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AVALIACAO DO EFEITO RADIOPROTETOR DO SELENITO DE SODIO
NO PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL EM RATOS*

Fabricio M. Tuji', Solange M. Almeida2, Frab Norberto Béscolo®, Flavio Ricardo Manzi*

OBJETIVO: Avaliar a acao radioprotetora do selenito de sédio no processo de reparacdo tecidual. MIATE-
RIAIS E METODOS: Ratos Wistar foram submetidos a procedimento cirtirgico para a realizaco de ferida na
regido dorsal. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: controle, selénio, irradiado e selénio-
irradiado. Os grupos selénio e selénio-irradiado receberam 2,0 mg/kg de selenito de sédio, 48 horas apés a
cirurgia. Os grupos irradiado e selénio-irradiado foram submetidos a irradiacdo em dose unica de 6 Gy, ad-
ministrada somente nas bordas das feridas. Apés 4, 7, 13 e 21 dias do procedimento cirtrgico, os animais
foram sacrificados e avaliados por meio de analise morfolégica, histoquimica e birrefringéncia do tecido.
RESULTADOS: O aspecto estrutural e morfolégico, assim como a qualidade do tecido e sua maturacgao atra-
vés da quantidade e disposicdo dos feixes de fibras colagenas, juntamente com o seu grau de orientacdo
macromolecular, permitiu observar a presenca de intenso retardo provocado pela irradiacdo, bem como o
efeito radioprotetor do selenito de sédio no processo de reparacdo. CONCLUSAO: Dentro das condicdes
experimentais utilizadas, o selenito de sédio apresentou-se como radioprotetor eficaz, visto que o processo
de reparacdo no grupo selénio-irradiado comportou-se, histologicamente, semelhante ao grupo controle.
Unitermos: Radiacao ionizante; Selénio; Radicais livres.

Evaluation of the radioprotective effect of sodium selenite in the tissue repair process in rats.
OBJECTIVE: To evaluate the radioprotective effect of sodium selenite in the tissue repair process. MATE-
RIALS AND METHODS: Male Wistar rats submitted to a surgical procedure to produce a wound in the dorsal
region. These animals were then divided in four experimental groups: control, selenium, irradiated and se-
lenium-irradiated. The selenium and selenium-irradiated groups received sodium selenite (2.0 mg/kg), 48
hours after surgery. The irradiated and selenium-irradiated groups received a single dose of 6 Gy, adminis-
tered only in the borders of the wound. The animals were sacrificed after 4, 7, 13 and 21 days after surgery
and morphological, histochemical and tissue birefringence analyses were performed. RESULTS: The struc-
tural and morphologic aspects, as well as the quality and maturation of the tissue assessed by the amount,
arrangement and molecular orientation of the collagen fibers, showed a marked delay in wound healing caused
by radiation and that sodium selenite has a radioprotective effect on the tissue repair process. CONCLU-
SION: The present study showed that sodium selenite is an efficient radioprotector given the fact that tis-
sue repair process in the selenium-irradiated group was histologically similar to the control group.

Key words: lonizing radiation; Selenium; Free radicals.

INTRODUCAO

A producdo de radicais livres constitui
um dos fatores decorrentes dainteragéo da
radiacdo com a matéria. Quando aradia-
¢ao interage com a agua, por exemplo,
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ocorre a formagdo de radicais hidroxil
(OH), prétons (H*) e, principamente, pe-
roxido de hidrogénio (H,0,), causando
danos as estruturas celulares, como o
DNA, enzimas e constituintes da membra-
na™, culminando em efeitos del etérios ao
organismo.

Apbs arealizacdo do primeiro estudo
sobre radioprotecdo in vivo, por Patt et
al.®, em 1949, em que se administrou cis-
teina previamente a uma dose letal de ra-
diacdo, diversas substancias quimicas tém
sido estudadas. Embora o mecanismo de
acdo das substancias radioprotetoras ain-
danéo sgjaclaro, alguns autores citam que
sua acdo € decorrente de ligacdo quimica
realizada entre certas enzimas ativadas por
estas substancias e os radicais livres pro-
duzidos pela radiagao™%,

A administracdo de saisde selénio, como
0 selenito de sodio, tem aumentado a so-
brevida de ratos expostos a doses letais de
radiacéo X. Umadas explicacOes paraeste
fato € o mecanismo antioxidante do selé-
nio, que aumenta o nivel da atividade da
enzima glutationa peroxidase®9),

Jafoi demonstrado que aradiacdo ioni-
zante afeta desfavoravel mente o processo
de cicatrizagdo de feridas induzidas®"19,
mesmo quando administradaem baixas do-
ses192D mostrando que o tecido de granu-
lac8o de feridas expostas a radiagdo ioni-
zante apresenta uma menor producéo de
mol écul as de glicosaminoglicanas, inibicao
no inicio da hidroxilagdo da prolina e na
reducdo da quantidade de colégeno depo-
sitado, aém dediminuir aresisténciadote-
cido atensdo.
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Visto que aradiago ionizante interfere
no processo de reparacdo tecidual, retar-
dando-o, esta pesquisa tem como objetivo
avdiar o efeito do selenito de sddio como
radioprotetor no processo de reparagdo
tecidual de feridas de ratos.

MATERIAISE METODOS

Foram utilizados, para a presente pes-
quisa, 50 ratos machos de mesmalinhagem
(Rattus norvegicus albinus, Wistar), com
idade entre 60 e 90 dias e peso variando
entre 150 e 300 gramas. Todos os animais
foram submetidos a procedimento cirurgi-
€0, sendo produzida uma ferida de 2,0 cm
X 1,5 cm naregido dorsal anterior de cada
animal. Ap0s este procedimento, a amos-
trafoi dividida, aleatoriamente, em quatro
grupos experimentais: controle, selénio,
irradiado e selénio-irradiado. Nos animais
do grupo controle foi realizada somente a
cirurgia. Nos animais dos grupos selénio e
selénio-irradiado foram administrados, in-
traperitonealmente, 48 horas apds a cirur-
gia, solugdo de selenito de sddio conten-
do 2,0 mg de Na,SeO4/kg b.w (Vetek) di-
luido em &gua destilada. JAosanimais per-
tencentes aos grupos irradiado e selénio-
irradiado 72 horas ap6s a cirurgia tiveram
1,0 cm, lateramente & cada borda da feri-
da, exposto a 6,0 Gy de radiacéo com elé-
trons. Para caracterizar irradiagéo local,
todo o restante do animal, incluindo o cen-
tro da ferida produzida, foram protegidos
por uma [&mina de chumbo de 4,0 mm de
espessura. A irradiagdo foi realizada com
um acelerador linear, modelo Mevatron 74
(Siemens) com feixe de elétronsde 6 MeV
e disténcia foco-avo de 100 cm. Né&o foi
utilizado superficializador de dose, tendo
em vista que para a configuracéo do cam-
po irradiado a dose superficie € de 96% da
doseméximaas mm. Parairradiar aregido
de interesse com a dose desegjada foram
realizadas medidas utilizando camara de
placas paraelas de volume sensivel de 2
mm de didmetro em um simulador de acri-
lico, que permitiram determinar um fator
que relaciona a dose na situagéo do expe-
rimento com a dose no campo de calibra
¢&o do aparelho (campo 10 cm x 10 cm),
na profundidade de méximo de 12 mm.

Apb6s 4, 7, 13 e 21 dias, tempo previa-
mente estabelecido para ser avaliado o
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processo de reparagdo tecidual, foram re-
movidas as amostrasteciduais, sendo cons-
tituidas por uma porg&o de tecido, conten-
do aferida ou cicatriz no centro, circun-
dada por tecido normal, de acordo com
Manzi et al.??. Depois de fixadas e devi-
damente tratadas, foram confeccionadas
I&minas histol 6gicas, sendo utilizados para
aavaliagdo do processo de reparacao teci-
dual os seguintes métodos: coloracdo por
hematoxilina-eosina, paraaavaliagdo mor-
foldgica do tecido; coloragdo por picro-
sirius, para o exame da birrefringénciados
feixes de colégeno do tecido de granula-
¢80; e reagdo histoquimica de metacroma-
siacom azul detoluidinapH 4, em concen-
trag8o de 0,025%, de acordo com atécnica
de Lison®, para a observacgo das glico-
saminoglicanas. As observagdes morfol 6-
gicaseem polarizagdo foram realizadasem
fotomicroscopio Zeiss — Pol 01.

RESULTADOS

Avaliagdo morfoldgica: coloracgéo
por hematoxilina-eosina

Quarto dia de reparagéo tecidual — Os
grupos apresentaram-se bastante seme-
Ihantes em relag&o a evolucdo do proces-
so de reparagdo. Uma crosta de material
necrotico recobria um tecido bastante in-
cipiente, visto que no periodo inicial do
processo de reparo predominam os fend-
menos exsudativos vascul ares.

Sétimo dia de reparagao tecidual — Os
grupos controle, selénio e selénio-irradia-
do apresentavam tecido com aspecto tipico
de tecido de granulagéo, observando-se
grande nimero de vasos neoformados e
presenca de fibroblastos, embora estas cé-
[ulas se encontrassem em menor nimero
no grupo selénio-irradiado. No grupo irra-
diado, predominavam célulasinflamatorias
entre a crosta e o tecido de granulagéo.

Décimo-terceiro dia de reparacao te-
cidual — O epitélio recobria a area da fe-
rida no grupo controle. O tecido apresen-
tava-se fibroso, com peguena quantidade
de vasos neoformados. A diferenca entre
0 grupo selénio-irradiado e o grupo irra-
diado tornou-se evidente, onde este apre-
sentavaaéreadaferidamais extensa, ain-
da com a presenca de tecido necrético. O
tecido de granulag&o encontrava-se menos
fibroso, com maior quantidade de fibro-

blastos. Ja 0 grupo selénio-irradiado apre-
sentava-se semel hante aos grupos controle
e selénio, com o tecido de granulagdo
bastante fibroso, havendo pequena quan-
tidade de fibroblastos e vasos neoforma-
dos, demonstrando o estagio avangado da
maturagéo do tecido.

Vigésimo-primeiro dia de reparagéo
tecidual — A area correspondente a ferida
encontrava-se recoberta por epitélio nos
grupos controle, selénio e selénio-irradia-
do. Nogrupoirradiado haviaevidente atra-
S0 No processo de reparagdo tecidual, visto
que o epitélio que recobriaa areadaferida
ainda apresentava-se espesso em relacéo
a0 epitélio do tecido normal. Emborao te-
cido de granulagdo estivesse ausenteemto-
dos os grupos, algumas alteracOes eram
evidentes no grupo irradiado, como a pre-
senga de grande nimero de fibroblastos
(Figura 1).

Aspectos quantitativos

Exame da birrefringéncia pela técni-
ca do picro-sirius — A hirrefringéncia de
forma avalia a organizago macromol ecu-
lar do tecido, através da orientagdo das
moléculas de colageno. Esta é representa-
da pelo brilho do tecido ao ser examinado
no microscopio de polarizagdo. Assim,
guanto mais organizado e mais maduro o
tecido, mais brilhante este se apresenta. Os
grupos controle, selénio e selénio-irradia-
do apresentaram padrédo semelhante em
relagdo ao surgimento da birrefringéncia
dos tecidos, indicando que o tecido nesses
grupos atingiu maturagdo e orientacéo
macromolecular antes que o grupo irradia-
do em todos os periodos avaliados, o que
permite evidenciar o atraso na reparagdo
do grupo irradiado e a radioprote¢éo no
grupo selénio-irradiado (Figura 2).

Exame do dicroismo linear pelo azul
de toluidina — Dicroismo é a propriedade
gue uma substancia tem de, ao ser obser-
vada ao microscépio de polarizagdo, exi-
bir duas cores quando corada com um
Unico corante metacromético, como o azul
de toluidina. O tecido corado e analisado
ao microscopio de polarizagdo mostra-se
azul ortocromatico quando os feixes de
fibras col&genas encontram-se paralelas a0
plano de polarizacéo daluz. Ao girar-se a
platina do microscopio, posicionando-a
paralela ao plano de polarizagdo daluz, os
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Figura 1. Grupos com 21 dias de reparacéo tecidual. A: grupo controle; B: grupo selénio; C: grupo irradiado; D: grupo selénio-irradiado. (Magnificagéo:
2,5 % 1,25 x 10).

Figura 2. Fotomicroscopia de polarizacdo com a coloracdo por picro-sirius dos grupos de quatro dias de reparagéo tecidual. A: grupo controle; B: grupo
selénio; C: grupo irradiado; D: grupo selénio-irradiado. (Magnificagdo: 6,3 x 1,25 x 10).

Radiol Bras 2005;38(5):359-364 361



Efeito radioprotetor do selenito de sédio no processo de reparacédo tecidual em ratos

C -90° D - 90°
Figura 3. Fotomicroscopia com a coloragao por azul de toluidina (dicroismo linear) dos grupos com sete dias de reparagao tecidual. A: grupo controle;
B: grupo selénio; C: grupo irradiado; D: grupo selénio-irradiado. (Magnificagdo: 16 x 1,25 x 10).
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A -90°

Figura 4. Fotomicroscopia com a coloragao por azul de toluidina (dicroismo linear) do grupo irradiado no 212 dia de reparacéo. (Magnificagao: 16 x

1,25 x 10).

feixes de fibras colagenas que apresentam
organizagdo macromolecular passam a
exibir coloragdo rosa metacromética, indi-
cando, portanto, a evolugdo do tecido. O
grupo controle apresentou o dicroismo no
sétimo dia de reparagéo, o que também foi
verificado nos grupos selénio e selénio-ir-
radiado, ou seja, estes grupos apresentaram
maturagdo tecidual evidente a partir deste
periodo (Figura 3). Ja no grupo irradiado
o fendbmeno do dicroismo foi observado
somente no 212 dia de reparagdo tecidual
(Figura4).

DISCUSSAO

A enzimaglutationa peroxidase foi pri-
meiramente avaliada por Rotruck et al.(”,
em 1973. Desde ent&o se levantou a sus-
peitade que o selénio poderia ser um com-
ponente desta enzima, podendo ser esta a
explicag8o do seu efeito radioprotetor, vis-
to que 0 mecanismo primario destaenzima
€ a degradacdo do perdxido de hidrogénio
nas células, mostrando ser um importante
protetor dos lipidios da membrana celular
contra a desintegracdo a partir da oxida-
c&o. Ainda em 1973, Flohe et al.*? clas-
sificaram a enzima glutationa peroxidase
como uma selenoenzima, comprovando
que adeficiénciado selénio levaaumadi-
minui¢&o na atividade desta enzima, con-
siderando o selénio como um componente
essencial daglutationa peroxidase, o que
posteriormente também foi demonstrado
por outros autores1+13-19),

Os resultados obtidos nesta pesquisa
mostraram que o grupo irradiado apresen-
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tou retardo no processo de reparacgdo te-
cidual desde o quarto dia. Isto pode ter
sido decorrente de uma inibi¢éo na proli-
feragdo dos fibroblastos através do uso de
radiagdo ionizante, fato que também foi
verificado por diversos autores®319-2%),
Em contrapartida, 0 grupo selénio-irra
diado comportou-se semelhantemente aos
grupos controle e selénio, desde o primei-
ro dia de avaliagdo (quarto dia de reparo
tecidual) até o Ultimo periodo avaliado
(212 dia do processo de reparo), sendo
observado esse comportamento em todos
0s métodos utilizados. Isto indica que o
selenito de sodio ndo interfere no proces-
so de reparacdo tecidual, concordando
com os achados de Bang e Dashti?. En-
tretanto, a principa observacdo a ser feita
€que o selénio agiu como um elemento ra-
dioprotetor no processo de reparagdo te-
cidual. Ward et al. e Drake e Oishi®® ci-
tam que o dano provocado pela radiagdo
no processo de reparacdo tecidual é cau-
sado pelaionizagdo de &omos, criando ra-
dicaislivres. Por suavez, Shimazu e Tap-
pel@ e Tappel® relacionam a agZo radio-
protetora do selénio & captura destes radi-
cais, 0 que também é explicado por outros
autores™319  que citam ser esta radio-
protecdo decorrente de um aumento no
nivel da enzima glutationa peroxidase de-
corrente da administragdo do selenito de
sodio. Estaenzima é classificada como an-
tioxidante e, conseqlientemente, captura
radicais livres. Entretanto, Sandstrom et
al.*® verificaram que embora o selénio
induza a variag&o no nivel daatividade da
enzima glutationa peroxidase, nao apre-

senta efeito na protegéo contra quebra de
DNA elise celular provocada pela radia-
¢&0. Outro fator que pode ter influenciado
para que o grupo selénio-irradiado apre-
sentasse amesma evolugdo tecidual em re-
lagdo ao grupo controle deve-se, possivel-
mente, a agdo dessa substancia no sentido
de evitar ainibicdo da proliferacéo de fi-
broblastos causada pela radiacéo, o que
fica caracterizada pela interagdo das mo-
|éculas de glicosaminoglicanas que ja se
encontram presentes no tecido, sendo ca-
pazes de interagir com o corante metacro-
mético, sendo concordante com os acha-
dos de Lecciaet al.?, que explicam que a
acdo radioprotetora do selenito de sddio se
da nos fibroblastos.

Nesta pesquisa foi possivel avaliar a
reparacao tecidua no seu aspecto estrutu-
ral e morfoldgico, através da qualidade e
damaturagdo do tecido, observando-se um
retardo provocado pelairradiacdo. Toda
via, o retardo no processo de reparagdo te-
cidual de feridas irradiadas foi evitado
quando foi administrado selenito de sodio
nos animais, indicando que o selenito de
sodio exerceu uma acéo radioprotetora no
processo de reparacdo tecidual .
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