de algumas horas a varios dias, dependendo do
estimulo recebido (ex. paratorménio e estrogénio). Cessado o estimulo, os
osteoclastos sao convertidos em osteoblastos, que secretam colageno e

substancia fundamental. Inicia-se assim a deposi¢ao de novo 0sso.

Segundo Gartner & Hiatt (2003), uma fratura éssea causa o rompimento

do peridésteo, do enddsteo e de vasos sanguineos. O coagulo sanguineo preenche
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o local da fratura formando o tecido de granulagao, logo ap6s ocorre invasao de
células osteoprogenitoras, formando em uma semana um calo interno de 0sso
trabecular. Em 48 horas apés a lesdo, ocorre um acumulo de células
osteoprogenitoras, as células mais préximas do osso que estdo em vizinhanca
com capilares se diferenciam em osteoblastos, comegando a produzir um colar
0sseo; as células osteoprogenitoras do meio da massa em proliferacdo ficam
menos vascularizadas, causando baixa de oxigénio e se diferenciam em
condroblastos, formando cartilagem. Os colares formados em cada extremidade
do fragmento fundem-se formando o calo externo. A cartilagem adjacente ao 0sso
novo torna-se calcificada e substituida por osso primério, formado por ossificagao
endocondral. Ocorre o remodelamento 6sseo substituindo o 0sso primario por
0ss0 secundario, eliminando o calo ésseo. O primeiro 0sso produzido forma-se por
ossificagcdo intramembranosa e todo osso morto é reabsorvido e substituido por
0sso novo formado pelos osteoblastos. O osso primario € substituido por osso

secundario, reforgcando a reparacao da fratura.

Vizioli et al., em 1974, com o objetivo de estudar o aparecimento de
trabéculas e seu desenvolvimento durante o decorrer do processo de reparacao
alveolar apés extracao dentaria, realizaram a exodontia dos primeiros e terceiros
pré-molares de macacos, onde os animais foram sacrificados aos 3, 5, 7, 11,16,
23, 31, 42, 56 e 75 dias po6s-exodontia, sob andlise microscopica, puderam
concluir que, em 5 dias o tecido de granulagcdo apresentou grande proliferacao

fibroblastica. A osteogénese teve seu inicio entre 11 a 16 dias apds a extragdo. A
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maturacdo do trabeculado ésseo, com a diminuicdo dos espacos medulares
comecou 23 dias apds a extracao se estendendo até 42 dias. O epitélio superficial
da ferida alveolar apresentou-se completo cerca de duas semanas apds extracao

dentaria.

Carvalho et al,, em 1997, realizaram uma analise histométrica na
reparagao 6ssea alveolar em ratos com o propésito de quantificar a tempo do
reparo alveolar na porgdo apical, média e cervical. Extrairam o0s incisivos
superiores de ratos Wistar, sendo sacrificados apos 7, 14, 21 e 42 dias. As pecas
foram imersas em formol por 48 horas, descalcificadas e processadas em
parafina. Os cortes foram feitos em intervalo de 60mm, longitudinais e corados
com Hematoxilina Eosina. Nos resultados, apds sete dias observaram delicado
0sso0 trabecular com osteoblastos principalmente na apical e terco médio, tecido
conjuntivo abundante e formagao de capilares ainda presentes, remanescentes de
coagulo na regiao central. Apds 14 dias ocorre a progressao da formacao éssea,
maturacao do tecido conjuntivo e osso trabecular em todo alvéolo. Apés 21 dias o
alvéolo comeca a formar um trabeculado 6sseo espesso, o0 que também é
observado em 42 dias. O volume de trabéculas O6sseas foi menor na regido
cervical em todos os tempos, exceto aos 42 dias. Os autores relataram que a
maxima formagao 6ssea e 0 maximo volume alveolar ocorreram aos 14 dias apds

a extracao.

10
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2.2 EFEITO DA RADIAGCAO NO TECIDO OSSEO

A interacao das radiagdes ionizantes com o tecido vivo no tratamento
radioterapico provoca diversos efeitos indesejaveis ao organismo, principalmente

nas areas adjacentes a regiao onde esta sendo realizado o tratamento.

Guglielmotti et al., em 1986, realizaram um estudo com o propésito de
determinar a resposta do tecido 6sseo durante a reparacdo alveolar depois de
diferentes dosagens de radiacdo X (15, 20, 30 Gy), aplicadas em variados
intervalos de tempos depois da extracao dentaria (0, 3, 7 dias apés cirurgia).
Foram avaliadas as amostras por métodos histolégicos, radiograficos e
histométricos e sacrificio dos animais aos 14 dias ap6s a extracdo. As pecas
foram fixadas em formol, descalcificadas em EDTA e incluidas em parafina. Os
resultados mostraram que nenhuma diferenga significante foi vista com as
diferentes doses dadas sete dias apds a extracdo, mas houve atraso na reparacao
alveolar quando a irradiacao foi dada imediatamente ou trés dias apds a extracao.
Com base nestas observacoes foi recomendado que a irradiagdo néo seja iniciada

até pelo menos uma semana depois da extracao dentaria.

A radioterapia é frequientemente realizada como tratamento de lesdes
Osseas primarias e metastaticas ou em tumores de tecido mole adjacente ao 0sso,
podendo posteriormente gerar fraturas patolégicas. Muitos autores tém notado
uma pequena, mas significante prevaléncia de fraturas na cabeca do fémur em

adultos ap0s irradiagdo pélvica. Muitos estudos em animais tém documentado o
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efeito deletério da irradiacao em parametros histologicos e bioquimicos em reparo
de fraturas. Em 1993, Widmann et al. avaliaram se a irradiacdo dada antes de
uma fratura impede a sua reparacao e se a forca e rigidez dessa uniao é afetada,
examinaram os efeitos biomecanicos da reparacao éssea utilizando dose Unica de
900 rad em fémur de ratos, a fratura foi criada 1 dia ap6s sendo o tempo de
sacrificio dos animais de 2, 3, 4, 8 e 16 semanas apos a fratura. Os resultados
foram comparados com um grupo controle, 0 que sugeriu que o grupo irradiado 1
dia antes da fratura podem produzir uma resposta reparatéria significantemente

mais fragil, persistindo essa diferenga até a 8° semana.

Numerosas complicagdes esqueléticas tém sido relatadas em pacientes
pediatricos, cujos tumores foram tratados com radioterapia e quimioterapia. A
maioria dessas complicagdes tardias € descrita em pacientes com sarcoma de
Ewing ou osteossarcoma, podendo afetar a elasticidade do osso, causar
osteoporose e desmineralizacao 6ssea. Na pesquisa de Wall et al. em 1996, foram
avaliadas complicagdes dsseas em criangas com sarcoma de tecido mole
submetidas a radioterapia. Foram revisados prontuarios de 70 criangas com
sarcoma de tecido mole nas extremidades inferiores, no periodo de 1962 a 1991.
Dos doze pacientes que tinham recebido tratamento radioterapico apos a excisao
cirdrgica dos tumores, trés desenvolveram fratura, sendo que dois dos trés tinham
recebido também tratamento quimioterapico, nenhum dos 58 pacientes
submetidos a cirurgia e somente quimioterapia desenvolveram fraturas. Os

achados indicaram que, mesmo que o risco de fraturas apds o tratamento podem
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ser multifatoriais, a radiacdo tem papel significativo no problema. Assim,
minimizando o tamanho da incisdo cirargica a0 maximo possivel ird também
reduzir o tamanho da area irradiada; esse aprimoramento da técnica de
tratamento em conjunto com a orientagdo ao paciente e familiares sobre
apropriadas atividades fisicas ira ajudar a diminuir o risco de complicagdes como
osteoporose e atrofia de musculo e 0sso, que predispde esses pacientes a

fraturas.

A radioterapia em tumores de cabeca e pescoco, freqlentemente,
resulta em necrose 0ssea e prejuizo na vizinhanga. O mecanismo em que a
irradiagéo danifica os ossos ainda ndo estd completamente entendido, contudo,
tem sido mostrado que a irradiagao causa disturbios no equilibrio entre a atividade
osteoblastica e osteoclastica, favorecendo o processo de destrutivo. O niumero de
ostedcitos e osteoblastos apds a irradiacdo decaem e também a sintese de
colageno e a atividade de fosfatase alcalina, a matriz formada € prejudicada e o
processo de mineralizagdo alterado, o que pode ocasionar fraturas espontaneas.
O propésito da pesquisa de Warzler et al. em 1998, foi investigar o potencial de
BMPs (proteinas Osseas morfogenéticas) em melhorar a reparacdo d&ssea
prejudicada pela irradiacdo. Dois defeitos de 3 mm de diametro foram criados na
calvaria de ratos. O defeito foi tratado com diferentes doses de recombinante
humano (rh) BMP-2 usando colageno tipo | como um portador. Irradiagdo com
uma unica dose de 1.200 rads foi realizada 2 ou 7 dias pré-operatério. Animais

nao irradiados serviram como controle. Nova formacao éssea foi avaliada por
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quantificacao de radiografias da calvaria e histolégico no 21° dia apds a cirurgia.
Concluiram que a irradiacao induziu prejuizo na reparagédo da calvaria que pode
ser evitado pela rhBMP-2. Assim, o conceito de regeneracao induzida pela BMP-2
tem importante aplicagdo em cirurgia craniomaxilofacial reconstrutiva apds

irradiacao.

Ocorrem freqlentes complicagbes prejudicando a reparagdo 6ssea em
tratamentos de cancer combinando cirurgia e radioterapia. Essas injurias
dependem da seqiiéncia e do intervalo de tempo, as quais foram estudadas num
modelo experimental definido na pesquisa de Arnold et al. em 1998, onde
avaliaram o prejuizo induzido pela irradiacdo na reparacdo 6ssea em fémur de
ratos, em diferentes tempos antes e depois da cirurgia. O efeito da irradiacdo no
pré e pos-operatorio usando dose Unica de raios X (4.5 Gy/min) foi mensurado nos
tempos de 1 dia, 1, 4, 7, 10 e 26 semanas antes da cirurgia e 6 horas, 1, 2, 3, 4, 7
e 14 dias apds cirurgia, e avaliados por cortes histolégicos usando o método
morfométrico. Concluiram que a tolerancia a irradiacdo aumenta se a radioterapia
€ dada apéds 4 dias da cirurgia, o que tem grande implicagdo na combinacao de
radioterapia e cirurgia envolvendo reconstrugcdo Ossea. Biologicamente, a
regeneragao das células alvo isoladas € insuficiente para justificar o drastico
aumento na radiotolerancia, que deve ser acompanhado por um aumento da

resisténcia celular por causa da diferenciagéao.
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A radioterapia na regido de cabeca e pescogo € um tratamento comum
em casos de lesbes malignas, entretanto, a exposicdo a radiacdo oferece como
resultado varias complicacdes, muitas sdo localizadas e expressadas em curto
prazo apos a irradiacdo. Em 2001, Nagler realizou um estudo dos efeitos da
irradiacdo de cabeca e pescoco em longo prazo em ratos, onde grupos foram
avaliados durante 1 ano. O grupo controle, ndo irradiado, foi comparado aos
grupos irradiados em diferentes doses, sendo estas de 2,5; 5; 7; 10 e 15 Gy. O
grupo que recebeu 2.5 Gy e 5 Gy sobreviveram o periodo de 1 ano do estudo, ao
contrario aconteceu aos grupos que receberam 7.5, 10 e 15 Gy. Concluiram que
os dados acumulados demonstraram o devastador resultado da irradiagdo em
cabeca e pescogos, sendo que efeito da irradiacdo € dose dependente e
manifestada por uma prolongada e crénica deterioracdo no estado geral de saude,

eventualmente resultando em morte animal.

2.3 O SELENIO

2.3.1 O Metabolismo do Selénio

Em 1970, Sandstead et al. relatam que diversas substancias presentes
na nutricdo dos seres-humanos, como cobre, zinco, cromo, manganés e selénio,
sdo bem conhecidas, porém informacdes a respeito da fisiologia humana ainda
ndao sdao bem explicadas. Esses mesmos autores relatam ainda que estes
elementos sdo essenciais para os mamiferos, apresentando funcées metabdlicas

especificas, e que sua deficiéncia resulta em sindromes que podem ser
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observadas no homem. Suas fungdes metabdlicas podem influenciar em algumas
proteinas ou outras moléculas, podendo também funcionar como coordenador de
forcas entre essas moléculas. Podem também agir em algumas enzimas

(metaloenzimas), sendo essencial para a fungdo das mesmas.

O decréscimo da fertilidade, o aumento da mortalidade pré-natal e um
tipo de distrofia muscular € reconhecido como consequiéncia da deficiéncia de
selénio na dieta de gados e ovelhas na Nova Zelandia, os animais precisam de
dietas suplementares de selénio para uma boa saude e crescimento, mas ndo se
sabe ainda se o selénio também é tdo essencial na dieta humana. Thomson &
Stewart, em 1974, desenvolveram métodos para avaliar a categoria nutricional do
selénio em pessoas da Nova Zelandia. Utilizaram trés voluntarias do sexo
feminino com idade entre 20 a 33 anos onde foram submetidas a uma dose oral
de 10uCi ["°Se] selenito, contendo ndo mais que 10ug Se. Foram feitos coletas de
urina, fezes, sangue, mensuracdo da excrecao via derme e respiratoria, para
determinar o nivel de absorcéao e excrecao do selénio. Como resultado, verificou-
se que o selénio era rapidamente excretado pela urina durante o primeiro dia, e
que a maior taxa de excrecao (0,4-1,4%) ocorreu durante as duas primeiras horas,
indicando uma rapida absorcdo deste elemento pelo organismo, com um
decréscimo de menos que 0,1% na décima segunda hora, totalizando uma taxa de
excrecao que variou de 7% a 14% da dose durante os quatorze dias de pesquisa.
A excrecao fecal apresentou seu maior nivel durante o quarto e o quinto dia,

durante os quatorze dias o indice de excrecao variou de 33% a 58%, enquanto
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que a dose absorvida pelo intestino variou de 44% a 70%. A dose total absorvida
pelo organismo, determinada pela mensuracdo da perda através da excrecao
fecal e urinaria, foi de 38% a 60% para o sétimo dia e de 35% a 53% para o
décimo quarto dia. Com isso, os autores concluiram que a absorg¢do do selenito
variou consideravelmente para as trés pacientes e que a média de absorcao foi
significativamente menor que nos ratos (92%), provavelmente devido a uma

menor absorgao intestinal do selénio pelo homem.

Segundo Ellenhorn & Barceloux, em 1988, o selénio é um metal
essencial que facilita a reducéo do nivel de peroxidos nos tecidos, destruindo-os
através de sua acao na enzima glutationa peroxidase. Esta enzima é deficiente
quando animais ou humanos consomem uma dieta pobre em selénio. Entre os
sais de selénio, os mais utilizados em pesquisas para a radioprotecdo sao o
selenato de sddio e o selenito de sodio, que apresentam em humanos uma dose
minima de toxicidade de aproximadamente 22 mg/kg e 1 a 5 mg/kg
respectivamente, com os sintomas de nduseas, vOmitos, dores abdominais e

tremores que sdo normalizados em 24 horas.

Em 1989, Patterson et al., desenvolveram um modelo cinético que
reproduzia o metabolismo humano a fim de verificar o comportamento do selénio
guando administrado na forma de selenito. Com isso, esses autores relataram que
em humanos o selenito é rapidamente absorvido no plasma, em aproximadamente

30 minutos, apresentando na urina sua maxima excrecdo, nas duas primeiras
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horas ap6s a dosagem. Também foi verificado que o selénio é excretado nas
fezes, porém, baseado no corrente modelo de estudo, foi observado que nos
humanos, o selénio é excretado em maior quantidade pela bile e pelo sulco
pancreatico, em comparacao aos ratos. Esses autores ainda citam que o selenito
€ uma molécula altamente reativa e que quando introduzida no organismo,
apresenta uma série de complexas reacdes resultando na producado de varias
espécies de selénio como selenides, selenotrisulfidres e selénio elementar. A
maxima concentracao de selénio ocorre entre 9 e 14 horas apds a administracao,
apresentando uma consideravel diminuicdo na sua concentracdo no plasma
sangliineo ap6s ao dia da dosagem, podendo ser resultado da utilizacdo pelos
tecidos do material retornado pelo figado. Com isso especula-se que a secregao

ou a excregao do selénio pelo figado se d4 em forma de proteinas, possivelmente

a glutationa peroxidase ou outra selenoproteina.

Em alguns lugares da China e Africa central, a deficiéncia de selénio
pode estar associada com problemas cardiacos e musculares, e também a
osteoartrose (Sindrome de Kashin-Beck), mas o envolvimento de células 6sseas
como os osteoblastos na progressao dessa doenca, ainda néo esta claro. Dreher
et al., em 1998, pesquisaram o envolvimento de selenioproteinas no mecanismo
de diferenciacdo e defesa celular, para isso estudaram a acdo da glutationa
peroxidase em osteoblastos de fetos humanos (células hFOB) usando bagagem
metabdlica de selénio-75. Concluiram que a agdo das selenioproteinas na

glutationa peroxidase em células hFOB representa um novo sistema de defesa
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antioxidante dos osteoblastos, protegendo-o contra os peréxidos de hidrogénio

produzidos pelos osteoclastos durante a remodelacao ossea.
2.3.2 Mecanismos da Acao Antioxidante do Selénio

Tappel, em 1965, estudou os danos provocados pelos radicais livres na
peroxidacdo de lipidios e sua inibicdo pelo selénio e pela vitamina E a nivel
celular, e concluiu que esses danos atingem as mitocondrias e o reticulo
endoplasmatico, produzindo grandes alteracbes nos mesmos. Também verificou
que o mecanismo de acao antioxidante do selénio é semelhante ao dos radicais
sulfurados, porém com uma superioridade em relagdo aos mesmos, sendo
classificado em: a) antioxidante lipidico que inibe a peroxidacao; b) decomposicao

do peroxido; ¢) captura dos radicais livres; d) reparo dos danos moleculares.

Em 1972, Rotruck et al. realizaram um experimento com a finalidade de
verificar a possivel relacdo do selénio com a enzima glutationa peroxidase. Ratos
foram submetidos a dietas com deficiéncia de selénio e dietas com 0,5 ppm de
selénio, na forma de selenito de sédio, estando todas as dietas acrescidas de 50
mg de alfa-tocoferol por kilograma de dieta. Como resultado foi observado que os
animais do grupo com deficiéncia de selénio, apresentavam muito menos
glutationa peroxidase do que o grupo da dieta com selénio. Isso possibilitou o
inicio de uma suspeita de que o selénio poderia fazer parte da constituicao da
glutationa peroxidase, tornando-se alvo de vérias pesquisas, pois se tinha o

conhecimento de que o mecanismo primario desta enzima € a degradacao, em
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baixos niveis, de perdxido de hidrogénio nas células, além de também agir nos
hidroperéxidos de acidos insaturados gordurosos, mostrando ser um importante
protetor dos lipidios da membrana celular contra a desintegracdo a partir da

oxidagao.

Em 1973, Flohe et al. classificaram a enzima glutationa peroxidase
como uma selenoenzima, pois verificaram que a deficiéncia de selénio levava a
diminuicdo na atividade desta enzima, o que permitia considerar o selénio um
essencial componente da glutationa peroxidase. Este achado pode, segundo os
autores, explicar algumas manifestagdes patoldégicas que ocorrem com a
deficiéncia do selénio que, normalmente, estdo relacionadas com a peroxidacao

de lipidios insaturados em membranas bioldgicas.

Em 1974, o efeito da dieta com o selénio na atividade da glutationa
peroxidase (GSH-Px) também foi verificado nos eritrécitos e no figado de ratos por
Hafeman et al. que utilizaram uma dieta com selenito de sédio, onde foram feitos
dois experimentos. No primeiro, foi utilizado o selénio em diversas concentra¢des
(0; 0.05; 0.10; 0.5; 1 e 5 ppm), dividindo os animais em seis grupos. Os autores
observaram que o selénio tinha uma grande influéncia na atividade da glutationa
peroxidase apresentando, nos eritrdcitos, sua maior atividade no grupo com 5 ppm
de selenito de sodio, com uma média de 132% de acréscimo em relagao ao nivel
inicial, enquanto que no figado sua influéncia foi sempre mais pronunciada, com

uma maior atividade no grupo com 1 ppm de selenito de sddio, contrariando os
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achados para os eritrocitos, podendo ser explicado, provavelmente, pelo dano
hepatico provocado pela toxicidade do selénio em grandes concentracdes. No
segundo experimento, foram utilizados ratos submetidos a uma dieta com
deficiéncia de selénio durante nove meses, sendo em seguida dividido em quatro
grupos que foram administrado uma dieta com diferentes concentragbes de
selenito de sédio (0, 0.1, 0.5 e 5 ppm). Foi observado que estes animais
possuiam, previamente a administracdo do selénio, uma deficiéncia na atividade
da glutationa peroxidase ao nivel dos eritrocitos e que, apds a administracdo do
selénio, o aumento da atividade enzimatica foi maior no grupo com 5 ppm de
selenito de sédio. Com esses resultados Hafeman et al. afirmam que o selénio é

essencial para a atividade da glutationa peroxidase.

No mesmo ano, Chow et al. explicaram que a glutationa peroxidase é
uma importante enzima responsavel pela desintoxicacdo da maioria dos peroxidos
lipidios que podem ser formados no organismo, protegendo desta maneira, os
tecidos contra os efeitos deletérios dos mesmos. Também afirmaram que o
selénio é uma parte integrante da enzima glutationa peroxidase, sendo utilizado
para esse estudo ratos submetidos a dietas contendo selénio na forma de
seleniometiona. Como resultado foi verificado que o grupo que possuia deficiéncia
de selénio apresentava uma deficiéncia na atividade da glutationa peroxidase em
aproximadamente 53% no coragao e 39% para os pulmodes, sendo que o0 maior
decréscimo foi verificado no plasma e o menor nas células vermelhas. Quando foi

utilizada a dieta com selénio, foi observado que entre os tecidos estudados, o
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plasma mostrou a maior mudancga na atividade da glutationa peroxidase, com um
acréscimo de 419% em relacdo ao grupo da dieta com deficiéncia de selénio.
Também foi verificado um aumento da atividade enzimatica nos outros tecidos
estudados. Com isso, os autores concluem que o selénio & extremamente
necessario para a atividade da glutationa peroxidase, sendo mais eficaz no
plasma, rim, coracdo, eritrocitos, pulmdes e figado, enquanto que com a
diminuicao do selénio a menor atividade enzimatica foi encontrada no plasma, rim,
coracao, pulmao, figado e eritrécitos. Sendo assim, devido o plasma ser o mais
sensivel na atividade enzimatica em relacdo a dieta com o selénio, os autores
ainda afirmam que € possivel determinar o nivel de selénio pela atividade da

glutationa peroxidase no plasma.

Lawrence et al., em 1976, através de uma experiéncia com ratos
submetidos a uma dieta com deficiéncia de selénio, afirmaram que a atividade da
enzima glutationa peroxidase esta diretamente ligada a dieta com selénio, e que
dietas com deficiéncia desta substancia diminuiam a atividade desta enzima
contra o peréxido de hidrogénio. Para isto, os animais foram divididos em dois
grupos, um com uma dieta com deficiéncia de selénio, e outro com adi¢do de 0,5
mg/kg de selenito de sédio. Foi verificado que a atividade da glutationa peroxidase
em relacdo ao Perdxido de Hidrogénio teve um decréscimo, no grupo com
deficiéncia de selénio, de 8% a 42% em relagcdo ao grupo com administragéo de

selénio.
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2.3.3 Mecanismo da Acao Radioprotetora do Selénio

Breccia et al., em 1969 investigaram a radioprotecdo quimica em
organismos vivos através da administragdo intraperitoneal de derivados de
selénio, entre esses a selenocisteina, o selenocromo e o selenometionina, em
ratos, comparando seus efeitos radioprotetores com o da cisteina. Cinco minutos
apds a injecao destas substancias, os ratos foram irradiados com 600, 750 e 900R
de radiacdo gama e observados por quarenta dias apds a exposicdo. Os
resultados permitiram concluir que na dose de 600R o selenocromo apresentou a
mesma protecdo da cisteina, enquanto que todos os outros derivados do selénio
foram mais eficazes. Com 750R, que representa a dose letal, todos os ratos
tratados com derivados de selénio tiveram uma taxa de sobrevivéncia igual ou
maior que 50%, com excec¢ao do selenometionina. Porém, com a dose de 900R,
nenhum dos componentes derivados do selénio testados foram eficazes, ao

contrario da cisteina e da selenourea.

Os selenoaminoacidos tém mostrado ser um potente radioprotetor,
podendo até cruzar a barreira placentaria e possivelmente proteger o embrido dos
efeitos deletérios da irradiacdo. No estudo de Cekan et al.,, em 1985, testaram o
efeito radioprotetor do selénio contra mal-formagdes induzidas pela irradiagdo em
ratos. Administraram uma dose Unica de selenito de sodio (0.5 mg Se/kg b.w.) via
intraperitoneal em ratos com 9 dias de gestacdo, dada 30 minutos ou 2 horas

antes de receberem 1.75 Gy de irradiacdo no corpo todo. Nos resultados,
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obtiveram uma significativa diminuicdo no numero de malformagdes quando o
selenito de sédio foi injetado 2 horas antes da irradiagdao, o que ndao aconteceu no

grupo em que foi injetado 30 minutos antes.

Segundo Borek et al., em 1986, analisando a ac¢ao inibidora radiogénica
e os mecanismos do selénio e da vitamina E, relatam que o selénio é um
essencial constituinte da enzima glutationa peroxidase, que é responsavel pela
destruicdo do peréxido de hidrogénio. Nesse trabalho as células foram tratadas
com 2,5 uM de selénio e 7uM de vitamina E, sendo expostas 24 horas depois a
radiacao X. Os resultados indicaram um considerdvel aumento dos niveis de
glutationa peroxidase, catalase e proteinas nao tidis, quando feito um pré-
tratamento com selénio. Quanto ao tratamento com a vitamina E nenhum aumento

nos niveis destas enzimas foi observada. Quando foi feita a interagdo do selénio

com a vitamina E, nao foi constatado aumento na atividade do selénio.

Em 1987, Weiss et al. avaliaram o efeito radioprotetor e a reducao da
toxicidade do WR-2721 através do pré-tratamento com o selénio em
camundongos, devido ser esta substancia utilizada em pacientes submetidos a
tratamento radioterapico, quimioterapico; e em exposicao acidental a explosdes
nucleares ter seu uso limitado pela grande toxicidade que esta droga possui,
incluindo como sintomas nauseas e vomitos. Foi utilizado o selenito de sédio
injetado intraperitonealmente em um volume que era de aproximadamente 1% por

peso corporal do animal e foi dada uma dose de radiagdo de 9Gy de °CO. Como
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resultado, estes autores observaram que quando o selénio era administrado 24
horas antes da dose letal de WR2721 (800-1200mg/kg) foi encontrado um
aumento significativo no numero de sobreviventes que era potencializado com a
dose do selénio, enquanto que quando o selénio era administrado
simultaneamente, ele nao reduzia a toxicidade do WR2721. Quando foi analisada
a acao somente do selénio, foi verificado que havia um moderado efeito
radioprotetor. Estes dados indicam que o pré-tratamento com o selénio além de
diminuir a toxicidade do WR2721, provoca também um aumento em sua acao

radioprotetora.

Sandstrém et al., em 1989(a) verificaram que o selénio induz a variagao
do nivel de atividade da enzima glutationa peroxidase, porém nao tendo efeito na
protecao da quebra do DNA e da lise celular provocada pela radiacao. Para esse
experimento foram utilizados trés tipos de células mamarias as quais sofreram um
"banho" de um soro contendo baixa concentracao de selénio e apds um periodo
de trés semanas foi adicionado 100nM de selenito de sédio. A radiagcao utilizada

' Nao houve

era produzida por uma fonte de "*’C (raios Gama) de 0,60 Gy min -
diferenca quanto a radiossensibilidade entre o grupo controle e o grupo tratado
com o selénio, contrariando a grande diferenca da atividade enzimatica da
glutationa peroxidase, que se apresentava bastante aumentada. Também foi
testado o nivel de atividade de outras enzimas, como a CuZn superoxide

dismutase e catalase, porém com os resultados minimamente influenciados pelo

tratamento com o selénio. A diferenga também foi insignificante quanto ao numero
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de quebras nos DNAs pela radiagdo em relacdo ao grupo controle e o grupo
tratado. Os resultados mostraram que os efeitos radioprotetores do selénio nao
séo devido ao aumento da atividade da enzima glutationa peroxidase, mas a um

possivel fator de dependéncia do selénio.

Sandstrém et al, também em 1989(b), avaliaram o aumento da
atividade da glutationa peroxidase para a protecao das células humanas contra o
peroxido de hidrogénio através do selénio. A pesquisa foi feita com células
humanas a qual foi tratada com 100nM de selenito por 10 a 15 dias e expostas ao
peroxido de hidrogénio por 30 a 60 minutos, o que permitiu concluir que estas
células sofreram um aumento consideravel no nivel da atividade da glutationa
peroxidase, porém o autor cita que, mesmo com 0 aumento desta enzima, ela é
incapaz de proteger o DNA da acao das radiagdes ionizantes, agindo apenas na
prevencao da lise celular provocado pelo peréxido de Hidrogénio que nao destréi o

DNA.

Borek et al, em 1986, cita que quando utilizado o agente anti-
carcinogénico (C3H 10T1/2) com células de Hamster pré-tratadas com Selénio e
expostas aos diversos tipos de radiagdes como raios X, luz ultravioletas, entre
outros, estas células aumentavam o nivel de glutationa peroxidase e catalase,
aumentando assim a destruicdo dos peréxidos. Ele também relata que o selénio,
assim como outras substancias antioxidantes e certas vitaminas podem ter acao

anticarcinogénica.
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Em 1995, Wu et al. pesquisaram a agcao do metabolismo do selénio e a
inducdo da morte celular através do seleniodiglutationa, comparando seus efeitos
celulares com o peréxido de hidrogénio (H»O.). Para isso, os autores utilizaram
células mamarias de ratos da linhagem C57, utilizando também uma célula
clonada desta, que se denominava B19. Esta célula clonada era resistente ao
seleniodiglutationa, que € o primeiro metabdlito formado quando ha a reducéo do
selenito em glutationa, e € um agente anti-carcinogénico apresentando também
uma alta toxicidade que pode provocar a apoptose. Os resultados mostraram que
a seleniodiglutationa provoca mudangcas morfolégicas celulares similares ao
peroxido de hidrogénio sugestivo de apoptose, porém através de mecanismos
diferentes, fato que foi verificado nas células resistentes ao seleniodiglutationa que
se apresentavam igualmente sensiveis ao H>O2 sendo induzidas a morte células.
Estes autores concluem que tanto o seleniodiglutationa como o peréxido de
hidrogénio induzem a morte celular, porém o mecanismo como isso ocorre nao foi

esclarecido.

Ainda neste ano, Lu et al. avaliaram a genotoxicidade do selénio
dissociando dos efeitos inibitérios de crescimento celular (acao anticarcinogénica),
ou seja, tinham como objetivo avaliar se a quebra do DNA (single-strand break)
poderia ser dissociado dos efeitos bioldgicos que estdo associados com a inibigao
do cancer. Foram utilizados varios componentes do selénio, entre eles o selenito
de sbédio com uma linhagem de células tumorais epiteliais de mama de ratos

(MOD). Estes autores verificaram que a agao inibitéria do crescimento pode ser
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dissociada da genotoxicidade, porém o selenito induz a quebra de DNA (single e
double-strand break) e a morte celular. Também foi verificado que 0 mecanismo
de acao molecular dos compostos de selénio sdo diferentes, visto que o
metilseleniocianato e o SE-metilselenocisteina nao induzem ao DNA single-strand

break, mas produzem inibi¢cdo da proliferacao celular e a morte celular.

O estudo da inibigao da atividade do mecanismo de ligacao do DNA
através do uso do selenito e o selenodiglutationa (GS-Se-SG) foi avaliado por
Spyrou et al em 1995. Sabendo-se que o complexo AP-1 € um importante fator de
transcricdo para a regulacédo do crescimento e diferenciagao celular, estes autores
avaliaram a ligacao desse complexo com o DNA, utilizando extratos nucleares de
linfécitos humanos 3B6. Para isso, foram realizados pré- tratamentos com selenito
e com selenodiglutationa nos linfocitos intactos e também diretamente no extrato
nuclear. Os resultados demonstraram que quando aplicados diretamente no
extrato nuclear durante 10 minutos, o selenito necessitou de uma dose de 7,5 uM
para uma inibicao de 50% da ligacdo AP1-DNA e de 0,75 uM para a mesma taxa
de inibicao utilizando o GS-Se-SG, enquanto que para o selenato necessitou-se
uma alta concentragédo (250 uM ). Quando se aplicou estes componentes com as
mesmas doses em linfécitos intactos, a inibicao da ligacdo AP1-DNA foi de 50%
para o selenito, enquanto que para o selenato ndo houve inibicdo. Com isso estes

autores concluiram que o selenito e 0 GS-Se-SG séo potentes inibidores do AP1-
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DNA e, consequentemente, inibidores do crescimento celular, mostrando ser um

possivel mecanismo da inibicdo do crescimento de células tumorais.

Em 1998, Rafferty et al. realizaram um trabalho avaliando as diferentes
expressoes das selenoproteinas em células epiteliais humanas, e a protecao do
selénio contra a indugao da morte celular pela radiagdo UVB. Concluiram que, das
trinta selenoproteinas existentes, somente quatorze tiveram acao efetiva contra as
radiagbes UVB, e destas as mais eficazes foram a selenometionina,
selenocisteina e o selenito de sddio. Seu estudo foi definido analisando o perfil
dos queratindcitos, melandcitos e fibroblastos, porém as selenoproteinas
produziram protegdo somente nas duas primeiras células. Em relacdo ao
queratindcito, a dose de UVB (960j/m?) utilizada produziu uma mortalidade de
80% quarenta e oito horas apds a irradiagdo. Com a adicao do selenito de sédio e
a selenometionina previamente a exposicao, este obteve um aumento significante
na prevengao a morte celular, com uma protegao mais efetiva do selenito de s6dio
com doses de 1 a 200nM, sendo considerada a dose ideal em aproximadamente
10nM. Em relacdo ao selenometionina, foi verificado que este se apresentava
menos eficaz em relagdo ao selenito de sédio, e que era necessarias altas doses
para uma significante prote¢do aos raios UVB. Na andlise dos melandcitos, estes
se apresentavam mais sensiveis as radiacdées UVB em relacao aos queratinécitos,
necessitando de uma dose de 720j/m? para produzir uma morte de
aproximadamente 80% das células, apresentando os efeitos dos compostos de

selénio semelhantes aos encontrados nos queratinécitos. Também foi verificado
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que tanto para os queratindcitos como para os melandécitos, os efeitos do selenito
de sédio e do selenometionina foram maiores quando administrados vinte e quatro
horas antes da exposicdo, com a maxima dose de protecdo em 50nM para o

selenito de sbdio, e de 200nM para a selenometionina.

Em 1999, Stewart et al., avaliaram trés componentes de selénio quanto
sua toxicidade, atividade na enzima glutationa peroxidase, apoptose e
radioprotecdo. Para isto, foram utilizadas culturas de células de ratos
(queratinécitos) previamente tratadas com selenito, selenocistamina e
selenometionina, onde ap6s 24 horas foram feitas as andlises. Quanto a
toxicidade, foi verificado que o selenito é o mais citotoxico, induzindo citotoxidade
em doses acima de 10 ug Se/ml, enquanto que o selenometionina ndo apresentou
toxicidade em nenhuma das doses analisadas. Na atividade da enzima
antioxidante glutationa peroxidase, foi verificado que todos os derivados de selénio
testados apresentaram um aumento em sua concentragéo, estando diretamente
ligado com os resultados preventivos das lesdes oxidativas no DNA, provocados
nas células testadas com a exposicdo a radiacdo UVB. Quanto ao indice de
apoptose, foi verificado que o selenito apresentou o maior indice, seguido pela
selenocistamina, enquanto que o selenometionina ndo apresentou indices

significativos de apoptose.

Tuji, em 2001, avaliou a acdo do selenito de s6dio como substancia

radioprotetora através do processo de reparagdo tecidual. Foram produzidas
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feridas na regido dorsal de ratos, os quais foram divididos em 4 grupos; controle,
irradiado, selénio, selénio/irradiado. Os resultados obtidos mostraram que a
aplicagdo de selenito de sodio administrado 24 horas antes de altas doses de
irradiacao de elétrons (6 MeV) em tecido de granulacdo apresentou-se como
radioprotetor eficaz, visto que o grupo irradiado no qual foi administrado o selenito

de sddio comportou-se histologicamente semelhante ao grupo controle.

2.3.4 O Selénio no Metabolismo Osseo

Ha uma concordancia geral em que a deficiéncia do selénio combinada
com a deficiéncia de vitamina E leva a anormalidades severas, com a patologia de
Kashin-Beck, com osteoartrose degenerativa cronica. Em 1997, Turan et al.,
investigou o efeito da dieta de selénio e vitamina E em tecido 0sseo e
propriedades biomecanicas do osso. Utilizaram coelhos jovens de ambos os sexos
divididos em um grupo com dieta apropriada de selénio e vitamina E, dieta
deficiente de selénio e vitamina E e uma dieta excessiva de selénio. Na analise
microscopica do tecido 6sseo, os grupos com deficiéncia de selénio e vitamina E
mostraram achados compativeis com a osteomalacia. O decréscimo da forca
biomecanica no tecido 6sseo foi significante nos grupos com deficiéncia em
selénio, em vitamina E e em dieta excessiva em selénio quando comparados ao

grupo controle.

No mesmo ano, Sun & Liu, avaliaram a relacdo entre o selénio e a

osseointegracao de implantes de titanio. A pesquisa foi feita em coelhos adultos,
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onde receberam uma dose de 10 microgramas/kg de Na2SeQOg3, via intramuscular
por 6 dias pos-operatério. Achados histologicos e testes mecanicos foram
avaliados. Os resultados mostraram que no grupo contendo selénio, o 0sso ao
redor do implante teve relatos positivos na solidez na sua fixacdo. Concluiram que
0 selénio pode acelerar a osseointegragdo e promover maior intensidade na
fixacdo dos implantes quando comparado ao grupo controle em 1 a 4 semanas

apds a cirurgia.

Ytrehus et al, em 1999, realizaram um estudo com o objetivo de
esclarecer a etiologia e a alta freqiéncia de fraturas ésseas e osteoporose em
duas populacdes de alces na Noruega, no sul e regido central. Usaram amostras
do figado, analisando varios metais e entre eles o selénio. Analisaram também o
metacarpo com exames histologicos, radioldgicos e quimicos. Uma consideravel
diferenca na concentracao de selénio no figado foi observada, sendo que na
regiao sul esta concentragdo era 10 vezes maior do que na regiao central. Mesmo
assim os alces ndo apresentavam sinais de toxicidade ou qualquer anormalidade
como cirrose hepatica, que € um achado tipico na intoxicagdo crénica de selénio.
Os autores concluiram que n&o foi encontrada nenhuma indicagdo que os
elementos tragados estivessem envolvidos no aumento de fraturas ésseas nos

alces da regiao sul da Noruega.

A importancia do selénio no metabolismo ésseo ndo € conhecida,

algumas condigdes clinicas como a osteoartropatologia de Kashin-Beck tem sido
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associada com a deficiéncia do selénio. Também, na deficiéncia do selénio ocorre
retardo do crescimento em ratos, mas isto ndo esta bem definido se a inibicao do
crescimento esta associada com mudangas no metabolismo 6sseo. Em 2001,
Moreno-Reyes et al, investigaram o efeito da deficiéncia do selénio no
metabolismo ésseo em ratos. Utilizaram ratas que foram submetidas a uma dieta
pobre em selénio contendo 0.005 mg/kg por no minimo 42 dias antes de serem
fecundadas. A dieta pobre de selénio causou grande reducdo da agdo da enzima
glutationa peroxidase e sua concentragao no plasma, diminuicdo na altura em
31%, redugao do horménio de crescimento em 68%, diminuicdo do calcio no
plasma e aumento da concentragdo de célcio na urina e ainda a reducao em 23 a
21% da densidade do osso mineral no fémur e tibia. Concluiram que o atraso do
crescimento induzido pela deficiéncia de selénio esta associada com o
metabolismo 0sseo e osteopenia na segunda geracdo em ratos com dieta pobre

em selénio.

Em 2002, Jakob et al., relatam que a expressao de tireodoxina redutase
e outras selenoproteinas em células ésseas representam um meio importante na
regulagdo da reabsorcdo e remodelamento 0sseo. Selenoproteinas e seus
substratos podem influenciar intra e extracelular, como na transcricdo do fator de
atividade, modificacbes de proteinas. Mesmo assim, a avaliacdo de todos os
fatores biolégicos em 0sso e seu potencial terapéutico esta apenas comecgando a

ser pesquisado.
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3 PROPOSICAO

Devido a grande importancia que a radioterapia desempenha no

tratamento de lesbes malignas, apesar das diversas sequelas produzidas nos
tecidos adjacentes a area irradiada, ndo foram encontradas na literatura,
pesquisas que avaliassem a acdo de compostos derivados do selénio, na
reparacao 6ssea em tecido irradiado, embora o efeito radioprotetor deste elemento
ja seja bem conhecido em outros tecidos. Assim, a realizagdao deste trabalho de
pesquisa teve como finalidade avaliar o efeito radioprotetor do selenito de sédio no

processo de reparagao éssea em tibias de ratos irradiados.

34



Efeito do Selenito de Sédio na Reparacdo Ossea em Tibias de Ratos Irradiados

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Apds a aprovacdo pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Campinas, foram selecionados para a presente
pesquisa 100 ratos fémeas (Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar), adultos (90 dias),
com pesos médios de 250 gramas, sendo os mesmos procedentes do Biotério
Central da UNICAMP. Todos os animais foram mantidos durante o periodo
experimental, em gaiolas de policarbonato, que se encontravam em local com
temperatura e umidade controladas, com um ciclo alternado de 12 horas claro-
escuro. A alimentacdo dos animais constou de racdo balanceada padrdo e agua

ad libitum, diariamente.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos, de forma aleatéria, em quatro grupos

experimentais:
=  Grupo I: Controle
= Grupoll: Selénio

=  Grupo llI: Irradiado
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=  Grupo IV: Selénio/ Irradiado
Cada grupo era constituido por 25 animais.

4.3 PRODUCAO DOS DEFEITOS OSSEOS

Para a avaliacdo do processo de reparagao tecidual foram produzidos
defeitos O0sseos nas tibias dos animais. Assim, o procedimento cirargico foi

constituido das seguintes fases:

» Anestesia: os animais foram pesados e a seguir anestesiados via
intramuscular com 1,0 ml/Kg de peso corpéreo de solucdo de Cloridrato de
Ketamina (Dopalen®, Agribrands do Brasil Ltda., Paulinea, SP, Brasil). Foram
utilizadas seringas descartaveis, utilizadas comumente para injegdes de

insulina (Becton Dickson Industrias Cirargicas Ltda).

» Tricotomia: os animais foram entdo submetidos a tricotomia na regidao onde
seria produzido o defeito 6sseo. Em seguida foi realizada a anti-sepsia local

com alcool iodado.

> Acesso ao tecido 6sseo: Com bisturi cirdrgico e utilizando-se laminas
descartaveis (lamina de bisturi n® 15), foi realizada uma incisao continua de
aproximadamente 1 cm. Os tecidos subcutdneo e muscular foram

divulsionados, utilizando-se tesoura romba (tipo Metzembaum), tendo-se
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acesso ao periosteo, o qual foi incisionado e descolado, proporcionando livre

acesso a superficie 6ssea da tibia (figura 1).

Producao do defeito 6sseo: sob irrigacdo constante com solucao salina, foi
confeccionado o defeito dsseo, nas tibias direita e esquerda com broca carbite
n® 6 em baixa rotacdo, apresentando assim com diametro e profundidade de
0,6mm. Apéds produzido o defeito, os tecidos foram reposicionados e suturados
com fio de Mononylon 4.0 (Ethion®, Johnsons do Brasil S.A., Sdo José dos
Campos, SP, Brasil). Os animais receberam, via intramuscular, dose Unica de
1ml/kg de antibidtico (Pentabidtico Veterinario pequeno porte, FORT DODGE
Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil). Ap6s cirurgia nenhuma restricao

de movimentacao foi imposta aos animais.

- :

Figura 1: Defeito 6sseo produzido na tibia
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4.4 ADMINISTRACAO DO SELENIO

Foi administrado o selenito de s6dio com dose de 1,0 mg Se/Kg (Merck
KgaA, Darmstadt, Germany), diluido em agua destilada e injetado via
intraperitoneal nos animais dos grupos selénio e selénio/irradiado. Nos animais
dos grupos controle e irradiado foi realizada a injecdo de agua destilada na
quantidade equivalente ao selenito de sodio, tendo como finalidade submeter os
animais ao mesmo procedimento, causando assim o mesmo tipo de estresse nos
animais. A injecao de selénio para o grupo selénio/irradiado e de 4gua destilada

para o grupo irradiado foi realizada 15 horas antes da irradiagcdo com raios gama.

Figura 2 — Selenito de Sédio Figura 3 — Aplicagdo da solugdo de
Pentahidratado Pentahidratado (pré- selenito de sédio intraperitonealmente
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Trés dias apdés a produgdo dos defeitos 0Osseos, 0s animais
pertencentes aos grupos irradiado e selénio/irradiado, receberam uma dose
simples de radiacdo gama equivalente a 8 Gy, somente nos membros inferiores.
Para a irradiacao foi utilizado um aparelho de Cobalto Terapia (Cobaltogy) modelo
Alcyon, cujas constantes fisicas foram: 125MeV, distancia alvo-fonte de 80 cm,
tempo de exposicao de 7,98 minutos, campo com 10 ratos de 31x16 cm, sendo o

rendimento da fonte de 89,6 cGy/min (Figura 4).

Figura 4: Irradiacao dos animais, somente nos membros inferiores.
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4.6 OBTENCAO DAS PECAS

A obtencdo das pecas foi realizada aos 7, 14, 21, 28 e 45 dias apds a
cirurgia. Cinco animais foram utilizados para cada grupo e entdo submetidos a
anestesia por Cloridrato de Ketamina, sendo removidas as duas tibias de cada
animal, as quais foram devidamente lavadas com solucao fisiolégica e colocadas
em formol neutro tamponado por no minimo 72 horas para fixagdo. As tibias
removidas aos 45 dias foram fixadas em glutaraldeido 2,5% tamponado (pH 7,3-
0,1M), também pelo mesmo periodo. Posteriormente a obtencado das pecgas, 0s

animais foram sacrificados com prolongamento da anestesia.
4.7 METODOS HISTOLOGICOS

Transcorrido o tempo de fixagdo das pecas e posterior lavagem com
tampao fosfato, as amostras foram descalcificadas em EDTA 5%, incluidas em
Paraplast Plus, seguindo a técnica de rotina e seccionadas em micrétomo,
obtendo-se seccbes de 6 um de espessura. Estas foram processadas segundo o
protocolo de Histologia da FOP/UNICAMP para Hematoxilina Eosina e Tricrémico

de Mallory.

As pecas obtidas aos 45 dias, ap6s fixacdo em glutaraldeido 2,5%
tamponado, foram cortadas no centro do reparo, sendo abundantemente lavadas
em agua corrente, por cerca de 2 horas. A seguir lavadas com solucao de Triton a

1% durante 10 minutos e novamente lavadas abundantemente, por cerca de 4
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horas em agua corrente. Terminada a lavagem as pecas foram colocadas na
estufa a 37°C por uma noite e montadas em porta-espécies. A seguir foram
levadas ao metabolizador (Sputter Coater MED 010, Balzers, Liechtenstein) por
100 segundos para uma cobertura de ouro de aproximadamente 10 nanémetros e
observadas no microscopio eletrbnico de varredura DSM 940A da Zeiss

(Alemanha).
4.8 METODOS DE AVALIACAO

4.8.1 Avaliacao Qualitativa

e Coloracao com Hematoxilina Eosina: permitiu a avaliagcdo morfolégica do

tecido 6sseo neoformado.

e Coloracao com Tricromico de Mallory: permitiu a avaliagcdo morfolégica do

tecido 6sseo neoformado, evidenciando melhor certos detalhes do tecido ésseo.

e Microscopia Eletronica de Varredura: foi utilizada para a avaliagdo ultra-

estrutural do tecido 6sseo maduro, a qual foi realizada aos 45 dias.
4.8.2 Avaliacao Quantitativa

¢ Anadlise de Densidade Volumétrica: A densidade volumétrica da area de
reparacao 6ssea nos diferentes grupos foi determinada através do método

de impacto de pontos, observado ao microscopio Optico no aumento de
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10X, onde o campo foi superposto em um reticulo com 100 pontos, sendo

que cada ponto equivalia a 0,065 mm®.
Formula Vv = P x (0,065)%/100 x (0,065)®> mm®mm?
Vv = densidade volumétrica
P = nimero de pontos de impacto.

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Figura 5: Grade reticulada para medir os pontos de impacto.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO QUALITATIVA

5.1.1 Descricao Morfoldgica: Coloracao por Hematoxilina

Eosina.

> 7 dia do Processo de Reparagdo Ossea (Prancha 1):

O grupo controle exibe o local do defeito ésseo evidente, coberto por
fina camada de tecido de granulacdo, ja apresentando grande numero de
trabéculas formadas presentes. O grupo irradiado apresenta o local da ferida |,
somente na sua porcao inferior, preenchido por trabéculas 6sseas, as quais
encontram-se recoberta por um tecido de granulacdo. O grupo selénio mostra o
local da ferida preenchida por tecido de granulagao pouco organizado, observando
a presenca de poucas trabéculas 6sseas na porcdo inferior, que embora em
menor espessura, uma vez que recobre o tecido 6sseo neoformado, apresenta
uma certa semelhanca com o tecido de granulacao que preenche o defeito 6sseo
no grupo irradiado. O grupo selénio/irradiado apresenta um aspecto bastante
semelhante aquele mostrado pelo grupo selénio, podendo-se observar que a area
correspondente ao defeito 6sseo encontra-se totalmente preenchida por tecido de

granulacao imaturo.
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Aos 7 dias do processo de reparacdo 0ssea, a analise morfolégica mostra
que dos quatro grupos avaliados, os grupos selénio, irradiado e selénio/irradiado
apresentam-se com o processo de reparacao Ossea atrasado em relagdo ao

controle, sendo que o grupo selénio/irradiado apresenta o maior retardo.
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Prancha 1: Coloragé&o por Hematoxilina Eosina

7 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Irradiado Grupo Selénio/Irradiado
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> 14’ dia do Processo de Reparacdo Ossea (Prancha 2):

Aos 14 dias o grupo controle exibe o local da perfuracédo parcialmente
preenchido por fibras colagenas pertencentes ao peridosteo recém formado,
mostrando uma formacgao bastante intensa de trabéculas ésseas, podendo ser
observados sinais de formagao de medula vermelha. O grupo irradiado apresenta
trabéculas neoformadas, bastante espessas e em menor numero que 0 grupo
controle, observando-se a presenca de espessa camada de fibras colagenas. O
grupo selénio mostra a presenca de espessas trabéculas 6sseas, com espagos
medulares menores e pequena quantidade de medula vermelha, aparentando
atraso em relagao ao controle. O grupo selénio/irradiado apresenta-se atrasado
em relagdo aos grupos controle e selénio, com um padrao de reparacao O6ssea
semelhante ao grupo irradiado, observando-se, portanto trabéculas &sseas

recobertas por fibras colagenas.

A andlise morfologica aos 14 dias demonstrou uma evolugao no
processo de reparagado, quando comparado ao tempo de 7 dias, em todos os
grupos avaliados. Entretanto, o padrdo de reparacdo aos 14 dias mostra que os
grupos selénio, irradiado e selénio/irradiado apresentam-se com uma reparacao
Ossea atrasada em relacao ao grupo controle, sendo que, 0s grupos irradiado e
selénio/irradiado apresentam agora um processo de reparo com um padrao de

evolucao semelhante.
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Prancha 2: Coloragéo por Hematoxilina Eosina

14 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Irradiado Grupo Selénio/Irradiado
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> 21°dia do Processo de Reparacdo Ossea (Prancha 3):

O processo de reparo do defeito 6sseo mostra-se bem evoluido no
grupo controle aos 21 dias, evidenciado pela presenca da espessa cortical éssea
fechando o defeito, observando-se ainda tecido fibroso recobrindo esta cortical. O
numero de trabéculas 6sseas encontra-se reduzido, o que demonstra a fisiologia
normal do tecido. Abundante quantidade de medula vermelha pode ser observada.
O grupo irradiado apresenta fibras colagenas na superficie da ferida, indicando
que o defeito ésseo ainda nao se encontra recoberto por osso cortical. O grupo
selénio apresenta, como no grupo controle, a cortical 6ssea neoformada, embora
em menor espessura, indicando, portanto, que a sua formacdo se deu
posteriormente a do grupo controle. No grupo selénio/irradiado observa-se
trabéculas 6sseas bastante espessas fechando o local do defeito 6sseo, indicando
também o inicio da formacdo de osso cortical. Pode se observar também a
presenca de tecido fibroso recobrindo a cortical 6ssea neoformada. Em relacéo a

cortical 6ssea, a formagao desta € bem semelhante a do grupo controle.

Aos 21 dias o grupo irradiado é o mais atrasado. O processo de
reparagdo o6ssea do grupo selénio/irradiado mostra-se com um padrao bem
semelhante aquele do grupo controle. O grupo selénio apresenta o processo de

reparo mais evoluido.
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Prancha 3: Coloragéo por Hematoxilina Eosina

21 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Irradiado

Grupo Selénio/Irradiado
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> 28’ dia do Processo de Reparacdo Ossea (Prancha 4):

Aos 28 dias, no grupo controle, o processo de reparo do defeito 6sseo
continuou seguindo o padrdo de evolugdo normal, podendo-se observar a
presenca da camada de 0sso cortical que recobre trabéculas maduras. Presenca
intensa de medula vermelha. No grupo irradiado, observa-se agora a presencga da
camada de osso cortical neoformado, com restos de tecido fibroso e pequeno
namero de trabéculas 6sseas. No grupo selénio, a cortical 6ssea encontra-se em
maior espessura que aquela observada no grupo controle, porém nao indica que
nesta o processo de reparo esteja mais adiantado, pois essa maior espessura
evidencia evolugao quando compara-se com 0 mesmo grupo, aos 21 dias, no qual
apresenta-se menos espessa. Também é marcante a presenga de medula
vermelha. No grupo selénio/irradiado, o padrdo de reparacao 6ssea e bastante
semelhante ao do grupo controle, podendo-se observar que a medula vermelha

encontra-se presente, Como nos grupos controle e selénio.

Aos 28 dias pode-se observar que o processo de reparagao 0ssea no grupo

irradiado continua atrasado em relacdo aos demais.
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Prancha 4: Coloragéo por Hematoxilina Eosina

28 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

- ] LY _' ﬁt R s 0
Grupo Controle

Grupo Irradiado Grupo Selénio/Irradiado
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5.1.2 Descricao Morfologica: Coloracao por Tricromico de

Mallory

O Tricrébmico de Mallory, também como a coloracao por Hematoxilina
Eosina, foi utilizado para a avaliacdo morfoldgica. Entretanto, esse evidencia
melhor certos detalhes do tecido Osseo, entre outros. As trabéculas désseas
coradas em azul revelam a sua natureza ainda imatura, ao passo que, uma
coloracao castanha mostra a evolucdo deste tecido. Nestas condi¢cbes, quanto

mais castanha o tecido 6sseo se apresentar, mais evoluida é a sua maturacao.

Assim sendo, pode-se observar que, em relacdo ao grupo controle, os
demais grupos experimentais mostraram-se menos evoluidos, até o décimo quarto
dia (prancha 5). Aos 21 dias, pode-se observar que as trabéculas 6sseas dos
grupos controle, selénio e selénio/irradiado apresentam coloracdo castanha;
entretanto, no grupo controle esta é bem mais acentuada (prancha 6). Quando
todos os grupos apresentam a cortical 6ssea, aos 28 dias, torna-se bem
acentuada a diferenga entre 0os grupos, observando-se que os grupos controle,
selénio e selénio/irradiado apresentam um padrdo de maturacdo da cortical
bastante semelhante. O grupo irradiado, ao contrario, apresenta somente regides
localizadas de maturacado 6ssea na sua cortical, indicando o retardo em relagao
aos demais grupos. Quanto as trabéculas 6sseas, é evidente o processo no grupo
controle, estando mais préximo a esse padrdao normal de maturacado éssea, o

grupo selénio/irradiado (prancha 6).
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Prancha 5: Coloracéao por Tricrémico de Mallory

7 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Controle Grupo Selénio Grupo Irradiado Grupo
Selénio/lrradiado

14 dias(aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Controle Grupo Selénio Grupo Irradiado Grupo
Selénio/lrradiado
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Prancha 6: Coloracao por Tricrdmico de Mallory

21 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

i S N
Grupo Controle

v

Grupo Selénio Grupo Irradiado

Selénio/lrradiado

28 dias (aumento original 6,3 x 1,25 x 10)

Grupo Controle Grupo Selénio Grupo Irradiado Gruqu )
Selénio/lrradiado
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5.1.3 Avaliacdao do Padriao Osseo (Prancha 7)

A fim de verificar o padrdo 6sseo, utilizou-se a microscopia eletrénica de
varredura. Para avaliar o padrdo 6sseo maduro, as pecas foram avaliadas aos 45
dias. Nos grupos controle, selénio e selénio/irradiado, observou-se a presenga das
corticais Osseas, e no interior destas, 0 0sso esponjoso. No grupo irradiado,

observa-se auséncia total de 0sso esponjoso entre as corticais ésseas.

Prancha 7: Microscopia Eletrénica de Varredura

i

Figura 2.2 - Irradiado 45 dias Figura 2.4 - Selénio Irradiado 45 dias
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5.2 Avaliacao Quantitativa

5.2.1 Densidade Volumeétrica

A fim de verificar a densidade volumétrica em mm?®do osso, foram feitas
2 medidas em areas diferentes, na mesma lamina, como explicado anteriormente
em materiais e métodos, contando os pontos de interseccdo entre a grade e as
trabéculas 6sseas. A seguir foi calculada a densidade volumétrica do osso pela

férmula:
(Vv = P x (0,065)%/100 x (0,065)% mm?®)

Os dados obtidos pela medida da densidade volumétrica foram submetidos
a tratamento estatistico pelo teste de Tukey. Os resultados estdo disponiveis na

Tabela 1.
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Tabela 1: Médias seguidas de letras distintas (maitdsculas na vertical dentro de cada tempo

e Mindsculas na horizontal) diferem entre si pela ANOVA e teste de Tukey.

TEMPO| SELENIO IRRADIACAO
Com Sem
2 - Média 2-DP 1- Média 1-DP

7 Com 0.027Ab 0.002739 0.22Aa 0.066427

Sem 0.015Ab 0.028284 0.23Aa 0.05863
14 Com 0.224Bb 0.176685 0.477Aa 0.034022
Sem 0.32Aa 0.087106 0.197Ba 0.032519
21 Com 0.209Aa 0.060249 0.18Aa 0.098489
Sem 0.178Aa 0.090526 0.22Aa 0.187383
28 Com 0.069Ab 0.023822 0.218Aa 0.041322
Sem 0.057Ab 0.041018 0.205Aa 0.035355
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Observa-se pela Tabela 1, que quando comparados 0s Qrupos
selénio/irradiado e selénio houve diferenca estatistica nos tempo 7, 14 e 28, sendo
semelhantes, portanto, apenas aos 21 dias. Comparando-se o0s grupos irradiado e

controle houve diferenca estatisticamente significante nos tempos de 7 e 28 dias.

Comparando-se 0s grupos selénio/irradiado e selénio observa-se

diferenca apenas aos 14 dias, em que o grupo irradiado obteve maior média.

Comparando-se agora os grupos selénio e controle, observa-se que
também houve diferenca estatisticamente significante apenas aos 14 dias,

estando o grupo selénio com a maior média.
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6 DISCUSSAO

O osso constitui um tecido metabolicamente ativo, cuja atividade é

essencial para manter a integridade tecidual e a homeostasia do organismo.
Essas fungdes sdo desempenhadas por um conjunto de 0ssos que corresponde
ao esqueleto 6sseo. Segundo Guyton (1997), o esqueleto apresenta trés
importantes fungdes: mecanica, servindo de sustentacao ao corpo, sendo o local
de insercdo dos musculos; funcao protetora, protegendo assim érgaos nobres
como as visceras e a medula éssea; e, por fim, fungcdo metabdlica, representando
0 maior reservatorio de ions célcio, fosforo e magnésio, os quais sao necessarios

para a manutengdo da homeostasia mineral.

e

O tecido 6sseo corresponde a um tipo especializado de tecido conjuntivo. E
formado por trés tipos de células: os ostedcitos, que se encontram situados em
cavidades no interior da matriz éssea; os osteoblastos, responsaveis pela
producdo da parte organica que compord a matriz éssea; e por fim, os
osteoclastos, células responsaveis pela reabsorcao do tecido 6sseo, apresentando
participacado ativa no processo de remodelamento. Estes tipos celulares estao
dispostos em uma matriz éssea, a qual corresponde a um material extracelular

calcificado.
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Visto que o esqueleto 6sseo é um érgdo metabolicamente ativo, ele sofre
um processo continuo de formagao e absorcao. Esse processo € conhecido como
remodelamento 6sseo ou turnover 6sseo e sofre a influéncia de diversos fatores,
tanto intrinsecos, sistémicos e locais, quanto fatores extrinsecos. Dentre os fatores
sistémicos o estrogénio é, provavelmente, o horménio mais importante na
manutencao do turnover ésseo normal (Raisz, 1999). J4, quanto aos fatores locais
que interferem no remodelamento 6sseo, tém-se os fatores de crescimento (IGF,
TGF B), as citocinas, as prostaglandinas e as proteinas da familia de receptores

do fator de necrose tumoral (Raisz, 1999).

O remodelamento 6sseo tem inicio ainda na vida intra-uterina. Uma vez que
0 esqueleto encontra-se completamente formado, quase toda a atividade
metabdlica ocorre através do remodelamento (Raisz, 1999). Entretanto, para que
seja mantido este processo, € necessaria a interacdo de duas linhagens de
células: a linhagem mesenquimal osteoblastica e a linhagem osteoclastica

hematopoiética, segundo Bruder et al. (1994).

Diante de um fator que cause a alteracdo da integridade do tecido ésseo,
como no caso de fraturas e cirurgias, este necessita de reparacao, a fim de voltar
a exercer suas atividades funcionais normais (Junqueira & Carneiro, 1999; Carano
& Filvaroff, 2003). Sendo assim, como todo processo bioldgico, a reparacao 6ssea
pode ser influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos, como a osteoporose e

a radiacao, respectivamente. Uma vez que durante o processo de reparo também
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ocorrem eventos de remodelamento désseo, este também pode sofrer a acado

destes fatores.

Avaliando-se os resultados morfologicamente, pelos métodos
Hematoxilina Eosina e Tricrbmico de Mallory, observou-se que aos 7 dias do
processo de reparagdo 0ssea, 0 grupo controle apresentava a regido onde foi
realizado o defeito 6sseo, completamente preenchido por trabéculas 6sseas, as
quais correspondiam, portanto, a osso neoformado. Segundo Vizioli et al. (1974),
um processo de reparagcao 6ssea aos 5 dias apresenta um tecido de granulagao
com grande proliferacdo fibroblastica, o que seria o inicio do processo de
reparacdo, uma vez que o0s osteoblastos surgem a partir dessas células
mesenquimais, como foi realizado nesta pesquisa. Vizioli et al. (1974), observaram
que a osteogénese teve inicio entre 11 e 16 dias, portanto num periodo posterior
aquele em que ja observava-se a presenca de trabéculas ésseas no presente
trabalho de pesquisa que, como ja citado, foi de 7 dias. Entretanto, Carvalho et al.
(1997), observaram que pelo menos nas regiées apical e terco médio de alvéolos
de ratos Wistar, aos 7 dias, ja é possivel observar um delicado osso trabecular
com a presenca de osteoblastos. Observa-se, portanto, que aos 7 dias do
processo de reparacdo tecidual avaliado nesta pesquisa, este se encontra,
segundo a descricao, um pouco mais adiantado em relagcdo aqueles observados
por Vizioli et al. (1094) e Carvalho et al. (1997). Convém, portanto, fazer-se uma
ressalva: nos trabalhos citados o processo de reparo foi decorrente de extracées

dentais, deixando a regido em um meio mais propicio a apresentar fatores que
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possam, mesmo que minimamente, interferir no processo normal de reparagao
0ssea, principalmente no inicio do processo, quando pode ocorrer rompimento do
coagulo. Nesta pesquisa, os defeitos ésseos foram produzidos nas tibias de ratos

e, portanto, em outras condigdes.

Gartner & Hiatt (2003), observaram também que apdés uma semana da

ocorréncia de uma fratura, ja existe um calo interno de osso trabecular.

Ainda aos sete dias do processo de reparacao 6ssea, embora o grupo
selénio apresente inicio de osteogénese, observa-se que esta é incipiente em
relacdo ao grupo controle. A propriedade antioxidante de uma grande maioria de
derivados do selénio, dentre eles, o selenito de sodio é bastante conhecida como
observado nas pesquisas realizadas por Tappel (1965). Sabe-se que durante um
ato cirdrgico, em que a arquitetura normal de um tecido é rompida, ocorre a
formagédo de radicais livres. Assim, era esperado que o0 grupo de animais que
recebeu selenito de sodio, apresentasse o0 processo de reparacao tecidual mais
evoluido em relagdo ao grupo controle, uma vez que 0s animais receberam o

antioxidante. Entretanto, isso néo foi observado.

Embora o selenito de sédio seja considerado um potente antioxidante,
este corresponde a um mineral tdxico, quando ministrado em altas doses,
conforme citado por Hafeman et al. (1974). Assim, o padrdao de reparacao 0ssea

apresentado pelo grupo selénio aos sete dias, pode ser perfeitamente explicado
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pela dose de selénio ministrada, que foi de 1,0 mg/Kg de peso corpdreo),

evidenciando-se, portanto como uma dose téxica.

Como o grupo selénio apresentou retardo no processo de reparo, € 0
animal foi submetido a um agente externo agressor, no caso a radiacao, era de se
esperar que 0 processo mostrasse um padrdo de reparagdo 6ssea com maior
prejuizo. Realmente, avaliando-se as laminas histolégicas, aos sete dias do
processo de reparacao tecidual, o grupo selénio/irradiado apresentava o maior
retardo, evidenciando mais uma vez o efeito toxico do selénio, bem como o dano
causado pela radiacdo que também pode ser observado quando se avaliou o
grupo que foi somente irradiado. Danos da radiagdo no tecido ésseo também
foram observados por outros autores em experimentos animais (Guglielmotti et al.,
1986; Widmann et al., 1993; Wurzler et al., 1998; Arnold et al., 1998) e também

em experiéncias com individuos submetidos a radioterapia (Wall et al., 1996).

Aos 14 dias, o processo de reparacgao tecidual mostrou-se com padroes
diferentes em relacéo aos sete dias. Embora, o grupo selénio ainda apresentasse
0 processo de reparo mais atrasado que do grupo controle, este estava mais

adiantado em relacao aos grupos irradiado e selénio/irradiado.

Aos 21 dias, entretanto, o grupo selénio apresentava a reparacao 6ssea
mais adiantada do que aquela do grupo controle. Este fato pode ser explicado pela
excrecao de uma porcao do selenito de so6dio. Na pesquisa realizada por Thomson

& Stewart (1974), foi observado que aos 14 dias houve uma taxa de excregcao do
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selénio pela urina de 7% a 14% e pelas fezes de 33% a 58%. Assim, uma vez que
foi eliminado uma parte do selenito de sodio, a qual seria toxica, 0 processo de
reparacao tecidual seguiu normalmente. Este fato foi evidenciado também pelo
grupo selénio/irradiado, demonstrando o efeito radioprotetor do selenito de sodio.
A acgédo radioprotetora do selenito de sdédio foi evidenciada nas pesquisas
realizadas por Breccia et al., 1969; Borek et al, 1986; Weiss et al, 1987,
Sandstrén et al., 1989; Borek, 1986; Rafferty et al., 1998; e Tuji, em 2001. A acao

radioprotetora do selenito de sodio pode ser observada também aos 28 dias.

O padrao de reparacao 6ssea observado pelo método de Hematoxilina
Eosina foi mantido por todos os grupos, quando avaliado pelo método de
coloragéo de Tricrdmico de Mallory. Como citado anteriormente, o Tricrémico de
Mallory mostra a maturacéo tecidual. Assim, quanto mais maduro o tecido mais
tonalidade de coloragédo castanha sera observada. Aos 28 dias, torna-se evidente

a diferenca entre os grupos, principalmente quando se observa a cortical éssea.

A avaliagdo quantitativa, realizada através da densidade volumétrica,
mostrou que quando comparados 0s grupos selénio e selénio/irradiado houve
diferenca estatisticamente significante nos tempos 7, 14 e 28 dias. O grupo
selénio/irradiado apresentou menores médias em relacao ao grupo selénio, com
excecdo do processo de reparo avaliado aos 21 dias, em que 0S Qgrupos
apresentavam, estatisticamente, um padrao désseo semelhante ao do grupo

selénio/irradiado apresentando maior meédia. Essa maior média apresentada,
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provavelmente, seja decorrente do fato de que aos 21 dias, o grupo
selénio/irradiado mostrava trabéculas bastante espessas, sendo semelhante ao
grupo controle, ndo se observando diferenca estatisticamente significante entre
esses dois grupos, ou seja, controle e selénio/irradiado, o que indica o efeito

radioprotetor do selenito de sédio.

A espessura das trabéculas ésseas pode explicar também o fato de que
entre 0s grupos controle e selénio, foi observada diferenga estatistica somente aos
14 dias, observando-se que as trabéculas no grupo selénio apresentavam-se
bastante espessas, 0 que resultou em médias maiores de densidade volumétrica
para esse grupo, mas nao significando que o processo de reparo se mostrasse
mais adiantado em relacdo ao grupo controle, pois embora com trabéculas mais

espessas, esse trabeculado ésseo apresentava-se, no entanto, imaturo.

A andlise por microscopia eletrbnica de varredura foi realizada com o
objetivo de ser avaliado o tecido ésseo maduro, uma vez que Vizioli et al. (1974),
observaram em sua pesquisa que a maturacdo do trabeculado 6sseo iniciou-se
aos 23 dias. Observou-se que o grupo irradiado nao apresentou trabeculado
0sseo entre as corticais da tibia, portanto, diferente dos demais grupos. A
auséncia do trabeculado 6sseo pode ser decorrente de um processo de
reabsor¢cado mais acentuado, decorrente da acao da radiagao, indicando, portanto,
que o o0sso neoformado em animais que foram irradiados apresenta deficiéncia

mineral, tornando-se mais susceptivel a acao de cargas, alterando, portanto, a
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fisiologia normal do remodelamento ésseo. Outro fator que pode ter levado a essa
auséncia de trabeculado 6sseo, pode ser decorrente do fato de que, continuando-
se com um raciocinio de que o conteudo mineral do osso neoformado € diferente
quando o animal n&o foi irradiado ou quando foi utilizado o radioprotetor, pode ser
que até tenham se formado trabéculas, mas durante o tratamento dado as pecgas
para a avaliagdo no microscopio de varredura, estas foram destruidas, o que nao

invalidaria a suposicao da diferenca do tecido entre os grupos estudados.

A diferenga entre esses dois grupos, irradiado e selénio/irradiado, pode
estar associada a acdo do selénio no metabolismo 6sseo, visto que segundo
Turam et al. (1997), deficiéncia em selénio e vitamina E est4d associada a
sindrome de Kashin-Beck com osteoartrose degenerativa crbnica e em seu
experimento, observaram que coelhos com deficiéncia nestas duas substancias
apresentavam achados compativeis com osteomalacia. Aceleragdo na
osseointegracao foi observada em animais que receberam implantes de titénio e
foram submetidos a uma dose de 10 microgramas de selénio pos-
operatoriamente, conforme citam Sun & Liu (1997). Uma dieta pobre em selénio
resultou em atraso no crescimento na segunda geracao de ratos, o qual, segundo
Moreno-Reys et al. (2001), esta associado ao metabolismo ésseo e osteopenia.
Segundo Jacob et al. (2002), a expressdo da tireodoxina redutase e outras
selenoproteinas em células ésseas, representam uma importante forma de

regulacdo da reabsorgéo e remodelamento 6sseo.
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Apesar do efeito radioprotetor do selenito de sédio, ndo se pode
esquecer que esta substancia também se apresenta como téxica, como observado
nos tempos iniciais do processo de reparo nesta pesquisa. Entretanto, esta
toxicidade estd relacionada com a dose, como observado nos trabalhos de
pesquisa realizados por Ellenhorn & Barceloux (1988) e Hafeman et al. (1974) . No
entanto, Ytrehus et al. (1999), observaram que apesar de alces do sul da Noruega
estarem sujeitos a uma dose de selénio 10 vezes maior que 0s animais da regiao
central, ndo foi observado qualquer sinal de toxicidade nestes animais, como
cirrose hepatica, ndo havendo também indicacdo da relagcdo entre a alta

concentracao de selénio e a fragilidade 6ssea nesses animais.

A acédo antioxidante do selénio, segundo Tappel (1965) é decorrente de
sua capacidade em inibir a peroxidacdo, decompor radicais peréxidos, capturar
radicais livres e reparar danos moleculares. Todas essas fun¢des parecem estar
relacionadas com uma conhecida enzima antioxidante: a glutationa peroxidase. A
suspeita da relagdo do selénio com esta enzima iniciou-se com a pesquisa de
Rotruck et al. (1972), sendo que Flohe et al. (1973) classificaram a glutationa
peroxidase como uma selenoenzima. Autores como Hafeman et al. (1974) e
Chow et al. (1974) afirmam que o selénio € extremamente necessario para a
atividade da glutationa peroxidase. Pode-se supor entdo que, a administragao do
selenito de sédio nos animais da presente pesquisa aumentou o nivel dessa

enzima, contribuindo assim, para sua atividade antioxidante.
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Apesar da toxicidade do selenito de sddio, o que pode ser perfeitamente
estudada, através de estudos subseqlientes, € importante salientar o risco-
beneficio da utilizacao do selenito de sddio no processo de reparagao éssea em
individuos submetidos a radioterapia. Acredita-se que as sequelas que possam
surgir apo6s a radioterapia, justificam inteiramente a utilizagdo desse eficaz
radioprotetor, contribuindo assim para uma melhor qualidade de vidas dos nossos

pacientes.
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7 CONCLUSAO

Dos resultados obtidos nesta pesquisa, e dentro das condicbes
experimentais utilizadas, obteve-se a seguinte concluséo:

Apesar da toxicidade inicial do selenito de sédio, este se mostrou como

um eficaz radioprotetor na reparacao 6ssea em tibias de ratos irradiados.
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