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Resumo

O selénio foi descoberto em 1817, e nessa altura foi considerado com uma causa
de problemas para a saude do homem, isto durante mais de um século.

Foi em 1950 que este elemento foi considerado como um mineral essencial, e
desde entdo que os trabalhos sobre ele se sucedem, o que o classifica hoje de elemento
indispensavel na dieta.

O consumo de selénio evita diversas anormalidades em Vvarios 0Orgaos,
nomeadamente no figado, no cérebro, no coracdo, no musculo estriado e no pancreas,
estando ainda ligado a doencas cronicas, como a asma e a anemia hemolitica. O seu
consumo em quantidades ditas dptimas tem efeitos positivos na prevencdo de cancro e
de doencas cardiacas e ainda na inibicao de infeccOes virais e progresso da SIDA. No
entanto, tomado em excesso torna-se toxico, tornando o cabelo e as unhas mais frageis,
podendo mesmo causar a sua queda. Em doses excessivas causa ainda distdrbios
gastrointestinais, erupc¢do cutanea, provoca halito a alho, cansaco e a formacédo de ROS
(Reactive Oxygen Species), que provocam a oxidacdo do DNA, a quebra da cadeia
dupla e morte da célula.

Existindo o selénio sob a forma orgénica e inorgénica, pretendeu-se com este
trabalho estudar a biodisponibilidade deste elemento em diferentes 6rgaos apds o
consumo de selénio organico, proveniente de um cogumelo (Agaricus bisporos) e por
outro lado, de selénio inorgéanico, no caso presente o selenato.

Foram para isso utilizados 24 ratos, divididos em 3 grupos de 8 animais. O
primeiro grupo (Grupo C — Controle) viu o selénio inibido da sua dieta; o segundo
grupo (Grupo A — Agaricus) teve uma dieta enriquecida com selénio organico, ou seja,
com o cogumelo; o terceiro grupo (Grupo S — Selenato) consumiu uma dieta
enriquecida com selénio inorgénico, neste caso, selenato.

Apos os 30 dias da actividade, foi determinada a concentracdo de selénio em
diversos orgdos dos animais (figado, rim, coragdo, testiculo, cérebro) e ainda no
musculo, sangue (soro e codgulo), na urina e nas fezes. Foram ainda avaliadas algumas
actividades de enzimas antioxidantes (superéxido dismutase e catalase) e ainda os niveis
de glutationa reduzida, pretendendo-se assim avaliar se a biodisponibilidade de selénio
presente no cogumelo € superior & do selénio inorganico, podendo substituir os
suplementos de selénio, e verificar se essa biodisponibilidade melhora alguns

parametros fisioldgicos e bioquimicos.



Abstract

The selenium has been discovered in 1817, being considered as a health problem
for over a century.

In 1950, this element was considered an essential mineral and since then, studies
have been carried out to the point that today, selenium is considered indispensable in
diet.

The selenium consumption avoids several anomalies in the internal organs, in
particular the liver, the brain, the heart, the striated muscle and in the pancreas, and it
can be attached to chronic diseases like asthma and hemolytic anemia. Its consumption
in optimal conditions has positive effects in cancer prevention, heart diseases and
inhibits viral infections and HIV progression. However, when taken in high quantities it
can be toxic and as a consequence, the hair and nails become more fragile and could
fall. In excessive dosage, it could cause gastrointestinal disorders, rash, garlic breath,
fatigue and formation of Reactive Oxygen Species (ROS), which causes the oxidation of
ADN which leads to cell disruption causing their death.

The selenium exists in the organic and inorganic form; the intention of this
research was to study its bioavailability in different organs after the consumption of the
organic selenium from a mushroom specie named Agaricus bisporos and, by other side,
the study of the inorganic selenium was also performed in the form of selenate.

In order to carry out this research it has been used twenty-four mice, divided by
three groups of eight animals each. The first group (Group C - Control), in which the
selenium was removed from their diet; the second (Group A - Agaricus), had enriched
diet with organic selenium; the third group (Group S — Selenate) had a enriched diet
with inorganic selenium, in this case, selenate.

After thirty days, the concentration of selenium in several mice organs (liver,
kidney, testicle and brain) was determined. Moreover, the selenium was also determined
in the muscle, blood (serum and clot), urine and faeces. The activity of antioxidant
enzymes (superoxide dismutase and catalase) and levels of reduced glutathione were
evaluated. This evaluation had the purpose to verify if the bioavailability of selenium is
higher in the organic form rather than in the inorganic form, and know if it may replace
the selenium supplements, and see if this bioavailability improves some physiological

and biochemical parameters.



Résumé

Le sélénium a eté découvert en 1817, ayant été a cette époque considére comme
une des causes de certains problémes pour la santé, ceci pendant plus d’un siecle.

C’est en 1950 que cet élément a été considéré comme un minéral essentiel et
depuis, beaucoup de travail sur le sujet ont été réalisé, ce qui le classifie aujourd’hui
d’¢lément indispensable dans notre alimentation.

La consommation de sélénium évite diverses anomalies sur divers organes,
notamment le foie, le cerveau, le ceeur, le muscle strié e le pancréas, étant aussi lié a
certaines maladies chroniques, comme [’asthme e [’anémie hémolytique. Sa
consommation en quantités dites optimales a des effets positifs dans la prévention de
cancer ¢ de maladies cardiaques, mais aussi dans I’inhibition d’infections virales e du
progres du SIDA. Cependant, pris en doses excessives, il devient toxique, rendant les
cheveux et les ongles fragiles, pouvant méme causer leurs chutes. En doses excessives,
il peut aussi causer des troubles gastro-intestinaux, éruption cutanée, haleine d’ail,
fatigue e formation de ROS (Reactive Oxygen Species), qui provoquent 1’oxydation de
1I’ADN, ce qui va briser I’hélice et provoquer la mort de la cellule.

Vu que le sélénium existe sous la forme organique et inorganique, on a prétendu
avec ce travail étudier la biodisponibilité de cet élément dans différents organes apres la
consommation de sélénium organique, provenant d’un champignon (Agaricus bisporos)
et d’un autre coté, de sélénium inorganique, le sélénate.

Pour cela, 24 rats ont été utilisés, diviser en 3 groupes de 8 animaux. Le premier
groupe (Groupe C — Contrdle) n’a pas eu de sélénium dans son alimentation; le
deuxiéme groupe (Groupe A — Agaricus) a eu une alimentation enrichie en sélénium
organique, provenant donc du champignon; le troisieme groupe (Groupe S — Sélénate) a
eu une alimentation enrichie en sélénium inorganique, du sélénate.

Apres les 30 jours de ’activité, les concentrations en sélénium de divers organes
(foie, rein, cceur, testicule, cerveau) mais encore dans le muscle, sang (sérum et caillot),
urine et feces ont été déterminé. Certaines activités d’enzymes antioxydants
(superoxyde dismutase et catalase) ont aussi été évalué, et encore les niveaux de
glutathion, prétendant ainsi veérifier si la disponibilité du sélénium présent dans le
champignon é supérieure a celle du sélénium inorganique, pouvant étre un substitut des
suppléments de sélénium, et vérifier si cette biodisponibilité améliore certains

parameétres physiologiques et biochimiques.
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Biodisponibilidade do Selénio em Cogumelos — Avaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

1.Introducéo

1.1 Historia do Selénio

O selénio (Se) foi descoberto em 1817 por Jons Jakob Berzelius e foi
reconhecido como sendo uma causa de problemas de saide no homem por mais de um
século.

Em 1295 Marco Polo registou durante a sua famosa jornada na Veneza da China
que os seus cavalos sofreram uma doenca necrotica tipica quando estes comeram
plantas envenenadas, que se sabe hoje serem acumuladores de selénio. Da mesma
forma, as consequéncias de intoxicacBes crénicas de selénio em humanos foram
notificadas em dareas geograficas seleniferas, muito antes de este elemento ser
reconhecido como sendo o agente causador.

Na decada de 30, um baixo consumo em selénio foi identificado como uma
causa de “doenga alcalina”, reproduzindo os sintomas em animais de laboratorio
(Birringer, Pilawa & Flohe, 2002).

Os primeiros relatorios sobre carcinogenicidade em humanos apareceram em
1943, sendo a partir dai criada uma imagem negativa sobre o selénio (Dumont,
Vanhaecke & Cornelis, 2006).

Foi em 1950 que o selénio foi reconhecido como sendo um nutriente essencial,
isto quando foi descoberto que podia ser o principio activo no figado e que podia
substituir a vitamina E na dieta de ratos e de galinhas na prevencéo de lesdes vasculares,
musculares e/ou hepéticas (Combs, 2001).

Ja em 1957, Schwarz e Foltz demonstraram que o selénio protegia contra a
necrose hepatica em ratos, estabelecendo entdo o selénio como essencial na nutricdo
(Daniels, 1996).

O interesse no papel deste oligo-elemento na sadde humana ganhou uma maior
importancia no final dos anos 60 quando os investigadores comecaram a olhar para as
doencas humanas consoante as respostas dos animais as desordens ligadas a ingestao de
selénio (Brown & Arthur, 2001). Evidéncias sobre a toxicidade do selénio foram
reforcadas apds a observacdo de doencas fatais entre cavalos que pastavam em
determinadas areas da China e dos Estados Unidos, tendo sido descoberto que os cereais
que cresciam nesses solos continham concentragdes excepcionais de selénio (Dumont et
al., 2006).

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro
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Nos anos 70 foram finalmente percebidas, gragas a cientistas chineses
anonimos, as causas de uma deficiéncia grave em selénio, ou a doenca que esta
deficiéncia provoca em humanos: a doenga de Keshan, que ¢ uma cardiomiopatia fatal
(Birringer et al., 2002).

Em 1973 foi descoberto o importante papel que o selénio tem como componente
da glutationa peroxidase, sendo que se descobriu em 1978 que a forma de selénio
presente no centro activo ser a selenocisteina (Hawkes, Alkan & Oehler, 2003).

Dada a importancia que este oligoelemento foi vindo a adquirir, em 1985, na
Finlandia, alterou-se a ingestdo de selénio de toda a populacdo para os 100 pg/dia pela
adicdo em todo o pais de selénio nos fertilizantes (Alfthan, Aro, Arvilommi &
Huttunen, 1991).

Assim, o selénio é hoje considerado um oligo-elemento essencial presente na
maioria das proteinas procaridticas e eucaridticas, (Gladyshev, Jeang, Wootton &
Hatfield, 1998) e o seu baixo consumo estad associado ao aumento de varias doencas,

tais como cancro e doencas cardiacas (Tinggi, 2008).

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro
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1.2 Propriedades do Selénio

O selenio é um ndo-metal do grupo VI da tabela periddica essencial para os
humanos, (Manzanares et al., 2009) tendo funcGes de antioxidante, no metabolismo de
hormonas na tiroide, nas reaccdes redox, na reproducdo e em fungdes imunitérias,
(Thomson, 2004) pois é um elemento essencial para o funcionamento eficiente e eficaz
de varias funcdes do sistema imunitario dos humanos (Van Nhien et al., 2009).
Encontra-se no mesmo grupo do enxofre, na tabela periddica, podendo substituir este na
formacdo de aminodcidos sulfurados para formar os analogos em selénio
selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCys) (Daniels, 1996).

O selénio compartilha entdo propriedades fisicas e quimicas com o elemento
enxofre (S), sendo que esta similaridade permite que o Se substitua o S, promovendo
interacces Se-S nos sistemas bioldgicos. No entanto, as diferencas nas propriedades
fisico-quimicas entre Se e S constituem a base dos seus papéis bioldgicos especificos.

Pode apresentar-se sob quatro estados de oxidago: selenato (Set*®0,%), selenito
(Se™?05%), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se?) (Stadtman, 1980).

Uma alimentacdo pobre em selénio esta ligada a doengas que causam
anormalidades em varios 6rgdos, incluindo o figado, o cérebro, o cora¢do, musculo
estriado e o pancreas, (Turan, Acan, Ulusu & Tezcan, 2001) estando ainda ligado a
doencas cronicas, asma, (Thomson, 2004) e anemia hemolitica em criangas prematuras.
(Pleban, Munyani & Beachum, 1982) Contudo, os mecanismos protectores do selénio
variam de 6rgdo para 6rgao (Stajn et al., 1997).

As consequéncias da anemia incluem performances cognitivas, de
comportamento e crescimento fisico de criangas, estatuto imunolégico, morbidez nas
infeccdes e performance no trabalho (Van Nhien et al., 2009).

As funcdes imunitérias e a perda de imunocompeténcias relacionadas com uma
deficiéncia em selénio estdo certamente ligadas ao facto de este elemento ser
normalmente detectado em quantidades importantes em tecidos imunes, tais como o
figado, no baco e ndédulos linfaticos (Rayman, 2000).

Se a ingestdo de selénio for em quantidades ditas Optimas, este torna-se
importante para a prevencgdo de cancro e doencas cardiacas, inibigdo de infeccGes virais
e atrasa o progresso da SIDA em pacientes positivos em HIV. Além disto, o selénio tem

um papel importante nas fungbes imunitarias, na fertilidade de machos, no
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desenvolvimento de mamiferos e atrasa ainda os processos ligados a idade (Lescure,
Deniziak, Rederstorff & Krol, 2008).

1.3 Fontes de Selénio

A maior fonte de selénio é sem duvida a alimentagdo e, em geral, 0 peixe, 0s
cereais e a carne contém niveis relativamente elevados deste elemento. Além dos
cereais serem bastante ricos em selénio, os seus seleno-aminoacidos sdo directamente
depositados nas proteinas dos tecidos (Cary, Allaway & Miller, 1973). Outra fonte
importante em selénio é o cogumelo, embora ndo todos, pois tendem a ser acumuladores
de selénio. O Agaricus bisporos € um dos cogumelos mais frequentemente estudados
pelas especificagdes que propde e também por ser 0 mais frequentemente consumido na
Europa e nos Estados Unidos (Dumont et al., 2006). A quantidade de agua presente nos
cogumelos é cerca de 90%, sendo os 10% restantes ricos em fibras, minerais, proteinas
e hidratos de carbono. O Agaricus bisporos contém um elevado teor em proteinas
(23,9% a 48,3%) e hidratos de carbono (24,5% a 62%) em peso seco (Moura, 2008).

Em contra partida, o leite, 0os vegetais e a fruta contém niveis relativamente

baixos. Na tabela 1 pode ver-se a concentracdo de selénio nalguns alimentos.

Tabela 1 — Quantidade média de selénio nalguns alimentos

Comida Concentracdo Média Se
(Mg/1009)
Leite 1.5
Carne 7.6
Carne de Porco 14.0
Cordeiro 3.8
Figado 42.0
Rim 145.0
Peixe 16
Fruta 1
Vegetais 2
Cereais 11
Pao 4.5
Noz do Brasil 254
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O selénio entra na cadeia alimentar desde os solos através das plantas, dai a sua

maior presenca no pao, cereais, carne e aves domésticas (Brown et al., 2001).

1.4 Concentracdo de Selénio nos solos

Os valores de concentracdo em selénio nos alimentos podem variar de uma
regido para outra, pois 0s niveis de selénio nos alimentos variam consoante 0s seus
niveis presentes nos solos, e esta variacdo de concentracdo no solo reflecte-se nas

variagdes encontradas na populacdo do planeta (Tinggi, 2008).
Na tabela 2 podemos ver a concentracdo em selénio nos solos de alguns paises

(Dumont et al., 2006).

Tabela 2 — Concentragdo em selénio nos solos de alguns paises

Pais Conc. no solo (mg/kg)
Alemanha 6,6
Belgica 0,11
Brasil ND*
China (provincia Enshi) 10-40
China (provincia Keshan) 0,17
Espanha 0,07 -0,39
Estados Unidos 0,11 18,36
Finlandia 0,15-0,72
Franca 0,18
Holanda ND*
Italia ND*
Japéo 0,7-1,0
Reino Unido 0,18 — 29,70
Suécia 0,39
Suica ND*
Turquia 0,03

ND* Néo definido

A quantidade de selénio nos solos e a sua fixacdo nos mesmos é logicamente

influenciada por o tipo de solo em questdo. Solos &acidos e a complexagéo,
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frequentemente com ferro ou aluminio, reduzem a captacdo de selénio pelas plantas,
como acontece em muitas partes da Europa (Rayman, 2000).

Solos vulcénicos sdo particularmente susceptiveis a lixiviagdo mineral (Tapiero,
Townsend & Tew, 2003).

A mobilizagdo deste elemento nos solos € ainda influenciada pelo pH: condigdes
alcalinas favorecem a conversdo do selénio inorganico a selenato (Se(+6)042'), que nédo
est4 fixado nos solos, enquanto condicdes 4cidas favorecem o selenito (Se?05%), que
absorve as argilas e é fortemente fixado por hidroxidos de ferro (Combs, 2001).

A disponibilidade de selénio para as plantas é também afectada pela humidade
do solo: o elemento esta mais disponivel para as plantas sob condi¢bes de baixa
precipitacdo e de baixa lixiviagdo (Combs, 2001).

Por todo o mundo existem regides em que o0s solos sdo tdo pobres em selénio
que as sindromes devido as deficiéncias sdo endémicas: estas regides incluem as regides
aridas da Australia, do nordeste da China, o Nepal e o Tibete. A Africa Central,
particularmente a Republica Democratica do Congo tém deficiéncias semelhantes
devido a dieta quase inteiramente composta por alimentos locais, com pouca ou
nenhuma importacdo de alimentos externos (Tapiero et al., 2003).

Assim, estima-se que perto de um bilido de pessoas tém deficiéncias em selénio,
e esta deficiéncia em grande parte da Africa Subsariana é tido como um factor
determinante da propagacdo rapida da HIV/SIDA nesta regido (Lyons, Judson, Ortiz-
Monasterio, Genc, Stangoulis & Graham, 2005).

A figura 1 apresenta os valores de ingestdo de selénio por parte das populagdes
de alguns paises (Rayman, 2005).
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Figura 1 — Niveis de ingestdo de selénio (ug/dia; ®) em diferentes paises e a escala de

ingestdo de selénio que se acredita ser necessaria para uma actividade 6ptima da GPx.

1.5 O Selénio na dgua

No que a agua diz respeito, esta tem sido analisada nos Estados Unidos e em
varios paises chegando-se a conclusdo que ndo fornece quantidades nutricionais
significantes em selénio (Bratakos et al., 1988; NRC, 1980a; Robberecht et al., 1983). O
selénio encontra-se na dgua sob a forma de selenito e selenato, principalmente como
resultado da lixiviacdo das rochas seleniferas e dos solos. A precipitacdo do selenito
férrico insoltvel ocorre na presenca do ferro a um pH entre 6,3 e 6,8, enquanto a um pH
de 8 é oxidado a selenato soltvel (Fan & Kizer, 1990).

A concentracdo maxima de selénio na agua potavel, estabelecida pela

Organizagdo Mundial de Satde (OMS), é de 10 ppb, ou seja, aproximadamente 107" M.
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1.6 O Selénio no ar

Além destas fontes, também se encontram quantidades de selénio no ar. A
maioria das &reas urbanas tém concentracGes infimas atmosféricas de selénio que
variam de 0.1 a 10 ng por m®, contribuindo para uma exposicao biologica insignificante.
O valor de limite ocupacional da concentragdo do selénio inorgénico é de 0.2 mg/m?®
(Fan & Kizer, 1990).

1.7 Solucdes para aumentar o consumo de Selénio

Como o selénio é um mineral escasso no nosso planeta e a concentracdo média
no solo é de apenas 0.05 ppm, é necessario considerar uma forma melhor e mais
sustentavel de aumentar a concentracdo de selénio na dieta humana (Haug et al., 2007).

Uma boa forma de aumentar a concentracdo em selénio nos alimentos &,
baseando-se numa experiéncia finlandesa, a biofortificacdo de sementes agricolas
seleccionadas, aumentando entdo a quantidade de selénio, 0 que pode ser uma estratégia
para diminuir os riscos de deficiéncia deste composto na alimentacdo (Tinggi, 2008). De
forma a salvaguardar a saude da sua populacdo e diminuir as doengas nos animais
causadas por deficiéncias em selénio no pais, € adicionado, desde 1984, selénio sob a
forma de selenato (Na,SeO,) as sementes. Esta accdo permitiu aumentar a quantidade
de selénio nos alimentos, passando a registar-se uma variac¢do de 87 ug/L para 121 pg/L
no plasma, dependendo do nivel de aplicacéo da fertilizagdo. E ainda importante referir
que esta accdo ndo teve efeitos ambientais adversos (Rayman, 2002).

Mas outras estratégias podem ser utilizadas para aumentar o consumo de selénio
das populagdes, que podem passar por um maior consumo de alimentos ricos em selénio
(como a Noz do Brasil, cereais, peixe, etc.), a adicdo de selénio no abastecimento de

agua ou ainda suplementos individuais (Lyons et al., 2005).
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1.8 Dose Diaria Recomendada e Intoxicacdo

A National Research Council estabeleceu, em 1989, a dose diaria recomendada
(RDA — Recommended Dietary Allowance) em selénio, tendo sido fixada em 55 e 70
ug/dia, para mulher e homem, respectivamente, (Finley, 1998) sendo o requisito
minimo estimado em 21 pg/dia (Hawkes et al., 2003). Estes valores sdo valores médios,
pois o valor exacto ndao é facil de definir por depender de diversos factores,
nomeadamente da espécie animal, da idade, do sexo, da nutricdo e outras condi¢Ges
fisiolégicas e ainda do composto selenifero usado (Jaffé, 1973).

No entanto, nos paises nordicos, a dose diaria recomendada é de 50 pg para os
homens e 40 pg para as mulheres e é baseada na saturacdo da actividade da glutationa
peroxidase — 3 (GPx-3) no plasma. Contudo, a saturacdo da GPx-3 ocorre a niveis
relativamente baixos de selénio (40 pg/dia) comparada com a dose de selénio necessaria
para saturar a GPx-1 nos eritrocitos (60 — 80 pg/dia) ou nas plaquetas (100 — 110
pg/dia) (Bugel et al., 2008).

E evidente que o nivel de ingestdo na Europa e em algumas partes da China no
é adequado para completa expressao da glutationa peroxidase, sendo que esta situacdo
pode ser real para outras partes no mundo, havendo pouca informacdo (ou mesmo
nenhuma) sobre a ingestdo de selénio para grande parte de Africa, América do Sul e
centro e sul da Asia (Rayman, 2005).

Diversos elementos essenciais podem exibir efeitos toxicos quando ingeridos em
quantidades excessivas (Jaffé, 1973). Para o caso do selénio, 0s niveis toxicos estdo
estimados na ordem dos 350 — 700 pg/dia (Tapiero et al., 2003). Este patamar foi
estabelecido apds se terem descoberto casos de intoxicacdo com selénio. Por exemplo,
em 1960 foi identificada uma situacdo na provincia chinesa de Hubei, que resultou de
ingestdo de elevadas concentraces de selénio. Foi entdo descoberto que os solos em
desta regido possuiam perto de 8 mg Se/kg e que as cinzas que eram usadas para
fertilizar os solos possuiam 84 g Se/kg (Combs, 2001). Assim, uma morte foi associada
a esta situacdo, pois estima-se que o consumo local em selénio seria de 3200 — 6690
ug/dia, ou seja, 100 vezes o nivel recomendado (Combs, 2001).

Portanto, a ingestdo de elevadas doses pode causar toxicidade e efeitos adversos
na saude (Tinggi, 2008), e até mesmo a morte sdo casos conhecidos (Stajn et al., 1997).

Os poucos dados disponiveis em humanos sugerem que a toxicidade crénica a

partir das formas organica ou inorgénica tém caracteristicas clinicas semelhantes, mas
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diferem na rapidez de comeco e na relagdo com a concentracdo em selénio no tecido. As
caracteristicas mais frequentemente registadas desta toxicidade sdo a fragilidade do
cabelo e unhas, assim como a sua queda (Yang et al., 1983).

Outros sinais que foram registados incluem distarbios gastrointestinais, erupcao
cuténea, hélito a alho (causado pelos compostos seleniferos), cansaco, irritabilidade e
anormalidades do sistema nervoso (CDC, 1984; Helzlsouer et al., 1985; Jensen et al,
1984; Yang et al., 1983 ; G.Q. Yang et al., 1989).

A toxicidade em selénio pode ainda ter outros efeitos, como a formacdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species), espécies estas que
podem induzir a oxidacdo do DNA, a quebra da sua cadeia dupla e a morte da célula
(Umysova et al., 2009).

A toxicidade do selénio nos humanos foi relatada devido a exposicdo industrial
ou outras exposic¢des acidentais. A inalacdo de fumos de selénio, dioxido de selénio, ou
selenido de hidrogénio causa a irritagdo intensa das mucosas dos olhos e do tracto
respiratorio superior. Dores de cabeca, vertigem, fadiga, nausea, vomitos, um gosto
amargo na boca, e um odor a alho na respiragdo podem igualmente caracterizar a
inalacdo aguda do selénio (Fan & Kizer, 1990).

Alguns estudos realizados em ratos determinaram o LDsg de leveduras de selénio
em 37,3 mg/kg, sendo o LDs, para 0 Na,SeO3 de 5 mg/kg (Dumont et al., 2006).
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1.9 Compostos de Selénio

As formas de selénio presentes na comida incluem a selenometionina (plantas e
animais), responsavel por metade da dieta em selénio, com uma biodisponibilidade
superior a 90%; a selenocisteina (animal), também com uma elevada biodisponibilidade,
e as formas inorganicas, tais como o selenato e o selenito, com uma biodisponibilidade
que excede 0s 50% (Thomson, 2004).

No que toca a absorcdo das mesmas, sob condi¢fes consideradas Optimas, a
selenometionina e o selenato apresentam absorcdes na ordem dos 95 — 98%, e absorgdes
reais de 50 — 80% de selénio proveniente da dieta (Daniels, 1996). Embora o selenato
seja quase totalmente absorvido, uma quantidade significativa é perdida pela urina antes
de ser incorporada nos tecidos. J& o selenito tem uma absorcdo mais variavel,
provavelmente devido as interacgBes com as substancias do lumen intestinal, mas é
mais retido, uma vez absorvido, do que o selenato (Thomson & Robinson, 1986).
Embora o selenato e o selenito ndo sejam constituintes maioritarios da dieta, eles sdo
frequentemente utilizados para fortificar os alimentos e nos suplementos em selénio,
como ja foi visto com o exemplo da biofortificacdo realizada na Finlandia.

De referir que a biodisponibilidade é definida como a propor¢do de nutriente
ingerido que é utilizado para funcdes fisioldgicas normais ou armazenamento. A
biodisponibilidade ¢é influenciada por factores enddgenos, incluindo o crescimento, a
gravidez ou a lactagdo, a eficiéncia da digestdo, o tempo do transito intestinal e a
presenca de distdrbios gastrointestinais ou doenca (Tapiero et al., 2003). A utilizacéo
por parte dos tecidos do nutriente absorvido ou a conservagéo renal sdo ainda factores a
ter em conta (King, 2001). Além disto, a biodisponibilidade e a absorcdo dependem
fortemente da forma quimica em que o elemento esta presente (Diaz Huerta, Fernandez
Sanchez & Sanz-Medel, 2006).

A biodisponibilidade em selénio depende da conversdo de selénio absorvido na
forma biologicamente activa e da retencdo nos tecidos (Tapiero et al., 2003).

A forma organica € predominantemente encontrada em cereais, peixe, carne,
aves domésticas, ovos e produtos derivados do leite (Klein, 2004).

A forma inorgénica (selenito e selenato) é geralmente incluida na dieta atraves
de suplementos (Daniels, 1996).

Os mamiferos podem utilizar tanto as formas organica e inorganica como fontes
de selénio (Shiobara, Ogra & Suzuki, 2000).
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1.10 Metabolismo do Selénio

O selénio € metabolizado por diversas vias e a via metabolica determina a ultima
disposicdo deste elemento e, consequentemente, as funcdes e beneficios deste (Finley,
1998). O seu metabolismo pode ser resumido como apresentado na figura 2 (Klein,
2004).

selenoprotein synthesis
{as UGA coded selenocysteine)

general body f
proteins selenophosphate

tl $

selenomethionine —pp —P SeCys —P H,Se

methyl
demethylation transferase

. B-lyase > @ — methylselenol
methylselenocysteine (highly reactive)
glutathione 4
methylseleninic acid (rapid) l

(CH,),Se —>Ppbreath

|

(CH,),Se+ —Pmrine
Figura 2 — Metabolismo do selénio

O selénio ingerido por mamiferos é transformado em formas orgénicas, na forma
de residuos de selenocisteina nas selenoproteinas, ou em residuos de selenometionina
nas proteinas em geral. Como resultado disto, o selénio é detectado nos mamiferos,
mais frequentemente, sob a forma covalentemente ligada a carbonos (C-SeH ou C-
SeCHz) nas proteinas (Shiobara et al., 2000).

O importante papel do selénio nos mamiferos foi entdo manifestado pela
deteccdo de diversas selenoenzimas, sendo que ainda ha numerosas proteinas que
contém selénio para ainda serem identificadas (Kyriakopoulos, Rothlein, Pfeifer,
Bertelsmann, Kappler & Behne, 2000).

Ao contrario da grande maioria dos oligoelementos, o selénio ndo esta
coordenado com as proteinas, mas sim covalentemente anexado como parte do

aminoéacido selenocisteina (SeCys) (Lescure et al., 2008). Este aminoacido é sintetizado
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nas células animais para ser incorporado nas selenoproteinas em quantidades
estequiometricas (Burk, Hill & Motley, 2001).

As plantas convertem o selénio principalmente em selenometionina (SeMet) e
incorporam-no na proteina, no lugar da metionina (Met). A selenometionina pode
contribuir com mais de 50% do selénio total contido nas plantas, enquanto a
selenocisteina  (SeCys), a metilselenocisteina  (methyl-Se-Cys) e a y-
glutamilselenometilcisteina (y-glutamyl-Se-methyl-Cys) ndo sdo significativamente
incorporados em proteinas vegetais e estdo em niveis relativamente baixos,
independentemente da concentracdo em selénio no solo (Tapiero et al., 2003).

Podemos ver na figura 3 as formas quimicas dos selenocompostos referidos até
agora (Battin & Brumaghim, 2009).

NH, 0 o Oy OH
@] J\/\/Se Se
HO - ~ s NH,
HS OH Y O™ T 5
e NH, H,
selenocysteine selenomethionine selenocystine
1] I:I:‘:I_ Na_
/SE\ D:S”B‘D_ Na*
Na*-Q0" O Na* O
sodium selenite sodium selenate

Figura 3 — Compostos em discussao neste trabalho

A selenometionina é mais eficazmente retida do que as formas inorganicas,
(Tapiero et al., 2003) sendo que o selenato é por sua vez mais absorvido que o selenito,
mas ndo € tdo eficaz na manutencdo do estado do selénio (King, 2001). No entanto, o
selenito aumenta a actividade da glutationa-S-transferase (GST), da glutationa
peroxidase (GPx), da catalase (CAT) e da superdxido dismutase (SOD) nas
mitocdndrias e no citosol (Ansari et al., 2004).

Claro estd que estas diferentes formas de selenocompostos apresentam
diferencas nos seus papeis. Por exemplo, o selénio na forma de selenometionina
(SeMet) é menos eficaz que o selenito na prevencdo do cancro, e esta diferenca é

explicada pela teoria que o metil-selenol é a forma activa de selénio contra o cancro, e 0
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selenito é mais facilmente metabolizado nesta forma do que em SeMet (Finley, 1998).
A ingestdo de selenometionina reflecte-se na concentragdo em selénio no mausculo
esquelético humano, sendo que esta selenoenzima é também altamente retida nas
proteinas do cérebro (Tapiero et al., 2003).

O genoma humano contém 25 genes que codificam as selenoproteinas; entre
estes, as GPxs (glutationa peroxidases), tioredoxinas redutases e as deiodinases da
hormona da tiroide sdo as melhores caracterizadas (Schweizer et al., 2005).

A funcdo do selénio é mediada, maioritariamente, pelas selenoproteinas, as quais
0 selénio, na forma de uma selenocisteina, € introduzido durante a traducdo. As
selenoproteinas incluem enzimas tais como a glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina
redutases (TR), proteinas implicadas no transporte do selénio (selenoproteina P) e
proteinas com fungdes desconhecidas, que sdo envolvidas na manutencdo do potencial
redox das células (Kryukov et al., 2003).

O selénio funciona como o centro redox, por exemplo, quando a selenoenzima
tioredoxina reductase reduz os nucleétidos no DNA e ajuda no controlo e estado redox
intracelular, ou quando a iodotironina deonidase, seleno-dependente, produz hormonas

da tirdide activas de precursor inactivo (Rayman, 2000).
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1.11 Biosintese da Selenocisteina

Na natureza, a biosintese da maioria dos compostos de selénio segue a mesma
via que os compostos de enxofre. No entanto, vias mais complexas e altamente
especificas na utilizacdo do selénio. Estas vias servem para promover a incorporagao
selectiva deste elemento nas proteinas (Birringer et al., 2002).

O modo de incorporacdo da selenocisteina e 0s passos da sua biosintese sdo
drasticamente diferentes dos outros vinte aminoécidos (Rayman, 2005).

Grande parte das selenoproteinas actualmente conhecidas, particularmente as
dos mamiferos, contém residuos de selenocisteina nas posi¢Ges correspondentes aos
coddes UGA nos respectivos RNA mensageiros (MRNAs) (Allan, Lacourciere &
Stadtman, 1999). O selénio pode ser incorporado como selenocisteina no local activo de
uma vasta gama de proteinas (Brown et al., 2001).

O coddo UGA é um coddo de terminacdo no codigo genético universal, e pode
também codificar o 21° aminoacido, a selenocisteina (SeCys) (Turanov et al., 2009).
Todas as selenoproteinas contém selenocisteina (SeCys) nos seus centros activo
(Reeves & Hoffmann, 2009).

O tRNA da selenocisteina que codifica o coddo UGA foi encontrado em todos 0s
reinos de vida, sugerindo que o uso do UGA como codao para a selenocisteina € o mais
difundido na natureza (Gladyshev et al., 1998).

Ao contrério dos outros vinte aminoacidos, a SeCys € biosintetizada no seu
proprio tRNA, 0 Sec tRNAFS 3 partir de selenofosfatos como fonte de selénio. A
insercdo da SeCys ¢ especificamente feita pelo coddo UGA no mRNA (Rayman, 2005).

O selénio pode ser incorporado nas selenoproteinas por uma via unica que
envolve a producdo de selenocisteina (SeCys) e a incorporacdo da selenocisteina
(SeCys) na cadeia polipeptidica usando o coddo UGA como cod&o de insercéo (Finley,
1998).

No caso da selenometionina, como o tRNAM® n3o faz a distingdo entre a
metionina (Met) e a selenometionina (SeMet), em dietas pobres em Met uma grande
percentagem de SeMet € incorporada, ndo especificamente, nas proteinas no lugar da
Mat (Tapiero et al., 2003).

Quando a selenocisteina ndo é acumulada e o selénio é libertado pela SeCys-B-
liase para ser reduzido (juntamente com o selénio inorganico proveniente da dieta) a

selenido (H,Se) nos eritrocitos, fica assim disponivel para a sintese de selenocisteina no
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figado. Por outro lado, o selénio inorganico ndo pode ser armazenado mas € utilizado
directamente para a sintese de selenoproteinas no figado (Daniels, 1996).

Na figura 4 esta representado o metabolismo do selénio sob as formas ingeridas
na dieta (Rayman, 2005).

Non-specific A Selenate
SeMet  —— incorporation ‘//—_x
™~ into proteins ; Inorganic
. i J Selenite Se
S metabolism
Digt =====B=SeCys N J

l GSSeSG
-Glutamyl-SeMeSeCys \. / UGA
H,Se Ser-tRNA

_ A N T _/ I
SeMeSeCys .__H[_:’!__Lyase / \ HSef_fDS:2 f Selenoprotein}

—— CH;SeH /02 ~— i\\ | synthesis

[ Methylation 1 (CH,),Se (breath) \y_,HzOg . 'H"H..“

\ Excretion J / \ +0e Selenoproteins
Selenosugars + (CHz);Se* (urine) SeQ, e.g. GPx, TR, SelP, ID

Figura 4 — Metabolismo das formas de selénio da dieta, SeMet, SeCys, SeMeSeCys,
SeGSSG, GPx, TR, SelP, ID

Os animais tém capacidade de sintetizar selenocisteina a partir de selénio
inorganico, no entanto, eles ndo conseguem sintetizar selenometionina e aparentemente

ndo fazem a distingdo entre a metionina e os seus analogos de selénio (Daniels, 1996).

1.12 Antioxidantes enzimaticos

O organismo contém sistemas antioxidantes que requerem uma ingestdo
adequada de selénio para um funcionamento fisioldgico normal (Battin et al., 2009).

A formacdo de seleno-aminoacidos também ¢é influenciada pelo tipo de selénio
ingerido, pois, por exemplo, 0s animais monogastricos ndo formam seleno-aminoacidos
a partir de selenito (Cary et al., 1973).

O metabolismo celular normal produz oxidantes que sdo neutralizados nas
células por enzimas antioxidantes e outros antioxidantes (Zafar, Siddiqui, Sayeed,
Ahmad, Salim & Islam, 2003).

Os antioxidantes enzimaticos sdo compostos pela superéxido dismutase (SOD),
pela catalase (CAT) e pela glutationa peroxidase (GPx), (Gencel, Naziroglu, Celik,
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Yalman & Bayram, 2009), sendo que em 1970 se descobriu que o selénio era um
componente essencial desta Ultima, (Combs, 2001) por estar presente no seu local activo
e ser essencial a sua actividade catalitica (EI-Demerdash, 2001). Portanto, o selénio é
parte integrante da glutationa peroxidase (Chow & Tappel, 1974).

Estas selenoenzimas protegem as células contra os danos causados pelos radicais
livres e pelos hidroperédxidos e lipoperoxidos (Naziroglu, 2003).

Durante o esforco, uma infeccdo ou ferimento do tecido, as selenoenzimas
podem proteger contra os efeitos prejudiciais do peroxido de hidrogénio ou de radicais
livres ricos em oxigénio. Esta familia de enzimas catalisa a destruicdo do perdxido de

hidrogénio ou dos lipidos, de acordo com as seguintes reac¢des gerais:

> HO, + 2GSH — 2H,0 + GSSG
> ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG

onde GSH e GSSG representam, respectivamente, as formas reduzida e oxidada da
glutationa (Arthur et al., 1996).

Todos o0s organismos vivos sintetizam a série de enzimas antioxidantes
responsaveis pela desactivacdo de ROS, enzimas estas que ja foram referenciadas (GPX,
CAT, SOD) (Naziroglu, 2003).

O radical superdxido causa a inactivacdo das enzimas, incluindo a catalase e a
glutationa peroxidase, e a oxidacdo de componentes intracelulares, tais como a
glutationa, devido a sua longa meia-vida (Battin et al., 2009).

O consumo e a utilizacdo de oxigénio em processos fisiologicos resulta
inevitavelmente na produgédo de ROS (Reactive Oxygen Species). A producdo de energia
na mitocdndria é dependente do metabolismo de oxigénio, desde que O, seja reduzido a
H,O. Durante este complexo processo de transferéncia de electrfes, a incompleta
reducdo de O, pode resultar na producdo de ROS altamente reactivos e prejudiciais,
incluindo o radical superéxido (O;), oxigénio singular, peréxido de hidrogénio e o
radical hidroxilo (OH) (Battin et al., 2009).

Sabe-se hoje que as espécies oxigeno-reactivas (ROS — Reactive Oxygen
Species), tais como o anido superdxido (O,), os radicais hidroxilo (OH), o peroxido de
hidrogénio (H,O;) e o peroxinitrito (ONOQ") contribuem para a reperfusdo e induzem
quebras na cadeia simples do DNA, o que activa a poli (ADP-ribosil) polimerase
(PARP), resultando em NAD" e no esgotamento de ATP (Ansari et al., 2004).
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Estas espécies reactivas sdo um subproduto inevitavel da respiragdo celular,
causando a oxidacdo dos lipidos, dos &cidos nucleicos e proteinas, e os danos das ROS
sd0 uma causa subjacente de doenca, incluindo cancro, inflamagdes e doencas
neurodegenerativas (Battin et al., 2009).

O selénio exerce o seu efeito bioldgico através de varias selenoproteinas, as
quais podem estar presentes em mais de 30 sistemas de mamiferos. A avaliacdo das
necessidades em selénio tem sido baseada em doses que maximizam a actividade da

selenoenzima glutationa peroxidase (Thomson, 2004).

1.12.1 Glutationa Reduzida

A glutationa é um importante tri-péptido que estd largamente distribuido nos
tecidos animais, nas plantas e em microrganismos (Saydam et al., 1997).

A glutationa é uma molécula especial que participa numa grande variedade de
processos metabdlicos, transporte e desintoxicacdo. As suas caracteristicas especiais
facilitam a sua participacdo em diversas actividades bioldgicas, entre as quais, a
proteccdo contra os danos causados por radicais livres (De Vega, Fernandez, Mateo,
Bustamante, Herrero & Munguira, 2002).

O ciclo redox da glutationa tem um papel importante no mecanismo de defesa
oxidante da célula. Os componentes do ciclo, isto é, a glutationa reduzida (GSH), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa Redutase (GR) participam na proteccdo da
célula dos efeitos tdxicos dos hidroperoxidos enddgenos e exdgenos (Turan et al.,
2001).

A glutationa reduzida (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na
maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (Meister et al.,
1983). A sua capacidade redutora é determinada pelo grupo -SH, presente na cisteina. A
GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra as lesdes resultantes da exposicdo a agentes
como os ides de ferro, oxigénio hiperbéarico, ozono, radiacdo e luz ultravioleta. Além
disto, actua como um transportador e um reservatério de cisteina, participando na

desintoxicacdo de agentes quimicos e na eliminacdo de produtos da lipoperoxidacdo. E
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ainda requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas
(Deneke et al., 1989).

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de
90% de ratos submetidos a hiperoxia e tratados com fornecimento de eritrocitos na
traqueia. Este resultado foi atribuido a GSH intra-eritrocitaria que protege contra o
stress oxidativo ao nivel do pulmao, resultante da hiperoxia (Van Asbeck et al., 1985).

A glutationa reduzida protege os lipidos das membranas e outros constituintes
celulares contra a lesdo oxidativa, através da modificacdo do peréxido de hidrogénio e

dos hidroperéxidos dos acidos gordos (Viaro et al., 2001).

1.12.2 Glutationa Peroxidase

No que diz respeito a glutationa peroxidase, ela € muito utilizada como indicador
da guantidade de selénio, pois existe uma relacéo linear entre a actividade da glutationa
peroxidase no sangue e a concentracdo de selénio (abaixo dos 100 upg/L), (Daniels,
1996), dai varios investigadores sugerirem que a actividade desta enzima no plasma
e/ou eritrocitos pode servir como um bom indicador do estado nutricional em selénio,
pois 0 selénio estd covalentemente ligado ao local activo da glutationa peroxidase,
(Pleban et al., 1982) e ndo pode ser removido com EDTA, nem ha registos de ides
metalicos activadores desta enzima (Pleban et al., 1982). E uma selenoenzima presente
no citosol das células onde, além das fun¢des ja enunciadas, reduz a fosfolipase A2
clivando os hidroperdxidos lipidicos (Brown et al., 2001).

A glutationa peroxidase é uma proteina tetramérica composta por quatro
subunidades aparentemente idénticas, cada uma delas contendo um atomo de selénio
(Torres, Farre, Lagarda & Monleon, 2003).

A glutationa peroxidase classica (GPx-1) foi a primeira selenoproteina a ser
identificada, e a forte relacdo linear demonstrada entre a concentracdo de selénio nos
eritrocitos e a actividade da glutationa peroxidase permitiu a primeira marcagdo
bioquimica eficaz do estado de selénio (Brown et al., 2001). Esta glutationa é uma das
mais sensiveis as alteracdes de estado de selénio, com niveis de mMRNA e de proteina a

serem drasticamente reduzidos em condicbes de baixa concentracdo de selénio.
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Juntamente com o estado de selénio, outros factores como o stress oxidativo
influenciam a expressdo da GPx-1 (Reeves & Hoffmann, 2009).

Suplementos vitaminicos, deficiéncia em ferro, toxicidade em metais pesados,
estado hormonal e a origem étnica séo factores que afectam a actividade desta enzima
podendo entdo concluir-se que a actividade da glutationa peroxidase espera-se reduzida
se 0 selénio estiver pouco disponivel (Pleban et al., 1982).

Assim, o aumento de doencas associadas a deficiéncia em selénio pode ser
atribuido ao aumento do stress oxidativo e as alteracfes na sinalizacdo redox; as
selenoproteinas podem ser subdivididas em grupos baseados na localizagdo das SeCys
nas selenoproteinas (Tapiero et al., 2003).

A selenocisteina no local activo da GPx é oxidada no acido selénico
correspondente por hidroperdxidos ou peroxinitrito, que por sua vez € reduzido no
alcool correspondente. A forma reduzida da enzima é restaurada pela GSH (Klotz,
Kroncke, Buchczyk & Sies, 2003).

Apos a GPx-1, outras enzimas glutationa peroxidase foram identificadas, sendo
elas a glutationa peroxidase glicosilada do plasma (GPx-2), a glutationa peroxidase
gastrointestinal (GPx-3) e a glutationa peroxidase fosfolipidica-hidroperoxido (GPx-4).
Excepto para a GPx-4, estas peroxidases sdo tetrameros, em que cada subunidade
contem um residuo de selenocisteina. Em contraste, a GPx-4 ¢ um mondémero que
contem um residuo de selenocisteina e que catalisa a reducdo de hidroperoxidos de
acidos gordos e de colesterol (Allan et al., 1999). A GPx-1 usa a GSH para reduzir
ROS, produzindo GSSG durante o processo, que é convertido de novo a GSH pela
enzima glutationa reductase (GR) (Reeves et al., 2009).

O papel da GPx-2 é sobretudo de proteger o epitélio intestinal do stress
oxidativo. A GPx-2 apresenta uma especificidade de substratos similar aos da GPx-1,
incluindo peroxido de hidrogénio, tert-butilhidroperdxido, hidroperéxidos comuns, mas
ndo a hidroperoxido fosfatidilcolina. A expressao da GPx-2, juntamente com a GPx-4, é
muito mais resistente do que a GPx-1 as deficiéncias em selénio na dieta (Reeves et al.,
2009).

As GPx-3 sdo as Unicas GPx secretadas e constituem aproximadamente 20% do
selénio encontrado no plasma, sendo que este ndmero pode variar, dependendo do
estado em selénio de cada individuo. A principal fonte de GPx-3 no plasma é o rim,
produzida pelas células do epitélio tubular proximal e nas células parietais da capsula de

Bowman e libertadas no sangue (Reeves et al., 2009).
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O papel da GPx-4 é a proteccdo da oxidagdo reversa dos peroxidos lipidicos,
mas esta selenoenzima também esta envolvida no metabolismo de lipidos tais como o
acido araquidonico e acido linéleico. Tal como a GPx-1 e a GPx-3, foi demonstrado que
a GPX-4 tem um papel importante na protecgdo contra as doencas vasculares (Reeves et
al., 2009).

O sistema glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reduzida (GSH) trabalham
cataliticamente de uma forma que se assemelha a desintoxicacao de hidroperoxidos pela

GPx em detrimento da GSH, como se pode ver pela figura 3.

ROOH ROH
or or
ONOO™ ONO™
R-Se” +H™* R-SeOH
H,O + GSSG 2 GSH

Figura 5 — Mecanismo de oxidagéo

A principal fungdo da GPx é entdo de manter a integridade da membrana das
células, incluindo a dos eritrocitos, e a prevencdo dos danos peroxidativos é feita pela
interaccdo com outros factores, tais como a vitamina E, a catalase e a superdxido
dismutase (Thomson, Gibson & Martin, 2004).

O selénio e a vitamina E actuam especificamente e sinergicamente em diferentes
etapas da peroxidacdo dos lipidos e nas vias de reducdo de perdxidos lipidicos, como se

pode verificar pela figura 6 (Chow et al., 1974).
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Figura 6 — InteraccBes entre o selénio, a vitamina E os acidos amino-sulfurosos na
inibicdo dos danos da peroxidagdo dos lipidos

Portanto, e resumindo, a glutationa peroxidase tem fungfes antioxidantes por
reducdo de perdxidos, tais como o H,O, reduzido a H,O, (Battin et al., 2009) papel
também desempenhado parcialmente pela catalase (Zafar et al., 2003). Isto pode ser

visto na figura seguinte (Klotz et al., 2003).

2GSH GSSG

H,O, ¥ 2 H,0

Figura 7 — Reducéo de H,O, a H,O pela GPx

Esta reaccdo utiliza a GSH como dador de electrbes (agente redutor) e

transforma-se em glutationa na sua forma oxidada (GSSG) (Tavares, 2008).
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1.12.3 Glutationa Redutase

A glutationa redutase (GR) é uma flavoproteina dependente da nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da
integridade da via das pentoses (Ross et al., 1991). Esta enzima néo age directamente na
remocdo de espécies radicalares, mas é responsavel pela regeneracdo da glutationa na
sua forma reduzida (GSH) utilizando o potencial redutor da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP+), tendo como objectivo impedir a paragem do ciclo
metabolico da glutationa (Junior et al., 2001) (Figura 8).

o
o
Hooe™ N L-Glutationa reduzida
2 H (GSH)
Hz COOH
NADP* Glutationa Glutationa Hz0z
redutase peroxidase
(GR) (GSH-Px))\
MADPH + H™ 2H.0
_ o -
N o
HOOC/'\ M = L-Glutationa oxidada
H (GSSG)
g
/
Ha COCH

2

Figura 8 — Interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela accédo das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e

glutationa redutase (GR)
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1.12.4 Catalase

A catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sdo as enzimas com maior
peso no que toca a desintoxicacdo de peroxido de hidrogénio nas células, (Thayer,

1986) podendo verificar-se esse mecanismo na figura 9 (Tapiero et al., 2003).

02" = TH202+02 —>NADP*
Superoxide
dls_mutases_ 2 GSH
{mitochondrial
and cytosolic )
Glutahione
peroxidase
R GSS8G
— NADPH
H,0
Oxidases ——— 2HpOp ——» 2H;0+0Op
Calalase

Figura 9 — Papel da catalase e da glutationa peroxidase na remocdo de peroxidos de
hidrogénio nos tecidos humanos

E encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, coragdo, rim e figado (Mayes
et al., 1990). A sua actividade é dependente de NADPH. A suplementacdo de catalase
exogena previne a oxidacdo da GSH mediada pelo H,O, em eritrocitos humanos
normais e inibe também as lesdes oxidativas do DNA de timo de carneiros submetidos a
sobrecarga de Fe** (Aruoma et al., 1989).

A CAT estd presente em todas as células, em particular nos peroxissomas,
subestruturas celulares que utilizam o oxigénio para remover a toxicidade a substancias
toxicas atraves da producdo de H,O,. A CAT converte H,0, em H,O e O,.

A GPx e a CAT tém a mesma acc¢do sobre o H,O,, mas a GPx é mais eficiente
na presenca de concentracOes elevadas de ROS, enquanto a CAT tem uma acg¢ao mais

importante com concentragfes mais baixas de H,O, (Tavares, 2008).
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1.12.5 Superéxido Dismutase

A superdxido dismutase catalisa a dismutagdo do anido superoxido (O;) do
H,O; no citosol das células e das mitocondrias, e a degrada¢do do H,O, a H,O e O, é
catalisada pela catalase e pela glutationa peroxidase (Shireen, Pace, Mahboob & Khan,
2008).

A SOD constitui a maior defesa contra os radicais O, e estd na primeira linha de
defesa contra o stress oxidativo. Em todas as células, a SOD mitocondrial é a grande
responsavel pela reducdo do O, produzido, embora uma pequena parte se difunda para
0 citosol (Tavares, 2008). A adicdo desta enzima também protege 0 DNA de lesdes
provocadas pela sobrecarga de Fe®* (Aruoma et al., 1989).

Foram identificadas trés isoformas de SOD em humanos e todas elas contém
i0es metalicos nos seus centros activos (cobre, zinco e manganés) (Battin et al., 2009).

Esta enzima corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos na sua composicdo. Nos sistemas eucarioticos existem duas formas de
superdxido dismutase: a forma SOD-cobre-zinco, presente sobretudo no citosol, e a
forma SOD-manganés localizada maioritariamente na mitocondria (Ross et al., 1991).

A superoxido dismutase dependente de Cu®* e Zn?* como cofactores é uma
enzima que actua na dismutacdo de radical superéxido que é constantemente formado
durante o metabolismo aerdbio (Klotz et al., 2003) em perdxido de hidrogénio e

oxigénio, como apresentado na equacao seguinte (Junior et al., 2001).

~ soD
20, +2H" —> H,0,+0,

Cu2+ Zn2+
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1.13 O Selénio para la do organismo

Para la da utilizagdo pelo corpo humano e para o bem da saude, o selénio é
usado na pesquisa de semicondutores (aluminio, bismuto, e selenido de indio), na
manufactura do vidro (selenito de amodnia, hemiselenido de arsénico), nos
fotocondutores, nos semicondutores, em pilhas fotoeléctricas, em rectificadores
(selenido de cadmio); em emissores de electrdes (selenido de calcio); como catalisador
em digestdes de Kjeldahl, como reagente quimico (selenato de potassio), em remédios
veterinarios para eczemas e infecgdes fungosas; como agente nos champés para 0 uso
humano (bissulfeto de selénio); na manufactura de outros compostos do selénio; como
um reagente para alcaldides (dioxido de selénio); e como um agente terapéutico

veterinario (selenato de sddio, selenito de sodio) (Fan & Kizer, 1990).

1.14 Biodisponibilidade em diferentes 6rgédos e fluidos

Os 6rgdos acumulam normalmente grandes concentragfes de selénio; os figados
da maioria das espécies contém geralmente quatro vezes mais selénio do que o musculo
esquelético e os testiculos de bois, carneiros e suinos podem acumular entre dez e
dezasseis vezes a quantidade encontrada nos musculos (Combs, 2001).

Apos a absorcdo, os maiores niveis de selénio estdo localizados nos eritrocitos,
figado, baco, coracdo, unhas e esmalte de dentes. Na intoxicagdo crénica em animais o
selénio € depositado principalmente nos rins e figado, seguido pelo pancreas, baco e
pulmdes (Borges, 2008).

A distribuicdo de espécies de selénio através dos diferentes oOrgdos foi
documentada e a conclusdo global que se obteve foi que as maiores concentracGes de
selénio estdo presentes na ordem: rins — figado — bago — testiculos — musculo cardiaco —
pulmdes — cérebro (Dumont et al., 2006).

Assim, a actividade enzimatica atinge um patamar linear, em diversos tecidos, e

com diferentes niveis de ingestdo de selénio (Alfthan et al., 1991).
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1.14.1 Sangue

Em 1628, ap0s nove anos de cuidadosas observagdes, William Harvey publicou
o0 primeiro tratado cientifico sobre a circulagdo continua do sangue. Desde aquela época
foi acumulada uma grande quantidade de informacéao sobre a fisiologia e bioquimica do
sistema circulatorio.

Geralmente, menos de metade do sangue consiste em elementos “formados” —
eritrocitos, que estdo relacionados com o transporte de gases respiratorios, leucécitos,
que combatem as infeccOes, e plaquetas, que tém um papel essencial na coagulacdo
sanguinea. O resto é um liquido colorido a que se da 0 nome de plasma. Este plasma é
um liquido de cor palha composto por 91% de agua e 9% de compostos quimicos,
sobretudo proteina.

Os eritrocitos (também conhecidos como glébulos vermelhos) transportam o
oxigénio e tém um papel importante no transporte de dioxido de carbono (Jacob,
Francone & Lossow, 1990).

O plasma reflecte a concentracdo a curto prazo, sendo que a concentragdo nos
eritrocitos reflecte a concentracdo a longo prazo, devido a incorporacdo de selénio
durante a sintese destas células (Thomson, 2004).

Cerca de 75% do selénio total presente no sangue encontra-se no plasma/soro
(Dumont et al., 2006).

A concentracdo minima de selénio que é esperada no plasma, sob condigdes de
expressdo maxima de GPx plasmatica é de pelo menos 70 ng Se/ml (Combs, 2001). Séo
conhecidos dois tipos de glutationa peroxidase do plasma: a glutationa peroxidase extra
celular (GPx-3) e a selenoproteina P (Burk et al., 2001).

A enzima plasmatica (p-GPx) também apresenta uma forma tetramérica com
subunidades idénticas e com um atomo de selénio por unidade, contudo, é uma proteina
glicosilada e é cineticamente, estruturalmente e antigénicamente distinta da enzima
celular (c-GPx) (Torres et al., 2003).

A concentracdo em selénio no sangue é geralmente considerada uma medida

eficaz, tanto da concentragdo como de ingestéo deste composto (Thomson, 2004).
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1.14.2 Cérebro

A primeira mengéo sobre o termo cérebro é encontrada nos rolos de papiros
egipcios. Actualmente, a palavra encéfalo refere-se “a parte do sistema nervoso que esta
no cranio”. E a maior massa de tecido nervoso do corpo humano e contém bilhdes de
células nervosas. O peso médio de um encéfalo humano é de 1380 gramas para um
homem e 1250 gramas para uma mulher; cresce rapidamente ap0s o quinto ano de vida
e para de crescer ap6s 0s 20 anos, diminuindo entdo durante a velhice (Jacob, Francone
& Lossow, 1990).

O cérebro é um importante alvo dos efeitos do selénio, (Turan et al., 2001) pois
durante a deplecdo do selénio o cerebro recebe um abastecimento prioritario (Rayman,
2000).

A isquemia cerebral em humanos, na maioria das vezes resultante de uma
oclusdo transitdria ou permanente da artéria cerebral média, é uma das principais causas
de varias falhas neuroldgicas e de morte (Ansari et al., 2004).

O cérebro é vulneravel aos danos oxidativos devido ao elevado consumo de
oxigénio, a presenca de elevados niveis de &cidos gordos poliinsaturados e & natureza
ndo regenerativa dos neuronios (Zafar et al., 2003).

De entre 0s mecanismos propostos para a toxicidade do selénio alguns estudos
sugerem que ele possa exercer uma accao pro-oxidante, pois altas concentracfes podem
oxidar grupos sulfidrila endbgenos e aumentar a formacdo de radicais livres. A
concentracdo de selénio cerebral ndo é elevada mas este 6rgdo é o Unico que mantém

um suplemento adequado em caso de deficiéncia do elemento (Ghisleni, 2006).
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1.14.3 Figado

O figado € o maior 6rgdo do corpo e esta localizado na parte superior da
cavidade abdominal, abaixo da cupula diafragmaética. Este 6rgdo destrdi eritrocitos
velhos e desgastados, removendo bactérias e corpos estranhos do sangue. Funciona na
desintoxicacdo atraves da troca de residuos nitrogenados e amodnia, em ureia, que é
menos toxica. Os sistemas de enzimas do figado desactivam drogas e desintoxicam
vérias substancias quimicas provenientes do meio ambiente, tais como insecticidas,
corantes e ingredientes alimentares. As transformac@es quimicas incluem a oxidagdo
(mecanismo principal), a reducdo, a hidrolise e a conjugacéo.

As influéncias do figado na nutri¢do incluem o armazenamento de glicogénios
de vitaminas A, D, E, K e B12, e certas outras vitaminas hidrosoluveis, e 0 metabolismo
de glicidos, lipidos e proteinas (Jacob, Francone & Lossow, 1990).

O figado é um dos principais alvos da toxicidade e/ou do stress oxidativo (Turan
etal., 2001).

No figado dos ratos ha actividade de duas glutationas peroxidase: uma delas € a
selenoenzima (Se-GPx), que é quase indetectavel em animais deficientes em selénio, e a
outra é a glutationa peroxidase ndo dependente de selénio, que é devida a algumas

glutationa-S-transferases (Burk, Lane, Lawrence & Gregory, 1981).
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1.14.4 Musculo

Existem trés tipos de tecido muscular: o estriado (voluntario), o liso
(involuntério) e o cardiaco. O musculo voluntéario possui estriacdes transversas e pode
ser controlado pela vontade (musculoesqueléticos, musculos da lingua, faringe, laringe,
etc.); o involuntério é liso, sem estriagGes, e esta sob o controlo do sistema nervoso
autonomo (paredes musculares dos tractos digestivos, respiratorio e urinario, vasos
sanguineos, etc.); o cardiaco, embora estriado, é encontrado exclusivamente no coragdo
e ndo esta sob controlo voluntério (Jacob, Francone & Lossow, 1990).

Estudos recentes mostraram o importante papel do selénio e de algumas
selenoproteinas na fisiologia dos musculos e as suas implicagcbes nas doencas
musculares (Rederstorff, Krol & Lescure, 2006).

Em animais ruminantes, deficiéncias em selénio causam doencas no musculo
branco, uma condi¢do caracterizada por fraqueza muscular e degeneracdo do musculo
esquelético e cardiaco. Uma miopatia similar a doenca do masculo branco foi descrita
em humanos com deficiéncias em selénio (Lauretani, Semba, Bandinelli, Ray, Guralnik
& Ferrucci, 2007).

A distrofia muscular nutricional (DMN) ou doenga do musculo branco é uma
doenca miodegenerativa hiperaguda, aguda ou subaguda dos musculos cardiaco e/ou
esqueléticos causada pela caréncia de vitamina E e de selénio. A doenca é caracterizada
por necrose segmentar com calcificacdo de segmentos necroticos das fibras musculares.
A doenga ocorre em animais mantidos em pastos cujos solos sdo pobres em Se e
vitamina E ou que recebem ragdes deficientes nesses elementos (Amorim et al., 2005).

Uma baixa actividade da glutationa peroxidase é indicativo de uma baixa
concentracdo em selénio nas células, que estd por sua vez associado com dores
musculares e fraquezas (Rederstorff et al., 2006).

Nas células musculares, 65 — 85% da actividade da SOD ¢ citosélica (Tavares,
2008).
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1.14.5 Testiculos

Os testiculos sdo pequenas glandulas ovdides, correspondentes aos ovarios nas
fémeas, suspensas na regido inguinal pelo funiculo espermaético, circundadas e
suportadas pelo escroto (Jacob, Francone & Lossow, 1990).

Varias investigagdes tém mostrado que o selénio estd envolvido em processos do
sistema reprodutivo masculino (Behne, Duk & Elger, 1986).

Os testiculos (nos ratos) contém niveis maximos de selénio e este composto
aumenta consideravelmente durante a puberdade, com o inicio da espermatogénese. O
selénio é também necessario para a biosintese e o0 desenvolvimento normal dos
espermatozdides, (Naziroglu, 2003) assim como para a biosintese da testosterona
(Rayman, 2002).

A ingestdo insuficiente de selénio afecta a morfologia testicular, resultando na
interrupcdo da espermatogénese. Isto afecta severamente a concentracdo, a motilidade e
a morfologia do esperma, (Naziroglu, 2003) o que diminui as hipoteses de fertilizacdo
(Rayman, 2002).

Quando ha deficiéncia de Se, hd& uma menor sintese de GPx e, como
consequéncia, a gametogénese do macho fica comprometida, e os espermatozoides
apresentam-se com cauda quebrada, deformacdes de cabeca, deformacdes da peca
intermediaria, ou até ruptura estrutural e presenca de muitos espermatozoides mortos
(necrozooespermia). Apresentam, também, baixa resisténcia ao teste de resisténcia (que
mede a longevidade do sémen) e baixa eficiéncia nas taxas de concepg¢éo (Lima et al.,
2007).
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1.14.6 Rim

Os rins sdo orgdos com o formato de feij0es, situados atras do peritonio parietal,
contra os musculos da parede abdominal posterior, um pouco acima da linha da cintura.
E neste 6rgdo que a urina é formada. Esta elaboragdo é feita primariamente em dois
estagios: o estagio glomerular (formacao da urina primitiva) e o estagio tubular, com os
processos sucessivos ou simultaneos de reabsorcdo (da luz tubular para o sangue) e
secrecdo (do sangue para a luz tubular) (Jacob, Francone & Lossow, 1990).

O pré-tratamento intravenoso com selenito de sodio inibe 0 aumento dos niveis
de creatinina no plasma, o que por sua vez reduz as lesdes morfol6gicas provocadas
pela cisplatina nos rins de ratos e murganhos (Baldew et al., 1989).

A administracdo oral de selenito de sodio cria uma proteccdo parcial sobre a
deterioracdo da fungdo renal induzida em ratos pela cisplatina, com menor decréscimo

na libertacdo de creatinina (Camargo et al., 2001).

1.14.7 Urina e Fezes

A urina é composta por 96% de agua, na qual sais, toxinas, pigmentos, hormonas
e produtos de decomposicdo do metabolismo proteico estdo dissolvidos (Jacob,
Francone & Lossow, 1990).

A excrecdo do selénio é feita primariamente pela urina e pelas fezes, sendo que
em geral o selénio fecal é o que ndo foi absorvido na dieta (Daniels, 1996).

As principais vias de excre¢do de selénio sdo a urina e as fezes (Bugel et al.,
2008).

Embora a excrecdo do elemento seja proporcional ao estado de selénio, a
excrecdo é também sensivel a mudancas a curto prazo na ingestdo deste elemento (Burk
etal., 1972).

O mecanismo que regula a produgdo de metabolitos excretérios ainda ndo foi
elucidado, mas a excrecdo mostrou ser responsavel na manutencdo da homeostase em
selénio no animal (Burk et al., 1972). Os metabolitos excretérios aparecem
primariamente na urina, mas quando elevadas quantidade de selénio sdo excretadas, a

respiragdo também contem metabolitos volateis (McConnel and Portman, 1952).
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Em doses normais, a urina € a via de excrecdo mais importante e regula a
homeostase (Daniels, 1996). Em geral, 50 — 70% do selénio ingerido é excretado pela
urina (Daniels, 1996) através dos rins, nas fezes através do tracto gastrointestinal e no ar
expirado através dos pulmdes (Dumont et al., 2006). O sistema renal tem um papel
importante na adaptacdo do organismo a baixas ingestbes de selénio, reduzindo a
excrecdo. A excrecdo de selénio através da respiracdo apenas acontece quando a

ingestdo e extremamente elevada (Dumont et al., 2006).

1.14.8 Coracao

O coracgdo é uma camara oca com quatro cavidades, um 6rgdo muscular entre os
pulmdes, conhecido como sendo uma bomba muscular que propulsa o sangue através do
sistema circulatorio (Jacob, Francone & Lossow, 1990).

Teoricamente, o selénio deve ser um agente protector contra doencas do sistema
cardiovascular. Isto acontece devido a capacidade da GPx de combater a modificacdo
oxidativa dos lipidos e diminuir a agregacdo plaquetaria. A GPx4 reduz os
hidroperdxidos dos fosfolipidios e o0s ésters do colesterol associados com as
lipoproteinas, reduzindo, desta forma, a acumulacdo das LDL oxidadas na parede das
artérias. Além disso, na deficiéncia de selénio, ocorre inibicdo da enzima prostaciclina
sintetase, responsavel pela producdo da prostaciclina (vasodilatadora), favorecendo a
formacdo do tromboxano (vasoconstritor e agregante plaquetario), num balango

desfavoravel para pacientes coronariopatas (Sarmento et al., 1989).
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2. OBJECTIVOS

Neste trabalho foi feito um estudo da biodisponibilidade do selénio presente no
cogumelo Agaricus bisporos, o conhecido cogumelo branco a venda nos nossos
supermercados. O objectivo foi de comparar o consumo deste cogumelo como possivel
alternativa aos suplementos de selénio, utilizando para isso o selenato, e comparar a sua
biodisponibilidade e possiveis alteracdes nas actividades antioxidantes.

Foram assim criados trés grupos de animais (controlo, os que consomem 0
cogumelo e os que consomem o selenato), sendo posteriormente avaliados, para cada
grupo, alguns marcadores bioquimicos e a capacidade antioxidante. Além disto, foi
também determinada a quantidade de selénio, para cada grupo, em diferentes 6rgéos.

Tirar-se-80 assim conclusdes que nos permitirdo saber se 0 cogumelo sera uma

fonte mais eficaz de selénio que as formas inorganicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

A vasta maioria das pesquisas nutricionais relacionadas com o selénio é
realizada em ratos e murganhos, sendo usados em geral selenito, seleno-aminoacidos
purificados ou outros compostos de selénio com baixo peso molecular (Hawkes et al.,
2003).

Assim, para realizar este trabalho, foram utilizados 24 ratos machos Wistar, da
espécie Rattus norvergicus (figura 10).

Estes sdo animais nocturnos, muito sociaveis, curiosos, facilmente adaptaveis e

pouCo agressivos.

Figura 10 — Rato Wistar utilizado nesta actividade

Adultos, pesam entre 250 e 500 gramas, tendo uma frequéncia respiratéria de 70
— 115/min e cardiaca de 240 — 450/min. Tém uma esperanca média de vida de 2 a 3
anos; a sua temperatura corporal varia entre 37,5 e 38,5°C.

Os animais foram colocados em adaptacdo ao biotério durante uma semana,
sendo posteriormente divididos em grupos de 8 ratos por 3 gaiolas. As gaiolas utilizadas

séo de policarbonato, usando cama de aparas duras de madeira. (figura 11)
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Figura 11 — Gaiola de policarbonato

A temperatura foi controlada nos 23 + 2°C, a luminosidade em ciclos de 12
horas (12 horas de luz, 12 horas de escuriddo) e a humidade relativa mantida nos 55 +
5%. De forma a enriquecer o ambiente dos animais, foram colocados tubos em PVC em
cada gaiola.

A agua foi mudada pelo menos duas vezes por semana e as gaiolas limpas com a
mesma frequéncia, de forma a manter o espaco dos animais limpo. Estas mudancas
foram feitas com o maximo de siléncio possivel e com a menor brusquidao possivel de

forma a minimizar o stress dos animais.
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3.2 Comida

Cada grupo foi alimentado com um tipo de comida diferente. O grupo de
controlo (intitulado grupo C) com racgéo base (tabela 3), o grupo que ingeriu o cogumelo
(intitulado grupo A, de Agaricus) e o0 grupo que ingeriu o selenato (intitulado grupo S,

de selenato).

Tabela 3 — Composicdo da comida base

Formula g/kg
Fermento Torula 300,0
DL-Metionina 3,0
Sucrose 591,0
Oleo de milho 50,0
Mix mineral, deficiente em Se (80313) 35,0
Carbonato de Calcio 11,0
Mix de vitaminas (40060) 10,0

Para obter a comida para os outros dois grupos, adicionou-se a esta base o
cogumelo em questdo e o selenato, nas quantidades relativas ao consumo diario

recomendado.

3.2.1 Grupo C

Para a preparagdo da comida para o grupo C (grupo de controlo), reduziu-se a
comida base, previamente seca em estufa a 40°C durante 48h, a po, sendo feitos
posteriormente os pellets no tamanho adequado aos animais. Nao foi adicionado nada a

esta racdo visto ser pobre em selénio, o objectivo para o grupo de controlo.
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3.2.2 Grupo A

Para a preparacdo da comida para este grupo, que é 0 grupo que ingeriu o
cogumelo, o primeiro passo foi, como no caso anterior, secar a ragdo base na estufa e
reduzi-la a p6. Estando reduzida a po, adicionou-se entdo a quantidade de cogumelo
necessaria, liofilizado e também reduzido a p6, homogeneizando a mistura.

A determinacdo da quantidade de cogumelo necessaria foi calculada da seguinte
forma:

Pretende-se que 0s animais tenham um consumo que, correspondente aos
humanos, seja de 100 ug Se/70 kg/dia, ou seja, 1,43 ug Se/kg/dia.

Tendo os ratos um peso médio de 200 g, serdo entdo 0,29 ug Se/0,2 kg/dia.

Visto que este tipo de animais come em média 10% do peso do seu corpo, prevé-
se que comam 20 g por dia. Portanto, € necessario que o0s 0,29 ug de selénio estejam
presentes em 20 g de comida, ou seja, 0,0145 pg/g (14,5 pg/kg). Sabendo que serdo
preparados 6,7 kg de racdo, da-nos entdo 95,7 ug/6,7 kg.

Sabe-se que os cogumelos utilizados para esta actividade tém uma concentragéo
em selénio de 0,873 mg/kg, ou seja, 873 ug/kg. Sabendo entdo que sdo necessarios 95,7
ug de selénio, o célculo efectua-se da seguinte forma:

95,7 x 1000
873
Calculada a quantidade necessaria de cogumelo a adicionar, procedeu-se entdo a

= 109,62 g

devida homogeneizacdo do cogumelo na racdo base e procedeu-se a fabricacdo dos

pellets do tamanho adequado e pretendido.
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3.2.3 Grupo S

O primeiro passo da preparagdo desta racdo e também ele a moagem apos
secura. Feito isso, para adicionar o selenato, preparou-se uma solucdo adequada para
que o selénio pretendido fosse adicionado. Visto o selenato ser um sal, a estratégia
utilizada para adicionar este a racdo base foi a preparacdo de uma solucdo aquosa com
as quantidades pretendidas.

A quantidade de solucdo a preparar foi determinada da seguinte forma:

Pretende-se que 0s animais tenham um consumo que, correspondente aos
humanos, seja de 100 ug Se/70 kg/dia, ou seja, 1,43 ug Se/kg/dia.

Tendo os ratos um peso médio de 200 g, serdo entdo 0,29 ug Se/0,2 kg/dia.

Visto que este tipo de animais come em média 10% do peso do seu corpo, prevé-
se que comam 20 g por dia. Portanto, € necessario que 0s 0,29 ug de selénio estejam
presentes em 20 g de comida, ou seja, 0,0145 pg/g (14,5 pg/kg). Sabendo que serdo
preparados 6,7 kg de racdo, da-nos entdo 95,7 ug/6,7 kg.

Sabendo que o selenato tem uma massa molar de 369,09 g/mol, dos quais temos
78,96 g/mol em selénio, e que precisamos de 95,7 ug de selénio, o calculo é simples:

369,09 x 95,7
78,96

De forma a ndo humedecer demasiado a ragdo com esta solucao, prepararam-se

= 447,3 ug selenato

apenas 350 ml de solucgéo, pelo que, foi feita uma solugédo de 130 mg/L, posteriormente
diluida 100 vezes para obter a concentragdo correcta a adicionar a ragéo (1,3 mg/L).
Preparada a solucéo, e estando a racao base devidamente reduzida a p6, procede-

se a homogeneizacdo e posterior preparacdo dos pellets.
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3.3 Protocolo Experimental

Sdo entdo criados 3 grupo de 8 animais (grupo A, grupo C e grupo S), cada
grupo com a sua racao especifica. Os animais sdo alimentados durante 30 dias, periodo
durante o qual sdo também colocados em gaiolas metabdlicas (figura 12), processo que

permite a recolha de urina e fezes de cada animal, individualmente.

Figura 12 — Gaiola metabolica

Os animais sdo pesados semanalmente, o que permite acompanhar o seu
crescimento e possiveis anomalias associadas a este.

Passados os 30 dias, 0s animais sdo eutanasiados por deslocamento cervical
seguido de decapitacdo. E entdo recolhido sangue, para analise de coagulo e de plasma,
mas também sao recolhidos os 6rgdos de cada rato: testiculos, rins, figado, coragéo e
cérebro, sendo também retirado musculo. Posto isto, é tudo congelado com azoto
liqguido e armazenado a —20°C para posterior andlise de selénio e de actividades
enzimaticas.

[ a0 L
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Para a determinacédo de selénio, foram usados 0s seguintes 6rgaos:

e Figado;

e Rim;

e Testiculo;
e Cérebro;
e Musculo;
e Coracio;
e Plasma;

e Coagulo;
e Uring;

o [ezes.

Para a realizacdo de extractos enzimaticos e posterior andlise de actividades

enzimaticas, foram usados os seguintes 6rgaos:

e Figado;

e Rim;

e Testiculo;
e Mdsculo.

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em Cogumelos — Avaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

3.3.1 Determinacédo de Selénio

Para determinar a quantidade de selénio de cada amostra utilizou-se 0 método da
digestdo com &cido nitrico e peréxido de hidrogénio, com algumas alteragdes, por

fluorimetria apos reacgdo com 2,3-diaminonaftaleno (DAN) (Reaner & Veillon, 1983).

Os passos a seguir sdo o0s seguintes:

1. Pesar a amostra que se pretende analisar, num tubo de ensaio (entre 1 e 2
gramas);

2. Adicionar 1 ml de HNO3 65% e 0,5 ml de H,O, 30% a cada amostra e

homogeneizar com a ajuda do vortex;

Tapar com bolas de vidro (berlindes);

Deixar digerir durante 24h a temperatura ambiente;

Aquecer as amostras a 50°C durante uma hora;

Aquecer as amostras a 100°C durante uma hora;

N o g &~ w

Aquecer as amostras a 155°C até a solugdo dos tubos estar limpida e

transparente;

8. Retirar as bolas de vidro e deixar secar os tubos, a 155°C (esta fase de
aquecimento é realizada com sistema de digestdo Raypa MMB — 40 [figura 13]);

9. Deixar arrefecer até temperatura ambiente e adicionar 0,5 ml de HCI 5M;

10. Tapar os tubos com tampas de Teflon e aquecer a 100°C durante 30 minutos (de
forma a reduzir o Se VI a Se 1V);

11. Deixar arrefecer até temperatura ambiente e adicionar 10 ml de EDTA 10 mM e
2 ml de DAN 0,1% em HCI 0,1M;

12. Aquecer a 60°C durante 30 minutos;

13. Deixar arrefecer até temperatura ambiente e adicionar 5 ml de ciclohexano;

14. Mexer vigorosamente para permitir a separacao;

15. Analisar a fase organica fluorometricamente, com o espectrofluorimetro Jasco

FP — 777 (figura 14), com um comprimento de onda de excitagdo de 375 nm e

de emisséo de 525 nm.

Nota: estes passos também sdo aplicados a solugbes de concentracdo conhecida,

de forma a permitir o tracar de uma recta padréo (figura 15)
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Figura 13 e 14 — Sistema de digestdo Raypa MMB — 40 e Espectrofluorimetro Jasco FP —
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Figura 15 — Exemplo de recta padrdo utilizada na determinacédo de selénio
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3.3.2 Homogeneizacdo para Analise Enzimatica

Para permitir a avaliacdo da actividade enzimatica de algumas enzimas
antioxidantes, nomeadamente da superoxido dismutase e da catalase, deve fazer-se a
homogeneizacdo dos tecidos em questdo. Este processo serve também para avaliar a

quantidade de proteina destes 6rgaos e determinar a glutationa reduzida.

3.3.2.1 Homogeneizacao

1. O tecido a homogeneizar é pesado e colocado em tampéo fosfato (KH,PO,4
100 mM e EDTA 1mM, pH=7,4) na proporcdo de 10 % (p/v), com
excepcdo do musculo, que é preparado na proporcéao de 20 % (p/V);

2. Procede-se a devida homogeneizacdo utilizando o potter e o respectivo
triturador Eurostar power-b IKA ® - werke (figura 16), a uma velocidade de
cerca de 300 rpm;

3. Transferir o material homogeneizado para tubos de centrifuga e levar a
ultra-sons Sonics VibraCell (figura 17) (15 sec. On; 15 sec. Off; Amp. 75%);
1 min.);

4. Centrifugar a 10000g durante 10 minutos numa centrifuga Sigma 2-16K
(figura 18);

5. Aspirar cuidadosamente a gordura acumulada durante a centrifugacdo e
transferir o sobrenadante para tubos de ultra centrifuga;

6. Centrifugar a 40000 rpm durante 30 minutos numa ultra-centrifuga
Beckman L5-75B Ultracentrifuge (figura 19);

7. Dividir o material por vérias aliquotas e congelar com azoto liquido,
guardando-se entdo o material a -20°C.

Nota: Todos os passos sao realizados em gelo ou a -4°C.
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Figuras 16 e 17 — Homogeneizador Eurostar power-b IKA e ultra-sons Sonics
VibraCell

Figuras 18 e 19 - Centrifuga Sigma 2-16K e Ultra-centrifuga Beckman L5-75B
Ultracentrifuge
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3.3.3 Quantificacio da Proteina

Para quantificar a proteina presente em cada extracto enzimatico utilizou-se o
método de Bradford. Este método é o preferido na maioria dos laboratérios para a
quantificacdo de proteinas. E uma técnica simples, rapida e sensivel que consiste na
ligacdo do corante Coomassie Blue G250 as proteinas (Kruger, 1994).

E baseado no facto de o Coomassie Blue G250 existir sob duas formas, a
vermelha e a azul. A forma vermelha é convertida na forma azul ap6s a ligagcdo do
corante a proteina. O complexo proteina — corante tem um elevado coeficiente de
extingdo conduzindo assim a uma elevada sensibilidade na quantificacdo de proteina
(Bradford, 1976).

Assim, a quantidade de proteina pode ser determinada pela determinacdo da
quantidade de corante azul na forma ionica (Kruger, 1994).

Esta determinacdo ¢é feita espectrofotometricamente, utilizando o
espectrofotdbmetro Spectronic Genesys 2PC (figura 20), a 595 nm, tracando-se para tal
uma recta padrao (figura 21), que ira servir de base para a determinacao da proteina de

cada amostra.

Figura 20 — Espectrofotomero Spectronic Genesys 2PC
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Figura 21 — Recta padrdo para método de Bradford

Assim, traca-se a recta padréo de acordo com o apresentado na tabela 4.

Tabela 4 — Padrdes para tracar recta padréo

Padrao Concentracdo | BSA 0,01% H.O Reagente Bradford

(Hg) (L) (L) (L)
1 0 0 200 800
2 4 40 160 800
3 6 60 140 800
4 8 80 120 800
5 10 100 100 800
6 15 150 50 800
7 20 200 0 800

A quantificacdo de proteina de cada amostra € feita com o mesmo comprimento

de onda, deitando na cuvete os volumes seguintes:

e 800 uL de reagente de Bradford;
e 20 pL de amostra;

e 180 uL de agua.

Nota: Na maioria dos casos sera necessario diluir as amostras, pelo que a
diluicdo é feita consoante a amostra em questdo. No presente estudo, as amostras
de figado tiveram de ser diluidas 40 vezes, as de rim 30 vezes, as de testiculo 20

vezes e as de musculo 50 vezes.
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3.3.4 Avaliacdo das Actividades Enzimaticas

3.3.4.1 Avaliagéo da Actividade da Catalase

A determinacdo da actividade da catalase é realizada atraves do método
polarografico, que se baseia na determinacdo da velocidade inicial da producdo de
oxigénio, pela decomposicdo do peréxido de hidrogénio pela catalase (Del Rio et al.,
1977).

Equagdo 1: 2H,0, —22%* 52H.0+0,

A actividade da catalase é quantificada utilizando um eléctrodo de oxigénio tipo

Clark (figura 22), sendo o primeiro passo € a calibracdo deste.

water jacket

sample

locking ring

magnetic flea
+{0.0V)
. Oring -(0.8V)
silver anode teflon membrane
saturated KCI

platinum cathode and tissue

magnetic stirrer

[ ]

Figura 22 — Eléctrodo tipo Clark utilizado para a avaliacdo da actividade da catalase

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro

48



Biodisponibilidade do Selénio em Cogumelos — Avaliacdo nas Propriedades Antioxidantes

3.3.4.1.1 Calibracéao do Eléctrodo de Oxigénio

1. Colocar agua destilada a agitar durante alguns minutos (de forma a
satura-la);

2. Por o peltier a 20,1°C, temperatura utilizada para a calibracéo;

3. Colocar 1 ml da agua devidamente saturada no eléctrodo (figura 23);

4. Deixar estabilizar uns minutos, com os agitadores do eléctrodo em
funcionamento;

5. Lancar a calibracdo e esperar que seja pedido que se faca o zero de
oxigénio;

6. Estabelecer o zero de oxigénio colocando no eléctrodo ditionito de sodio;

7. Atingido o zero de oxigénio, o eléctrodo esta entdo calibrado; passar a
temperatura do peltier para 25°C, temperatura utilizada para as

determinac@es enzimaticas da catalase.

Figura 23 — Eléctrodo de oxigenio

[ a0 L
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3.3.4.1.2 Avaliacao da Actividade da Catalase (CAT)

1. Adicionar ao eléctrodo, devidamente lavado com agua destilada, 975 pL
de tampéo (tampéo fosfato KH,PO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00,
previamente desgaseificado com azoto);

2. Adicionar 10 puL de amostra, devidamente diluida consoante a amostra

em questao;

Ligar a agitagéo e deixar incubar dois minutos;

Iniciar o registo durante 30 segundos:

Adicionar 15 pL de perdxido de hidrogenio;

o g > w

Registar a evolucdo da actividade enzimatica.

3.3.4.2 Avaliacdo da Actividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Para a determinacdo da actividade desta enzima € frequentemente utilizado
um método indirecto, usando o NBT (Nitro Blue Tetrazolium), pela conveniéncia e
facilidade de utilizacdo. Este método é baseado na reducdo do NBT por reac¢do com
oxigénio, produzindo um corante azul (Amax= 560 nm), que € pouco soltvel em agua. O
sistema xantina — xantina oxidase produz O, que por sua vez reduz NBT (ou WST-1)
para o seu respectivo corante absorvante (figura 24) (Zhou & Prognon, 2006).

O substrato da SOD, O,", é gerado pela reac¢do que promove a transformacdo da
hipoxantina em xantina que, por sua vez se converte em &cido Urico, sendo utilizado
como catalisador a xantina oxidase (Paya, 1992). Uma unidade (U) da SOD total e da
SOD CuZn é definida como a quantidade de enzima requerida para inibir a razdo de
auto-oxidacdo em 50% (Jihen el, Imed, Fatima & Abdelhamid, 2009).
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Xanthine
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Figura 24 — Principio da determinacdo da actividade da SOD pelo ensaio do NBT (e
WST-1)

1. Ligar o espectrofotometro Spectronic Genesys 2PC (figura 20) e o
computador seleccionando a opgdo “cinética” e um comprimento de onda
de 560 nm;

2. Numa cuvete de plastico de 1 ml, deitar 910 puL de tampdo (tampédo

fosfato KH,PO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00);

Adicionar 50 pL de amostra;

Adicionar 10 pL de NBT;

Adicionar 10 pL de hipoxantina;

© g &> w

Agitar a célula para homogeneizar e deixar termostatizar durante 2

minutos;

~

Adicionar 20 pL de xantina oxidase e agitar novamente a célula;

8. Registar a cinética durante 3 minutos.

Nota: Para esta avaliacdo é necessdria a realizacgdo de um ensaio
“branco”, ou seja, ndo se deita amostra sendo esse volume substituido

por tampao fosfato.

51
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3.3.4.3 Quantificacdo da Glutationa Reduzida (GSH)

O contetdo da GSH € determinado pelo método de Jollow e colaboradores
(1974), em que a amostra do ensaio contém extracto enzimatico, DTNB e tampdo
fosfato (Ansari et al., 2004).

Forma-se assim um produto com cor, resultante da reac¢do da GSH com o
DTNB, medindo a sua absorvancia a 412 nm, (Saydam et al., 1997) utilizando o
espectrofotémetro Spectronic Genesys 2PC.

Para tal, deve em primeiro lugar tracar-se uma recta padrdo (figura 25), de

acordo com a tabela 5, que ird servir de base para determinar a concentracdo das

amostras.
Tabela 5 — Padrdes para tracar recta padréo
Padrio Concentracdo | GSH1 mM | DTNB 50 mM Tampéo*

(mM) (HL) (HL) (ML)
1 0 0 50 2950
2 0,02 60 50 2890
3 0,04 120 50 2830
4 0,06 180 50 2770
5 0,08 240 50 2710
6 0,1 300 50 2650

*- tampao fosfato KH,PO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00

1,5
y =10,69143x + 0,00176
2 _
w 1 -
<
0,5
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Conc. (mM)

Figura 25 — Exemplo de recta padrdo para determinacdo de GSH

Tracada a recta padrdo, léem-se as amostras, com 0 mesmo comprimento de onda,
deitando na cuvete os seguintes volumes:

e 2850 pL de tampao;

e 100 uL de amostra;

e 50uLde DTNB
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4. RESULTADOS

4.1 Crescimento dos Animais

Todos os animais foram periodicamente pesados, de forma a acompanhar o seu
crescimento e detectar possiveis anomalias que pudessem estar relacionadas com esse
mesmo crescimento.

O gréafico da figura 26 mostra o crescimento médio de cada grupo, em

percentagem, sabendo que no dia O (dia em que os animais iniciaram o estudo) o peso
teria o seu correspondente de 100%.

Crescimento dos Ratos

250+
— Controle
= — Agaricus
S — Selenato
8 200-
C
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@ 150-
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100 T T |
0 10 20 30
Dias

Figura 26 — Curvas de crescimento de cada grupo, ao longo dos 30 dias da experiéncia

Analisando o grafico obtido, verifica-se que 0 grupo que consumiu 0 cogumelo
apresentou um maior crescimento, tendo esse crescimento sido menos importante no
grupo que teve como dieta a racdo enriquecida com selenato, isto €, com o selénio
inorganico. No entanto, esta ligeira diferenca no crescimento dos animais de cada grupo

ndo pode ser associado exclusivamente a dieta, pois os dados sdo estatisticamente
insignificantes.
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4.2 Determinacao do Selénio nas Racoes Utilizadas

O primeiro passo, antes de fazer qualquer tipo de analise aos 6rgéos ou fluidos
dos animais passou por fazer uma analise ao selénio das comidas ingeridas pelos

animais, apresentando estes resultados na figura 27.
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Figura 27 — Quantidade de selénio na racdo consumida por cada grupo, apresentando a
racao do grupo de controlo uma concentragdo média em selénio de 0,0067 mg Se/kg de
comida, a racdo enriquecida com o cogumelo uma concentracdo média de 0,0120 mg
Se/kg de comida e a racdo enriquecida com selenato uma concentragdo média de 0,0110

mg Se/kg.

Os resultados obtidos mostram uma diferenca estatisticamente significativa entre
a racdo ingerida pelo grupo de controlo em relagdo as ragdes dos outros dois grupos,
tanto da racdo enriquecida com o cogumelo Agaricus bisporos, como da racéo
enriquecida com o selénio inorganico. Se a comparacgdo for feita entre as duas racoes

enriquecidas com selénio, a diferenca apresentada ndo é estatisticamente significativa.
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4.3 Quantidade Média Diaria Consumida por cada Grupo

De forma a controlar a dieta dos animais, a comida colocada era periodicamente
pesada, de forma a poder analisar e determinar a comida consumida diariamente, em
média, por cada animal, isto para cada um dos grupos. Esse consumo médio diario é
demonstrado na figura 28.
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Figura 28 — Consumo diario de comida, em gramas, por animal, de cada grupo. As
diferencas verificadas ndo séo estatisticamente significativas, apresentando um valor
médio de 18,92g/dia para o grupo de controlo, 18,73g/dia para o grupo Agaricus e
18,22g/dia para o grupo selenato.

Estes dados mostram-nos um consumo médio constante e semelhante para
ambos 0s grupos, ou seja, perto de 19 g, sendo esse consumo aproximadamente 10% do
peso do animal, por dia, como se esperava.

Com um pequeno calculo, sabendo desde ja a quantidade de selénio nas comidas
e 0 consumo diario por cada grupo, pode agora determinar-se a quantidade média de

selénio que os animais consumiram por dia. Esses dados estdo apresentados na figura
29.
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Figura 29 — Consumo diario médio de selénio (Controlo: 0,1254 pg Se/dia; Agaricus:
0,2248 g Se/dia; Selenato: 0,2004 pug Se/dia)

4.4 Urina Produzida

Além do consumo medio diario de comida, a producéo diaria (media) de urina
foi também ela controlada, colocando para isso 0s animais em gaiolas metabdlicas, por

periodos nunca superiores a 24h, de forma a ndo induzir stress aos animais em estudo.
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Figura 30 — Producdo média diaria de urina, por animal, para cada grupo. Os valores
médios de producao foram de 8,63ml/dia para o grupo de controlo, 8,63ml/dia para o
grupo Agaricus e 10,33ml/dia para o grupo selenato.
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Verifica-se que a dieta em selénio, seja ele organico ou inorganico, ndo traz
alteracdes significativas a excrecdo de wurina, ndo sendo os valores obtidos
estatisticamente significativos. No entanto, verifica-se que o grupo do selenato teve
excregdes urinarias em média superiores aos outros dois grupos em estudo, tendo estes

uma excrecao urinaria semelhante entre eles.

4.5 Producdo de Fezes

A producdo de fezes também foi controlada gracas as mesmas gaiolas
metabdlicas, pois estas permitem recolher urina e fezes sem estas se misturarem. A

figura 31 mostra a producdo (média) diaria de fezes de cada animal de cada grupo.
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Figura 31 — Producdo média diaria de fezes, por animal, para cada grupo, sendo que 0s
resultados obtidos nédo sdo estatisticamente significativos, tendo o grupo de controlo
uma producdo media diaria de 3,26g/animal, o grupo Agaricus de 4,24g/animal,
enquanto o grupo do selenato teve uma producdo média diaria de 3,77g/animal.

Como acontece com a urina, estes resultados ndo permitem tirar uma conclusao
sobre a ligacdo da dieta com a producdo de fezes, isto é, 0 consumo de selénio, seja ele
organico ou inorganico, nao tem uma influéncia que se considere significativa na
producdo de fezes. Porém, ao contrario do que acontece com a urina, em relacdo as
fezes as maiores excre¢des ndo couberam ao grupo que consumiu selénio inorganico,

mas sim ao grupo que consumiu selénio organico.
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4.6 Massa dos Orgdos Removidos

ApoOs serem eutanasiados, 0s oOrgdos removidos de cada animal foram
devidamente pesados. Na tabela 6 estdo os pesos médios de alguns 6rgdos analisados

em cada rato. Estes valores estdo organizados para cada 6rgdo e para cada grupo.

Tabela 6 — Peso médio (g) dos 6rgédos de cada grupo

Grupo
_ Grupo A Grupo C Grupo S
Orgao
Coragéo 0,9303 0,9114 0,8592
Rim 1,1763 1,1814 1,1050
Testiculo 1,3516 1,5005 1,3725
Cérebro 1,6637 1,4414 1,5408

Verificam-se algumas variacfes de massa dos orgaos removidos, embora nédo
sejam variacOes sempre ligadas a0 mesmo grupo. Para além disto, dentro do mesmo
6rgdo, as variagdes ndo sao suficientemente significativas para serem associadas ao tipo
de dieta consumida.

Nas figuras 32, 33, 34 e 35 estdo registados estes dados, desta feita graficamente.
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4.6.1 Massa do Coracao

Massa Coracao

gramas

Figura 32 — Massa dos coracdes de cada grupo (Controlo: 0,91g; Agaricus: 0,93g;
Selenato: 0,869)

Com estes resultados, chega-se a conclusdo que o selénio ndo influencia o
crescimento do coracdo do animal. O facto de consumir ou ndo selénio, seja ele
organico ou inorganico, ndo ira ter uma influéncia no crescimento deste 6rgao, embora
se verifique uma diferenca de + 0,07g no grupo Agaricus em relagdo ao grupo selenato.
A diferenca € menos importante quando comparados 0s grupos de controlo e Agaricus,
diferenca esta de + 0,029 para o grupo de animais que ingeriu a ragdo enriquecida com o

cogumelo.
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4.6.2 Massa do Rim

Massa Rim

gramas

Figura 33 — Massa de um rim (Controlo: 1,18 g; Agaricus: 1,18 g; Selenato: 1,11 g)

Analisando estes resultados, verifica-se que o selénio ndo tem uma contribuicdo
que se possa considerar relevante no crescimento dos rins, ndo podendo nesta situagao
ser considerado um facto preponderante na formacdo destes. No presente caso, 0S
grupos de controlo e Agaricus apresentam um peso médio dos rins semelhante, sendo

este valor ligeiramente inferior para o caso do grupo selenato.
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4.6.3 Massa do Testiculo

Massa Testiculos
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Figura 34 — Massa média dos testiculos (Controlo: 1,52 g; Agaricus: 1,35 g; Selenato:

1,37 g).

Embora nesta situacéo o grupo de controlo apresente um valor médio superior ao
de ambos os grupos em estudo, nédo é suficiente para considerar que o selénio diminui o
crescimento dos testiculos. A falta de significancia estatistica destes valores ndo permite

chegar a essa conclusdo. Note-se no entanto a proximidade dos valores obtidos para 0s
grupos que consumiram selénio.
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4.6.4 Massa do Cérebro

Massa Cérebros

Figura 35 — Massa média dos cérebros (Controlo: 1,44 g; Agaricus: 1,66 g; Selenato:
1,54 q).

O facto de neste caso 0 grupo Agaricus apresentar um valor ligeiramente inferior
aos outros dois grupos, e por sua vez o grupo do selenato apresentar um valor superior
ao do grupo de controlo, ndo permite concluir que o selénio favorece o crescimento da

massa cerebral, pois os valores obtidos ndo séo estatisticamente significativos.
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4.7 Quantidade Proteina em todos os Orgdos em Analise

A quantidade de proteina em cada 6rgdo removido foi determinada, de
forma a verificar se o selénio interfere na concentracdo de proteina presente. Os
resultados obtidos apresentam-se na figura 36, estando os resultados em miligramas

(mg) de proteina por grama (g) de 6rgdo em questao.
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Figura 36 — Quantificacdo da proteina no figado (Controlo: 178,73 mg/g; Agaricus:
195,11 mg/g; Selenato: 162,54 mg/g), no rim (Controlo: 126,70 mg/g; Agaricus: 129,30
mg/g; Selenato: 131,99 mg/g) no testiculo (Controlo: 75,86 mg/g; Agaricus: 83,33
mg/g; Selenato: 78,32 mg/g) e no musculo (Controlo: 43,82 mg/g; Agaricus: 43,44
mg/g; Selenato: 38,83 mg/g)

O grupo que apresenta niveis mais elevados de proteina no figado é o Agaricus,
ou seja, 0 que consumiu o cogumelo, sendo o0 grupo que consumiu selenato aquele que
apresenta niveis mais baixo. Para o caso do rim, 0s grupo que consumiram selénio
apresentam niveis mais elevados de proteina que o grupo de controlo, sendo o grupo
gue consumiu selenato o que apresenta os niveis mais elevados. Ja no testiculo, verifica-
se que 0s niveis de proteina sdo superiores no grupo que consumiu selénio organico,
seguido do grupo que consumiu selénio inorganico, sendo portanto o grupo de controlo
0 que apresenta niveis mais baixo. O musculo do grupo de controlo € o que apresenta
maiores quantidades de proteina, sendo o grupo do selenato o que apresenta 0s niveis

menores.
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Comparando os 6rgéos entre eles, verifica-se gracas a figura anterior que o érgao

mais rico em proteina € o figado, seguido do rim, do testiculo e finalmente do musculo.

No entanto, todas as verificagdes anteriores ndo podem ser associadas ao consumo, ou

ndo, de selénio, pois os resultados obtidos ndo sdo estatisticamente significativos.

Embora haja algumas alteracGes, estas ndo podem ser associadas a dieta.

4.8 Actividade da Catalase em todos os Orgéos em Estudo

Foi determinada a actividade da catalase, em cada 6rgéo removido, apresentando

os valores meédios para cada grupo e para cada 6rgdo na figura 37. Os resultados sdo

apresentados em pumolH,O,/min./mg (umol de peroxido de hidrogénio por minuto e por

miligrama de 6rgdo em questéo).
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Figura 37 — Actividade da CAT no figado (Controlo: 65,49; Agaricus: 58,63; Selenato:
80,38), no rim (Controlo: 33,12; Agaricus: 32,70; Selenato: 31,92), no testiculo
(Controlo: 3,10; Agaricus: 2,81; Selenato: 4,27) e no mausculo (Controlo: 3,85;

Agaricus: 5,29; Selenato: 4,81)
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O figado apresenta elevados niveis de actividade desta enzima no grupo do
selenato, sendo inclusivamente o grupo que apresenta uma maior actividade. Neste
0rgéo, o grupo Agaricus é o que apresenta uma menor actividade enzimatica. No rim, os
niveis de actividade sdo muito préximos entre os trés grupos estudados. No entanto, o
grupo de controlo apresenta niveis ligeiramente superiores aos outros dois, enquanto o
do selenato é 0 que apresenta 0s niveis mais baixos. No que toca ao testiculo, o grupo de
animais que consumiu a ragdo enriquecida com selénio inorganico apresenta niveis de
actividade de catalase relativamente superiores aos outros dois grupos em estudo, sendo
os niveis de actividade enzimatica mais baixos no testiculo dos animais que
consumiram ragao enriquecida com Agaricus bisporos.

Os niveis de actividade desta enzima, no masculo, sdo mais elevados no grupo
que teve o cogumelo na sua racao, tendo o de controlo niveis de actividade mais baixo
de entre os trés grupos em estudo.

Como se pode verificar, o figado é o local que apresenta uma maior actividade
da catalase, seguido pelo rim, enquanto o testiculo e o muasculo apresentam uma
actividade significativamente inferior a estes dois 6rgdos. O figado apresenta valores de
actividade de catalase até 20 vezes superior ao caso dos testiculos e do mdasculo,
chegando a ser quase 2,5 vezes superior a registada no rim.

Estas diferencas verificadas, tanto entre os grupos como entre os 6rgdos, nao
podem ser associadas ao consumo de selénio, isto €, dado que os resultados obtidos nao
sdo estatisticamente significativos, ndo se pode afirmar que o responsavel por estas
diferencas de actividade da catalase seja o selénio.
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4.9 Actividade da Superdéxido Dismutase em todos os Orgéos em Estudo

A actividade da superoxido dismutase foi também determinada, para cada grupo
e para cada 6rgdo, estando os resultados obtidos na figura 38. Os resultados estdo

apresentados em Z/mg (unidade de actividade por miligrama de 6rgdo em quest&o).

SOD
1.59
EZE Controle =
B3 Agaricus i PN =
< 104 E3 Selenato i ;5 =
o EHEHE
= 1HE
o E = E (= E
£ HAE LHE
o . o o
<O S )
o A\

Figura 38 — Actividade da SOD no figado (Controlo: 0,27 Z/mg; Agaricus: 0,24 Z/mg;
Selenato: 0,35 Z/mg), no rim (Controlo: 0,50 Z/mg; Agaricus: 0,44 Z/mg; Selenato:
0,45 Z/mg), no testiculo (Controlo: 0,78 Z/mg; Agaricus: 0,68 Z/mg; Selenato: 0,70
Z/mg) e no musculo (Controlo: 1,23 Z/mg; Agaricus: 1,17 Z/mg; Selenato: 1,42 Z/mg)

No figado, verifica-se que o grupo selenato apresenta niveis mais elevados de
actividade de superoxido dismutase, enquanto o Agaricus é o que apresenta niveis mais
baixos.

O grupo de controlo do rim é o que apresenta uma maior actividade de
superdxido dismutase, sendo novamente 0 grupo que consumiu selénio organico o que
apresenta niveis mais baixos de actividade desta enzima. No caso do testiculo, uma vez
mais, 0 grupo que consumiu o cogumelo é o que apresenta niveis mais baixo de
actividade, e como no caso do rim, aquele que apresenta os niveis mais elevados é o
grupo de controlo. Finalmente no musculo, uma vez mais 0 grupo que apresenta 0s
niveis mais baixos é o grupo do Agaricus bisporos, sendo o0s niveis mais elevados,
como sucedido no figado, a cargo do grupo que consumiu selenato.

O grafico “geral” obtido € simétrico aos obtidos para a quantificacdo da proteina

e para a actividade da catalase. De facto, neste caso, o figado deixa de ser o elemento
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com mais actividade passando a ser 0 que tem menos, ao passo que, 0 muasculo deixou

de ser o menos significante, passando a ser o que apresenta uma actividade mais

importante, no caso desta enzima.

A falta de significancia estatistica dos resultados obtidos ndo permite no entanto

afirmar que o responsavel por esta diferenca seja o selénio, ou a falta dele.

4.10 Concentracdo da Glutationa Reduzida em todos os Orgdos em Estudo

A figura 39 resume a concentracdo de GSH em cada 6rgdo, e de cada grupo,

estando os resultados apresentados em mM/g (milimolar por grama de 6rgao).
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Figura 39 — Concentracdo de GSH no figado (Controlo: 5,36 mM/g; Agaricus: 4,70
mM/g; Selenato: 4,13 mM/g), no rim (Controlo: 2,94 mM/g; Agaricus: 2,98 mM/g;
Selenato: 3,66 mM/g), no testiculo (Controlo: 1,47 mM/g; Agaricus: 1,51 mM/g;
Selenato: 1,38 mM/g) e no musculo (Controlo: 0,91 mM/g; Agaricus: 1,02 mM/g;

Selenato: 0,93 mM/q)
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No figado, o grupo de controlo apresenta concentracdes mais elevadas em
glutationa reduzida que 0s grupos que consumiram selénio. O grupo que apresenta
concentraces mais baixas é o grupo que consumiu selénio inorganico, isto €, selenato.
Neste 6rgdo, e comparando o grupo de controlo com o grupo do selenato, pode-se
afirmar que o consumo de selénio inorganico tem uma influéncia nas concentracdo de
GSH, ou seja, o consumo de selenato diminui os niveis de glutatido no figado. No caso
do rim, contrariamente ao que acontece no figado, o grupo de controlo é o que apresenta
menores concentracBes de GSH, ao passo que o grupo do selenato é o que apresenta
maiores concentracfes de glutationa reduzida.

Analisado o testiculo, verifica-se que os niveis de GSH em ambos 0s grupos sdo
relativamente proximos, embora no grupo Agaricus esses niveis sejam ligeiramente
superiores aos outros dois e no do selenato sejam inferiores. Este equilibrio nos niveis
de GSH em cada grupo também se verifica no caso do musculo. Assim como no
testiculo, o grupo Agaricus € o que apresenta niveis ligeiramente superiores, mas neste
caso, 0 grupo que apresenta concentracdes mais baixas é o de controlo.

Assim como sucedido para 0 caso da actividade da catalase, que era mais
importante no figado, a GSH mostra estar em maiores concentragdes neste drgdo, tendo
uma concentracdo inferior no rim, e apresentando 0s seus niveis mais baixos no
testiculo e no musculo.

Exceptuando a conclusdo feita no caso do figado, os restantes resultados nao
permitem afirmar que o selénio tem uma influéncia na presenca de glutationa reduzida

no organismo.

4.11 Selénio

Além de ter sido determinado nas comidas utilizadas para esta actividade
experimental, o selénio presente em cada 6rgdo, assim como na urina e nas fezes, no
codgulo e soro sanguineo, foi também ele analisado, de forma a comparar a
biodisponibilidade deste oligoelemento em cada 6rgdo e tentar estabelecer alguma
ligacdo entre o tipo de selénio consumido (organico ou inorganico) e a
biodisponibilidade, assim como a possivel excre¢do de uma das formas, ou ambas, pela

via urinaria ou fecal.
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4.11.1 Selénio no Figado
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Figura 40 — Concentracdo média de Selénio no figado (Controlo: 0,0106 mg/Kkg;
Agaricus: 0,0292 mg/kg; Selenato: 0,0279 mg/kg).

Gracas a estes resultados, conclui-se que o consumo de cogumelo organico,
neste caso 0 consumo de ragdo enriquecida com cogumelo Agaricus bisporos, aumenta
a biodisponibilidade de selénio no figado. No entanto, os resultados nao sdo suficientes
para tirar as mesmas conclusdes em relagdo ao consumo de selenato, mesmo tendo este

grupo uma maior concentracdo de selénio nos seus figados.
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4.11.2 Selénio no Rim
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Figura 41 — Concentracdo média de selénio no rim (Controlo: 0,0391 mg/kg; Agaricus:
0,0878 mg/kg; Selenato: 0,0615 mg/kg).

Verifica-se que no rim, como aconteceu no figado, o grupo que apresenta
maiores concentracdes de selénio € o grupo que consumiu racdo enriquecida com
Agaricus bisporos, enquanto o grupo de controlo é aquele que apresenta niveis mais
baixos deste elemento. Estes resultados ndo permitem no entanto afirmar que o
consumo do cogumelo favorece a fixacdo de selénio nos rins, isto porque os resultados

obtidos nédo sdo estatisticamente significativos.
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4.11.3 Selénio no Testiculo

Selénio Testiculo
0.6

e

Figura 42 — Concentracdo média de selénio no testiculo (Controlo: 0,2801 mg/Kkg;
Agaricus: 0,4532 mg/kg; Selenato: 0,3360 mg/kg).

Os resultados obtidos para a anélise de selénio no testiculo dos diferentes grupos
ndo permitem afirmar que o consumo de cogumelo é mais eficiente no que toca a
biodisponibilidade de selénio neste 6rgdo, quando comparado com o consumo de
selenato. No entanto, a tendéncia dos dois 0rgaos anteriores mantém-se, sendo o grupo
que consumiu a racdo enriquecida com cogumelo aquele que apresenta maiores
concentracOes de selénio, e o grupo de controlo €, naturalmente, aquele que apresenta
niveis mais baixos de selénio.
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4.11.4 Selénio no Musculo

Selénio Musculo
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Figura 43 — Concentracdo média de selénio presente no musculo (Controlo: 0,0067
mg/kg; Agaricus: 0,0116; Selenato: 0,0075 mg/kg)

Analisando o musculo de cada um dos grupos em estudo, verifica-se que, uma
vez mais, 0 grupo Agaricus € aquele que apresenta niveis mais elevados de selénio,
cabendo uma vez mais ao grupo de controlo ser 0 que apresenta as mais baixas
concentraces do elemento em estudo. As diferencas obtidas ndo tém significancia

estatistica, pelo que ndo é possivel afirmar que a diferenca obtida entre os diferentes

grupos se deva ao consumo de selénio.
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4.11.5 Selénio no Coracédo
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Figura 44 — Concentracdo média de selénio no coracdo (Controlo: 0,0403 mg/Kkg;
Agaricus: 0,0469 mg/kg; Selenato: 0,0510 mg/kg).

O estudo do coracdo mostra uma diferenca em relacdo aos Orgdos anteriores:
nesta situacdo, € o grupo do selenato que apresenta maiores concentracdes de selénio,
sendo obviamente o grupo de controlo o que apresenta as menores concentragdes. No
entanto, os valores obtidos ndo apresentam diferengas consideradas significativas para

gue se possa afirmar que essas variagdes se devem ao consumo do selénio.
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4.11.6 Selénio no Cérebro

Selénio Cérebro
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Figura 45 — Concentracdo média de selénio no cérebro (Controlo: 0,0214 mg/Kkg;
Agaricus: 0,0292 mg/kg; Selenato: 0,0244 mg/kg).

Relativamente aos cérebros, a tendéncia observada nos Orgdos analisados
anteriormente volta a verificar-se, isto é, o grupo Agaricus é aquele que apresenta 0s
niveis de selénio mais elevados em comparacdo com 0s outros dois, enquanto 0 grupo
de controlo continua a ser 0 mais pobre neste oligoelemento. As diferencas ndo sao no
entanto significativamente diferentes para se poder afirmar que se devem ao consumo

ou ao ndo consumo de selénio.
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4.11.7 Selénio no Coaqulo Sanguineo
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Figura 46 — Concentragdo média de selénio no coagulo (Controlo: 0,0724 mg/kg;
Agaricus: 0,0738 mg/kg; Selenato: 0,1000 mg/kQ)

Vendo os resultados obtidos para a anélise do coédgulo, verifica-se que tal como
coragdo, O grupo que consumiu selénio inorgdnico é aquele que tem maiores
concentraces de selénio, voltando o grupo de controlo a ser o mais pobre. As
diferencas obtidas entre cada grupo ndo permitem no entanto concluir que as maiores

concentraces obtidas para o grupo selenato se devem a dieta enriquecida deste

elemento inorganico.
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4.11.8 Selénio no Soro Sangquineo
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Figura 47 — Niveis de selénio no soro (Controlo: 0,0700 mg/kg; Agaricus: 0,0737
mg/kg; Selenato: 0,0909 mg/kQ)

As diferencgas obtidas nestes resultados, nomeadamente do grupo do selenato

comparativamente ao grupo de controlo e ao grupo Agaricus, ndo podem ser associadas
a dieta dos animais, isto porque os resultados obtidos ndo sdo estatisticamente

significativos.
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4.11.9 Selénio no Rato

A figura 48 mostra-nos os resultados obtidos, juntos no mesmo grafico,

permitindo uma facil visualizagdo dos locais de maior acumulacdo de selénio no rato.
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Figura 48 — Concentracdo de selénio em todos 0s érgaos e fluidos analisados

O testiculo é, incontestavelmente, o 6rgdo que mais selénio acumula, havendo
também concentragdes importantes deste elemento no sangue (tanto coagulo como
soro), com valores proximos dos obtidos para o rim. O mdasculo apresenta-se
relativamente pobre em selénio, enquanto o coracdo e o cérebro tém niveis

relativamente préximos um do outro.
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4.11.10 Evolucédo de Selénio na Urina

Os animais foram ciclicamente e periodicamente colocados em gaiolas
metabdlicas, permitindo assim a recolha de urina e fezes. Assim, é possivel estabelecer
um controlo periddico da excrecdo de selénio, tanto pela via urinaria como pela via
fecal. Os valores médios de cada grupo, ao longo do tempo, aparecem explicitados na
tabela 7.

Tabela 7 — Concentracdo média de selénio na urina de cada grupo, ao longo da
actividade experimental

Grupo Dia 0 Dia 15 Dia 30
Controlo 0,02520 | 0,00717 | 0,02773
Agaricus 0,03287 | 0,02015 | 0,02634
Selenato 0,02912 | 0,01568 | 0,02690

Os resultados obtidos mostram um pico inicial de concentracdo em selénio, o
que nos indica que a comida com que foram alimentados os animais, até a data do inicio
da actividade, era relativamente rica em selénio. A partir do dia de inicio da experiéncia,
a quantidade de selénio excretada na urina foi diminuindo, voltando a aumentar até ao
final do trabalho. Para o grupo de controlo, comparando os resultados do dia O com os
do dia 15, e estes dltimos com os do dia 30, os resultados sdo estatisticamente
significativos, ndo tendo significancia quando comparados os dias 0 e 30. Isto também
acontece no grupo do selenato, mas no caso do grupo Agaricus, os resultados ndo sao
estatisticamente significativos entre eles.

As excrecdes de selénio ao fim dos 30 dias da actividade experimental

encontram-se na figura 49.
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Selénio Urina
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Figura 49 — Excrecdes de selénio na urina ao fim de 30 dias (Controlo: 0,0277 mg/kg;
Agaricus: 0,0263 mg/kg; Selenato: 0,0269 mg/kg)

Estes resultados ndo sdo estatisticamente significativos, no entanto, verifica-se
que mesmo decorridos os 30 dias apds o inicio da actividade experimental, o grupo de
controlo continua a excretar selénio pela via urinéria, sendo inclusivamente esse o grupo

gue apresenta maiores niveis desse elemento na urina.

4.11.11 Evolucdo de Selénio nas Fezes

Da mesma forma que a urina, os mesmos dados foram recolhidos e analisados
para as fezes, estando presente na tabela 8 os dados relativos as concentracdes de

selénio nas fezes ao longo da actividade experimental.

Tabela 8 — Concentragcdes médias de selénio nas fezes em cada um dos grupos nos 30
dias de trabalho

Grupo Dia 0 Dia 15 Dia 30
Controlo 0,15356 | 0,04855 | 0,06904
Agaricus 0,15565 | 0,08148 | 0,09005
Selenato 0,12352 | 0,04134 | 0,05151
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Como aconteceu com a urina, no dia de inicio da actividade, as fezes recolhidas
continham elevados niveis de selénio, niveis esses que diminuiram até ao 15° dia,
voltando entdo a aumentar, embora de forma mais ligeira do que no caso das urinas, até
ao final da actividade experimental.

Em todos os grupos analisados, os resultados obtidos foram estatisticamente
significativos comparando o dia 0 como dia 15, e o dia 0 com o dia 30. Comparando os
valores obtidos para os dias 15 e 30, a diferenca deixa de ter significancia estatistica.

Os niveis medios de selénio nas fezes, findos os 30 dias da actividade,

encontram-se representados na figura 50.
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Figura 50 — Concentracdo de selénio nas fezes ao fim de 30 dias (Controlo: 0,0690
mg/kg; Agaricus: 0,0901 mg/kg; Selenato: 0,0515 mg/kg)

Da mesma forma como 0 que aconteceu com a urina, 0 grupo de controlo
apresenta niveis importantes de excre¢do de selénio pela via fecal, tendo mesmo
excregdes mais elevadas que o grupo que consumiu selénio inorganico. Note-se que 0s

resultados ndo sdo estatisticamente significativos.
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5.Discussao

As pesquisas levadas a cabo nos ultimos anos, sobre o selénio, tém demonstrado
0 importante papel deste elemento e dos seus metabolitos no combate as doencas
humanas, como o cancro e doengas cardiacas (Tinggi, 2008).

Existe alguma informacéo sobre os efeitos do estilo de vida nas necessidades de
selénio, tais como o0 aumento do stress oxidativo, e por consequente das necessidades
em antioxidantes, devido ao tabaco (Thomas, 1995). Outros estudos ainda comparam o
destino metabdlico do selénio inorganico (selenito e selenato) ou da selenometionina
(SeMet) obtidos através da comida ou de suplementos (Finley, 1999; Hawkes, 2003).
Estes estudos mostraram que, para além da forma quimica do selénio ingerido e do
estado de selénio no individuo, outros factores tais como a idade, o consumo de alcool,
0 habito de fumar e terapias hormonais também podem afectar o metabolismo do
selénio e o seu estado (Luty-Frackiewicz, 2002; Arnaud et al., 2007).

Os conhecimentos sobre a absorcdo do selénio presente na comida ou
suplementos ndo permitem prever a sua utilizacdo, isto porque a biodisponibilidade
depende da conversdo do selénio absorvido sob a forma biologicamente activa e da
retencédo nos tecidos (King, 2001).

Ao analisar o ganho de peso de cada grupo de animais, verifica-se que o que
consumiu o cogumelo foi o que mais massa adquiriu, tendo 0 grupo que consumiu
selenato sido aquele que menos peso ganhou, ndo sendo no entanto a diferenca
significativa. Burk e colaboradores (1972) verificaram que 0 grupo que consumiu
selénio inorganico aumentou mais de peso do que o grupo de controlo (Burk et al.,
1972).

De acordo com Brown e Arthur (2001), o nivel de selénio nos tecidos €
influenciado pelo tipo de dieta, porém verificamos que tanto o grupo Agaricus como o
grupo selenato apresentam quantidades de selénio mais importantes nos seus tecidos,
quando comparados com o grupo de controlo. Ainda que as diferencas ndo sejam
significativas entre os dois grupos tratados com selénio, verificamos que 0 grupo
Agaricus é o que apresenta em geral niveis de selénio mais elevados, excepcao feita
para o caso do coragdo e do sangue (soro e coagulo), tecidos estes que se apresentaram
mais ricos em selénio no grupo selenato.

No presente trabalho, verificou-se que os testiculos e o coagulo apresentam

niveis mais elevados em selénio do que os rins, o figado e o plasma, tendo o0 masculo 0s
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niveis mais baixo, resultados estes semelhantes aos obtidos por Beilstein (1986). O
maior aumento registou-se, em ambos os tecidos, no grupo que consumiu o cogumelo.
Behne e colaboradores (1986) verificaram que a quantidade de selénio aumenta nos
testiculos, figado e musculo, com o tempo, quando 0s animais sdo submetidos a uma
dieta que contem selénio (Behne et al., 1986). Verificaram nomeadamente que 0s ratos
que atingem a maturidade tém tendéncia em acumular mais selénio, sobretudo nos
testiculos.

Shiobara e colaboradores (2000) verificaram que, nos animais, o selénio
proveniente da dieta pode ser armazenado sob a forma de selénio endégeno em
determinados 6rgaos, tais como o cérebro e os testiculos (Shiobara et al., 2000). De
facto, os resultados por nos obtidos apontam nesse sentido, registando-se para o caso do
cérebro e dos testiculos um aumento natural de selénio, em comparag¢do com o grupo de
controlo, sendo este aumento mais importante para 0S animais que consumiram o
cogumelo. Esta tendéncia mantém-se para 0s outros 6rgaos em estudo, pois o figado, o
rim, mas também o musculo apresentam um aumento dos niveis de selénio nos grupos
gue consumiram selénio, sendo esse aumento mais importante no grupo que consumiu a
racdo enriquecida com cogumelo.

A falta de significancia estatistica para as diferengas de concentracdo obtidas
para o selénio no musculo foi também relatada por Cary e colaboradores (1973). Niveis
de selénio, nas dietas, inferiores a 0,1 ppm, independentemente da forma de selénio
presente (selenito, selenometionina ou grdos seleniferos), ndo fornecem diferencas
significativas de selénio nos tecidos dos animais (Cary et al., 1973), e, como se pode
verificar pelos resultados obtidos, as diferencas de concentragdo de selénio nos tecidos
musculares dos animais ndo sdo estatisticamente significativas, havendo, no entanto,
uma maior concentragdo de selénio nos grupos que tiveram esse elemento nas suas
dietas. As diferencas obtidas entre os grupos que consumiram selénio e o grupo de
controlo podem ser explicadas, segundo Daniels (1996) pelo imediato armazenamento
através da incorporacao inespecifica no musculo esquelético.

Relativamente ao coracao, ao soro e ao coagulo sanguineo, também se verificou
um aumento da concentracdo em selénio, mas para estas situa¢fes, 0 aumento foi mais
importante para o grupo que consumiu selénio inorganico.

Os niveis de selénio no coracdo foram superiores aos obtidos no musculo,

estando em concordancia com o trabalho de Casey e colaboradores (1982), sendo que 0s
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niveis de selénio obtidos no cérebro sdo relativamente baixos, concordando com 0s
resultados descritos noutros trabalhos (Combs, 1984; Oster et al., 1988).

Em estudos realizados na Finlandia, Levander e colaboradores (1983, 1985)
usaram selenato para determinar a biodisponibilidade de diferentes formas de selénio
(Levander et al., 1983; Levander et al., 1985). Nesses estudos foi concluido que o
selenato ndo aumenta significativamente o nivel de selénio no sangue quando
comparados os resultados obtidos com selénio organico, o que estd de acordo com 0s
nossos resultados. De facto, o grupo que consumiu selenato apresentou os niveis de
selénio ligeiramente superiores aos do grupo que consumiu o cogumelo, que por sua vez
tem niveis superiores ao grupo de controlo. Isto verificou-se tanto no soro como no
coagulo. No entanto, a diferenca registada nao é estatisticamente significativa

Estes resultados estdo por isso de acordo com os resultados descritos por outros
autores, como Burk e colaboradores (2001), segundo os quais este elemento pode estar
presente ligado a proteinas e livres no plasma e outros tecidos. Verifica-se de facto uma
presenca, mais ou menos importante, de selénio em todos os 6rgdos, tecidos e fluidos
analisados, 0 que sugere que este elemento se acumula em diversos locais e pode
também encontrar-se a circular livremente pelo organismo, ou ligado a proteinas.
Quando comparados estes dados com as quantidades de proteina no 6rgdos analisados
(figado, rim, testiculo, musculo), verifica-se que 0s animais que consumiram a ragdo
enriquecida com Agaricus bisporos apresentam concentracfes mais importantes de
proteina nesses mesmos 6rgaos, com excep¢do do rim, em que 0 grupo que consumiu
selenato apresenta uma quantidade ligeiramente superior de proteina. Ou seja, verifica-
se uma boa correlacdo entre a quantidade de proteina e a concentragdo de selénio,
obtendo-se niveis de selénio mais elevados naqueles érgdos que apresentam niveis de
proteina superiores, de acordo com o que foi também verificado por Burk e
colaboradores (1972).

Tal como no estudo realizado por Thomson e colaboradores (1982), as
actividades enzimaticas mantiveram-se em niveis elevados ap6s os 30 dias, em ambos
0s grupos. Verificou-se que apds os 30 dias em que este grupo deixou de consumir
selénio, as actividades enzimaticas se mantiveram a niveis proximos dos obtidos para os
outros grupos, sendo até inclusivamente superiores nalguns casos, como por exemplo 0s
casos da SOD no rim e no testiculo, ou ainda da CAT, também no rim.

Viljoen e Tappel (1998) verificaram um aumento de actividade da SOD no

figado e no rim de animais que consumiram selénio, estando 0s nossos resultados
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parcialmente de acordo com os obtidos por estes autores. Os dados obtidos neste
trabalho mostram de facto um aumento de actividade dessa enzima no figado dos
animais que consumiram selénio inorganico, mas no caso do rim tal ndo se verifica.
Neste Gltimo, o grupo de controlo apresentou uma maior actividade. No musculo
também se verificou uma maior actividade da SOD no grupo selenato quando
comparado com o grupo de controlo e o grupo Agaricus. No caso do testiculo, assim
como sucedeu com o rim, o grupo de controlo foi 0 que apresentou uma maior
actividade de superoxido dismutase, sendo, também nestes dois 6rgdos, no grupo
Agaricus que se verifica uma menor actividade.

Visto a SOD ser uma das primeiras enzimas de defesa contra danos nas células
provocados pelos radicais livres, o aumento da sua actividade pode dever-se a uma
resposta protectora a elevados niveis desses radicais livres (Alscher et al., 1997), sendo
0 aumento da sua actividade uma consequéncia dos mecanismos de defesa intracelular
em que participa (Galhano et al., 2010). A sua diminui¢do no rim pode ser devida a uma
baixa expressdo do gene da SOD em consequéncia do stresse oxidativo (Wang et al.,
2001).

A catalase revelou ter actividades diferentes nos vérios tecidos estudados,
consoante o grupo. No caso do figado e do testiculo, o grupo selenato apresentou 0s
niveis mais elevados de actividade de catalase, enquanto no rim, o0 grupo que apresentou
maior actividade enzimatica foi o de controlo. No musculo, foi o grupo Agaricus que
apresentou valores de actividade de catalase superiores aos dois outros grupos.

A partir do momento que a taxa de H,O, se eleva, podendo esta molécula
constituir de substrato para formar HO", acredita-se que a catalase tenha um papel
importante como mecanismo de defesa antioxidante celular, limitando a acumulacéo de
H,0O, (Ho et al., 2004).

Sendo a GSH um componente do ciclo redox da glutationa, as alteracfes dos
seus niveis de concentracdo sdo dependentes dos niveis de selénio, esteja ele em excesso
ou em deficiéncia. Assim, no caso de musculo, testiculo e rim, h4& uma maior
concentracdo natural em GSH nos animais que consumiram selénio. No caso do grupo
Agaricus 0 musculo e o testiculo foram os que apresentaram maior conteido em GSH,
enquanto que no grupo do selenato, o maior conteddo em GSH foi observado no rim.
Este aumento no rim pode estar associado a uma reducdo mais eficiente dos radicais

livres e um aumento da capacidade antioxidante das células (Groussard et al., 2003).
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No entanto, no caso do figado, verifica-se uma maior concentracdo em GSH no
grupo de controlo. Isto pode dever-se a um excesso de iGes de selénio nos grupos
Agaricus e selenato, que interagem com a GSH intracelular e reduzem a sua
concentracdo (Dickson and Tappel, 1969; Ganther, 1986). Esta diminui¢cdo pode estar
associada a danos celulares e a uma diminuicao da eficiéncia do sistema imunitério, que
poderd ser compensada com a suplementacdo de vitamina C e E (Shang et al., 2003).

Quando comparados os resultados obtidos neste trabalho com os obtidos em
outros estudos (Robinson et al., 1978; Alfthan et al., 1991; Thomson et al., 1978)
relativamente ao selénio excretado pela via urinaria, chega-se a mesma conclusdo: 0s
niveis de selénio sdo, embora muito ligeiramente, superiores nos grupos que
consumiram selénio inorganico, sendo a excrecdo de selénio organico inferior. A
concentracdo em selénio, apos os 30 dias, € superior no grupo de controlo, sendo mais
baixa no grupo Agaricus. Tal como no trabalho realizado por Alfthan e colaboradores,
(1991) os resultados obtidos neste trabalho ndo tém relevancia estatistica, sendo muito
proximos uns dos outros.

Nas fezes, apds os 30 dias de experiéncia, verifica-se que as fezes excretadas
pelo grupo que consumiu a ragao enriquecida com Agaricus bisporos sdo mais ricas em
selénio, sendo as fezes dos animais que consumiram selénio inorganico as mais pobres
neste elemento. No entanto, as diferencas obtidas ndo sdo estatisticamente

significativas.
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6 Conclusdo

Em geral, o selénio organico apresenta uma maior biodisponibilidade que o
selénio inorganico, sendo mais eficazmente armazenado nos tecidos. No entanto, no que
toca as actividades enzimaéticas, a forma de selénio ingerido ndo parece ter uma
influéncia relevante.

De forma a poder tirar conclusdes quanto a biodisponibilidade do selénio em
fungéo da forma ingerida, seria conveniente aumentar o tempo de ensaio. No caso de se
pretender manter uma actividade de 30 dias, seria indicado alimentar os animais, ainda
antes de iniciar a actividade, com a ragdo de controlo, permitindo assim iniciar o

trabalho com os niveis de selénio no organismo dos animais 0s mais baixos possiveis.
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