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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 consideramtnaccum 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 varios 6rgaos,
nomeadamente no figado, no cérebro, no corag@oplsculo estriado e no pancreas,
estando ainda ligado a doencas cronicas, como a asma e a anemia hemolitica. O seu
consumo em quantidades ditas Optimas tem efeitos positivos na prevencao de cancro e
de doencas cardiacas e ainda na inibicdo de infecg@es & progresso da SIDA. No
entanto, tomado em excesso teseatoxico, tornando o cabelo e as unhas mais frageis,
podendo mesmo causar a sua queda. Em doses excessivas causa ainda disturbios
gastrointestinais, erup¢ao cutanea, provoca halito a alheagae a formacdo de ROS
(ReactiveOxygen Speci¢sque provocam a oxidacdo do DNA, a quebra da cadeia
dupla e morte da célula.

Existindo o selénio sob a forma organica e inorganica, pretesgleom este
trabalho estudar a biodisponibilidade deste efgmeem diferentes 6rgaos apos o
consumo de selénio organico, proveniente de um cogurAgkri¢us bisporose por
outro lado, de selénio inorganico, no caso presente o selenato.

Foram para isso utilizados 24 ratos, divididos em 3 grupos de 8 animais. O
primeiro grupo (Grupo @ Controle) viu o selénio inibido da sua dieta; o segundo
grupo (Grupo Al Agaricus) teve uma dieta enriquecida com selénio organico, ou seja,
com o cogumelo; o terceiro grupo (Grupo iSSelenato) consumiu uma dieta
enriquecida com $&nio inorganico, neste caso, selenato.

Apo6s os 30 dias da actividade, foi determinada a concentracdo de selénio em
diversos orgdos dos animais (figado, rim, coracao, testiculo, cérebro) e ainda no
musculo, sangue (soro e coagulo), na urina e nas fez@sn Rinda avaliadas algumas
actividades de enzimas antioxidantes (superédxido dismutase e catalase) e ainda os niveis
de glutationa reduzida, pretendersiassimavaliarse a biodisponibilidade de selénio
presente no cogumelo € superior a do selénio amicg, podendo substituir os
suplementos de selénio, e verificar se essa biodisponibilidade melhora alguns

parametros fisiologicos e bioquimicos.



Abstract

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

In 1950, this element wa®nsideredan 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 ongans,
particularthe liver, the brain, the heart, the striated muscle and in the pananeas,
can be attachetdb chronic diseasdge asthma and hemolytic anemia. Its consumption
in optimal conditions has positive effects in cancer prevention, heart diseases and
inhibits viral infections andHIV progressionHowever, 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 disordshsgarlic breath,
fatigue and formation dReactive Oxygen Specig¥0S), which causes the oxidation of
ADN which leads to cell disruption causing their death.

The selenium exists in the organic and inorganic form;ithention of this
research was to study its biodedility in different organs after the consumption of the
organic selenium from a mushroom specie nafgaricus bisporoand,by otherside
the study of the inorganic selenium was also performed in the form of selenate.

In order to carry out this resedrit has been used twertyur mice, divided by
three groups of eight animals each. The first group (GroupgC@ntrol), in which the
selenium was removed from their diet; themad (Group A- Agaricus), hacenriched
diet with organic selenium; the tdi 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 wastdsmided
in the muscle, bloodsérum and cldt urine and faeces. The activity ahtioxidant
enzymes guperoxide dismutase and cata)agred levels of reducedglutathionewere
evaluated. This evaluation had the purpose to verify if the bioavailatilgglenium 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 été découven 1817, ayant été a cette époque considéré comme

une des causes de certains probl mes pour |

Cboest en 1950 que cet ®l ®me nt ) ®t ® con
depuis, beaucoup de travail sur le sujet on®t ® r ®al i s ®, ce qui | e
do®l ®ment i ndi spensable dans notre aliment a

La consommation de sélénium évite diverses anomalies sur divers organes,
notamment e f oi e, |l e cerveau, l e ciur, a e musc
certaines mal adi es chroni ques, cC omme | 6 a
consommation en quantités dites optimales a des effets positifs dans la prévention de
cancer e de maladies cardiaques, mai s auss
progrés du SIDA. Cependant, pris en doses excessives, il devient toxique, rendant les

cheveux et les ongles fragiles, pouvant méme cdeses chutesEn doses excessives,

il peut aussi causer des troubles gastnot e st i naux, ®r uption cut
fatigue e formation de RO@Reactive Oxygen Spedies q U i provogquent | 6.
| 6 ADN, ce qui va briser cellolh®l i ce et provoqu

Vu que le sélénium existe sous la forme organique et inorganique, on a prétendu
avec ce travail étudida biodisponibilité de cet élément dans différents organes apres la
consommation de s® ®ni um or gAgaricughbisporospr ov e n g
et doun autre cot®, de s®I ®nium inorganique

Pour cela, 24 rats ontétutilisés diviser en 3 groupes de 8 animauxe premier
groupe (Groupe Q Contr 1] e) nda pas eu de s® ®ni un
deuxieme groupe (Groupe A Agaricus) a eu une alimentation enrichie en sélénium
organique, provenant donc du champignon; le troisi@graepe(Groupe S Sélénate) a
eu une alimentation enrichie en sélénium inorganique, du sélénate.

Apr s | es 30 jours de | dactivit®, |l es coc
(foie, rein, ciur, testicule, cetrcalletau) mai s
urine et féces ont eétedéterminé Certaines activit®s doer
(superoxyde dismutase et catalase) ont aussi été évalué, et encore les niveaux de
glutathion, prétendant ainsi vérifier 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

parametres physiologiques et biochimisjue



indice Geral

-
-
-
-

Agradeci ment os
Resumoééeééeééeéeéceéecé
indicedeFigun s € ¢ ¢ é é 6 € ¢ é é
tndice de Tabel asé

sz

1.l ntrodu-«o0éééé

D~
D~
D~

7

D
D
D
D
D
D
D

(] (O}
(O ON
D O
D O

eeeéé

1.1Hi st -ri a do Sel

1.2Propriedades doeSI ®ni oé é é é

1.3Fonteseé Sel ®n
1.4Concentracao deeSI ®
1.50 Selénion& g u a .

1.60Se®ni o no

1.7Sol u- »es par a

o D
N D
D

@D
D

77 77

D~
D~
D~

JT T4

D~
D~

é &

s sz I

€ EGétébeiecétébée e é é e .

Zs 1L 1L I I

@ .

B

-
-
-
-
-
-
(120
-
-
X

(0]
D
(0]
1]
1]
(1Y
o)
D
[}
B
R

7 7

ioeeeéé

ni o nos

eee

Ar ééee

1.8Dose Diaria Recomendaa e

19Compostos de Se

1100 Met abol i

1.11 Bios2nt

1.12 Antioxidané s E n

D
D
D
D

D
D

é éé

eee

D~
D~
D~

M
M
M

Il nt oxi

| ®ni

smo do

ese da

Zi m8t

1.121Gut ati ona

1.12.2Glua t i

1.12. 3

ona

i cos é

Reduzi

Sel

Sel

Per oxi

Gl ut at

1.12. 4 Cat al

1.12.5

Super

ona

| os

D~
D~
D~

M
M
(N

aument ar

D~
D~
D~
D~
D~
D~
D~
D~
D~
I

([N
([N

k@eeéde e

D
D
D
D
D
D
~

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
(o0}

O consumo de

s 7

ca- «0ééééééééécé

®ni

eno

ééé

sz s s

D~
D~

oeeekeééee

D

ci ste2naéée

D
o

eeée

daseéeéel®éeceéececté

Re

sz

aseéééeé

X

do

Di

sz

dut aseééééeéé

sz

€. ééeééeéeecé

7z

Oéééééeeécéeecééeeéc

eeéeeé

daéeecé@eéeeéec

¢

smut aseéééeéé



1.13 O Sel ®nio para | 8 do organi smoéée

1. 14 Biodisponibilidade em diferentes
1.14.1 Sangueééeééeéeécécééeéeeéeté.
1.14.2 CO®rebroééeéeéeéeéecéeéeéeté

D
M-
M-
M-
M-
M-
M-
M-
M-
M-
M-
D
D
D
D
D
D
D

1.14.3 F2gadoé

1.144Mlsculé e é ééeeeéééeeeééeéee330
1.14.5 Tesdéécaddbs&éceceéee. . 31
1. 14. 6e éRéiéngec é é é éééeeeeééesd?

77 7 Y4

1. 14.8 CcaEreatéeeceeccéceeée

N
N
N
N
w
w

sz 7 7

2 Objectivoséééeééeeéeéceeéceeeéceeéeeceeéeeée. ¢
3 Materi al e Mt odosééééééééccéeéeééceeéééecec

3.1 Animai séééeeceéééeeceeceééeeceeceééeeeeldsb

s 7 s 7 77 rr rr o rL sr

3.2 Comi daéééééeéeécéececeéceeaeaeaeaas’

D
D
D
D
D
D
D

eeeeeé

[N
[N
[N
[N

3.2.1 Grupo Ceéé

M-
M-
D~
D~
D~
D~
D~

eeéee

(0]

D
D
D
D

3.2.2 Grupo Aéé

D
D
D
D

€. eeééeeececee

[N

3.2.3 Grupo Sé
3.3 Protocol o Experiment aktéééd@eceéeéeéé
3.3.1 Determina-«o de SeU®Rni oééeeée:
3.3.2 Homogeneiza-«o0 gaedd4Ans8l i s
3.3.2.1 Homogenei za-«o0€éeeéeeeéeéeé

3.3.3 Quantifica-«o da Prote2naé

3.3.4 Avalia-«o0 das éRcttied8 dades



3.3.4.1 Avalia-«o0o da Activid

3.3.4.1.1 Calibracéo do Eléctrodo
de Oxi g®ni oéeéé.
3.3.4.1.2 Avaligéo da Actividade
da Catalaseeéééeb5o
3.3.4.2 Avaliacao da Actividade @Gperéxiddism

3.3.4.3 Quantifica-«o da Gl u

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

4 Resultadoséééeeééeecééeecéeecéeecééeéeéeeéé. s
4.1 Crescimento dos Ami mai séééééeeeceeé
42Det ermina-«0 do Sel ®ni o maebRa-»es
4.3 Quantidade M®dia Di 8ria Consumi da

44UrinaBPr oduzi daéééeeeeceeceeceeceeeeeeeee. 5o

4.5 Produ-«eédeleécdececéééecée

M-
(62}
\l

4. 6 Massa dos ¢rg«os Removi ddbB8éeeeéeecécé
46 1M sa do Cora-«oéééééécééécééeéé.
4.6.2 Massa do Ri méeécéeecod@eéecécecéc
463Masa do Test2culoéeééeéeéecéeéeécecd
4. 6.4 Massa do CO®rebroe&dreéécececé:

4.7 Quantidae ProteinsemtodososOrgacsé é ..&€ é 6 é é € é é 63

4.8 Actividade da Catalaggan tod@ 0 S -érég «@oeséee € € 6 4

4.9 Actividade da Superoxido Dismutasen t odos o0s 6r g«oséé

4.10 Concentracao da Glutationa Redusdatodos os érgads.é é .67

4. 11 Sel ®nioéééééecéccecéecéééeéeéé .68

411181 ®ni o no F2gadoééecééeecéecéecéé



Y4

ééééeéarl

4112 SelénionBi méééééééé

4. 11.3 Sel ®ni o no Test2cil oéeéceceééc«

4 Sel ®ni o néedé&.6éeaéoeédéce.

4. 11.
4.11.5 Sel ®nio no Cora-«@¥éééeéeéee
4. 11.6 Sel ®ni 0o noée &&Ba &dhad.oekL éceé
411.7Selénimo Co8gul o Sangu2neoéeééeéeé:
2 ééeéé

411.8Selélmino Soro Sangu2neoéeeeece

7

Rat oeéa@&rnéeééé

[N
[N

4.11.9 Sel ®ni o no
411.10Evolucd de Sel ®ni o na Ud&Bnaééécee
4.11.11 Evolucéo de Selénio nas Fézesé € é e é é ..79

7z

S5Discuss 0 € é. éeeéeééeeeceeééececececééeé. éée. 81

€ &éé é é86

(N

6Concls «xoééeeéeeéeeéeééeecéecté

7z 7

7Bibliograf | aeééééeeeééééeeeéeééeeceéééeées



indice de Figuras
Figura 1i Niveis de ingestdode selénig(/ di a) em di ferentes pe:e
Figura2i Met abol i smo do Sel ®ni o0éééééééécéeeeéeéé
Figura3i Sel enocompost os emeédkiéelExL«@3 no tr al
Figura4i Met abol i smo das formas de Sel ®ni o d

FiguraGi Mecani smo de oxi da-«0éééééé

[N

léeeeéeé

[N

Figura 61 Interaccdes entre o selénio, a vitamina E e os acidos aulfuwosos

na inibicdo dos danos da peroxidagédolddspi dos éééééeéééeéée. .. 22
Figura 7i Reducdode pD,aH,O pel a GPxééééééééé&eéeee. 2

Figura 8i Interconversdo da GSH e GSSG pela accéo das enzimas GPx, GO e

CRéEéeeceeééeceeééeeceeeéeececeeéeeeceéeés

Figura 9i Papel da CAT e da GPx na remogé&o d@ihos tecidos

humanosééeéééeéeéeééeéeéeéeéeéeeéeeée. . . e24
Figura 10 RatoWistae ¢ ¢ € é é é éééeceééeeeeéeéé .35

Figuralli Gai ol a de policarbonatoé

D
B

8
D
D
D
D
D
D
D

Figural2r Gai ol a metab- -l icaeéeeéeé

D~
D~
D~
D~
D~
(¢}

M-
M-
M-
M-
M-
M-
M-

Figura 13/ Sistema de digestdo de amosRaypa MMB40é .

o
D
D
N
N
N
w

Figura 14i Espectrofluorimetrdasco FF/77..€ é é € € € é 43

N
N
N
N
N

Figural5i Rect a padr«o para determina-«o0 de S
Figura 16/ HomogeneizadoEurostar poweb IKAé é ¢ é é éé ééé . . . 45

Figura 17 Ultra-sonsSonics VibraCet é¢ é é é é e é e éééééé. . 45

Figura 18/ CentrifugaSigma 216K.é é é é € é é 6 é é e e éééé. 45

Figura 197 Ultra-centrifugaBeckman L575Beé ¢ ¢ ¢ ¢ é é e € € éé é . 45

Figura 20i Espectrofotometr&pectronic Genesys2BGE é ¢ é € € € € 4 6



Figura2li Rect a
Figura22' El ®ct r odo
Figura23' El ®ct r odo

Figura 24i Principio da determinagéo da actividade da SOD pelo ensaio do

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 25/
Figura 26i

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30i P r
Figura3.i P r
Figura 32/

Figura 33/

Figura 35 Ma s s a
Figura36i Quant i dade
Figura37i Act i vi dade
Figura 38/ Actividade da SOD nos diferentes @ «k 0 s é é ¢ é ¢ € é 6 6
Figura 39
Figura40i Concent
Figura4li Concent
Figura42r Concent

Figura43i Concent

Ma s s a

Concentr

padr «o
i

de

padr «o

cresci

8r i
m®ed i
m®d i

med i

"""""""""

C®Rrebr os é éé&a&eaaéiéeoe2e é

« 0

«

«

«

«

qguadéeetéecsd- «o

oXi g®ni o para.4@val.

determina-«o
ment oédégéanbBai
néaésé ér. -4» e s
comi daéép.or.
e tné &éed 56N |
aé ékicgrticacdecarsonacé

,,,,,

///////

prote2na

féeéroedn t e

@addéfeer ent

Sel ®ni

,,,,,

,,,,,,

Sel ®ni ne.."Mvis c

«

«

/////

"""



Figura44iConcentra-«o de Sel ®ni o no cora-«o0é@
Figura4d5iConcentra-«o0 de Sel ®niéct éré® .c/@r ebr oé
Figura46i Concentra- «o de Sel ®ni o nébé 76o08gul oé
Figurad7iConcentra-«o de Sel ®ni o no soro san
Figura48 Concentra-«o de Sel ®ni o nos diferen
Figura4d9iConcentra-«o de Sel ®ni o na wurina no

Figura 50i Concentracéo de Selénionasfes no final do trabal



indice de Tabelas
Tabelali Quant i dade m®di a de ®elée@rié® .4nal guns
Tabela 2 Concentracdo em Selénio nos solos de alguns paésést é é € 5
Tabela3d Composi - «0 da comi da htadsetébé 6 €3¢67é € ¢é é é
Tabelad Padr »es para recta padr«é®é@.ad@a quan
Tabela5 Padr »es para recta padr«o para dete
TabelaG Massa dos --rg«os removVvi déoéséé.B8 é é e e e é

Tabela 7 Concentracdo de Selénionaurindaongo do étteé ;g8 é é

Tabela 8 Concentracdo de Selénio nas fezes ao longo do teggoe € . . 7 9



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

1.Introducao

1.1 Historia do Selénio

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

Em 1295 Marco Polo registalurante a sua faosa jornada na Veneza da China
gue os seus cavalos sofreram uma doenca necroética tipica quando estes comeram
plantas envenenadas, que se sabe hoje setamuladores de selénio. Da mesma
forma, as consequéncias de intoxicacbes cronicas de selénio em humanos foram
notificadas em &areas geograficas seleniferas, muito atgeseste elemento ser
reconhecido como sendo 0 agente causador.

Na década d80, um baio consumoem seléniofoi identificado como uma
causa de Adoen-a al siromasena anjmaisr de pabaratétioz i n d o
(Birringer, Pilawa & Flohe, 2002)

Os primeiros relatérios sobre carcinogenicidade em humanos apareceram em
1943, sendo a partir dai criada urmagem negativa sobre o selénibumont,
Vanhaecke & Cornelis, 2006)

Foi em1950que o selénidoi 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 prevencéao de lesdasegascul
musculares e/ou hepatic@ombs, 2001)

Ja en 1957, Schwarz e Foltz demonstraram que o seléniegi@ocontra a
necrose hepatica em ratos, estabelecendo entd@miosebmo essencial na nutricao
(Daniels, 1996)

O interesse no papedeste oligeelementona saude humana ganhou uma maior
I mport©ncia no final dos anos 660 quando
doencas humanas consaaat respostas dos animais as deserligadas a ingestao de
selénio (Brown & Arthur, 2001) Evidéncias sobre a toxicidade do selénio foram
reforcadas ap6s a observacdo de doencas fatais entre cavalos que pastavam em
determinadas areas da China e dos Estados Unidos, tendo sido descoberto que os cereais
gue cres@m nesses solos continham coricagbes excepcionais de selé(@umont et
al., 2006)

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

Nos a n o gam f@inalthentd percebms gracas a cientistas chineses
anénimos, as causas de uma deficiéncia grave em selénio, ou a doenca que esta
deficiéncia provoca em humanos: @edca de Keshague é uma cardiomiopatia fatal
(Birringer et al., 2002)

Em 1973 foi descoberto o importante papel que o seléni@deno componente
da glutationa peroxidase, sendo que se descobriu em 1978 que a forma de selénio
presente no centro activo ser a selenocisigiawkes, Alkan & Oehler, 2003)

Dada a importancia que este oligoelemento foi vindo a adquirir, em 1985, na
Finlandia, alterotse a ingestdo de selénio de toda a populacdo para qg/ti®pela
adicdo em todo o fm de selénio nos fertilizante@lfthan, Aro, Arvilommi &
Huttunen, 1991)

Assim, 0 selénio é hoje considerado um okerento essencigbresente na
maioria das proteinas procariéticas e eucaridti¢@adyshev, Jeang, Wootton &
Hatfield, 1998) e o0 seu baixo consumo esta associado ao aumento de varias doencas,

taiscomo cancro e doencas cardia@nggi, 2008)

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

1.2 Propriedades do Selénio

O seknio € um ndemetal do grupo VI da tabela periddicessencial para os
humanos(Manzanares et al., 2008ndo func¢des de antioxidante, no metabolismo de
hormonas na tiide, nas reaccdesedox na reprodugcdo e em fungdes imunitarias,
(Thomson, 2004pois € um elemento essenciatgpa funcionamento eficiente e eficaz
de varias funcdes dsistema imunitario dos humand¥an Nhien et al., 2009)
Encontrase no mesmo grupo do enxofre, na tabela periddica, podendo substituir este na
formacdo @ aminoacidos sulfurados para formar os analogos em selénio
selenometionina (SeMet)selenocisteingSeCys) Daniels, 1996)

O seléniocompartilhaentdopropriedades fisicas e quoas com o elemento
enxofre (S), sendo questa similaridade permite que o Se substitua 0 S, promovendo
interaccbes S& nos sistemas biolégicos. No entanto, as diferencas nas propriedades
fisico-quimicas entr&e e S constituem a base dos seus papéis lmofdgspecificos

Pode apresentae sob quatro estados de oxidacdo: selenaft’(%8), selenito
(S€*905%), selénio elementar (Yee seleneto (38 (Stadtman, 1980)

Uma alimentacdo pobre em selénio estd ligada a doencas que causam
anormalidades em vérios 6rgaos, incluindo o figado, o cérebro, o coragdoulo
estriado e o pancreaéluran, Acan, Ulusu & Tezcan, 200&stando ainddigado a
doencas cronicas, asnm{@homson, 2004¢ anemia hemolitica em criangas prematuras.
(Pleban, Munyani & Beachum, 198€pntudo, os mecanismos protectores dérsel
variam de 6rgdo para orgédtajn et al., 1997)

As consequéncias da anemia incluem performances cognitivas, de
comportamento e crescimento fisico de criancas, estatuto imunoldgico, morbidez nas
infec¢Oes e performance no traba(Man 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 imaises)mo o
figado, no baco e nodulos linfaticRayman, 2000)

Se a ingestdo e selénio for em quantidades ditas Optimas, este -s@na
importante para a prevencao de cancro e doencgas cardiacas, inibicdo de infecgdes virais
e atrasa o progresso da SIDA em pacientes positivos em HIV. Além disto, o selénio tem

um papel importante naguncdes imunitarias, na fertilidade de machos, no
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desenvolvimento de mamiferos e atrasa ainda os processos ligados f édadee,
Deniziak, Rederstorff & Krol, 2008)

1.3 Fontes de Selénio

A maior fonte de selénio é sem duvidaleanmentacdoe, em geral, 0 peixe, 0s
cereais e a carne contém niveis relativamente elevados deste eleAiémtodos
cereais serem bastante ricos em selénio, os seus-satemoacidos sdo directamente
deposiados nasproteinas dos tecidogCary, Allaway & Miller, 1973) Outra fonte
importante em selénio € o cogumelo, embora néo todos, pois tendem a ser acumuladores
de selénio. QAgaricus bispore € um dos cogumelos mais frequentemente estudados
pelas especificagdes que propde e também por ser o mais frequentemente consumido na
Europa e nos Eados UnidogDumont et al., 2006)A quantidade de agua presente nos
cogumelos é cerca de 90%, sendo os 10% restantegnictibras, minerais, proteinas
e hidratos de carbono. @garicus bisporoscontém um elevado teor em proteinas
(23,9% a 48,3%) e hidratos de carbong%2da 62%) em peso seffdoura, 2008)

Em contra partidap leite, os vegetais ea fruta contém niveiselativamente

baixos. Na tabela filode versea concentra@o de selénio nalguns alimentos.

Tabela Il Quantidade média de selénio nalguns alimentos

Comida Concentracdo Média Se
(ng/1009)
Leite 1.5
Carne 7.6
Carne deéPorco 14.0
Cordeiro 3.8
Figado 420
Rim 145.0
Peixe 16
Fruta 1
Vegetais 2
Cereais 11
Pao 45
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 pacereais, carne e aves domésti@@®wn et al., 2001)

1.4 Concentracao de Selénio nos solos

Os valoresde concentragdo emlério nos alimentopodem variar dauma
regido para outra, pois 0s niveis de selénio nos alimentosnvacasoante 0s seus
niveis presentes nos solos, e esta variacdo de concentracsalo reflectese nas
variacfes enatradas na populacéo do plan€tanggi, 2008)

Na tabela 2 podemos ver a concentracdo em selénio nos solos de alguns paises
(Dumont et al., 2006)

Tabela 2 Concentracdo em selénio nos solos de alguns paises

Pais Conc. no solo (mg/kg)
Alemanha 6,6
Bélgica 0,11
Brasil ND*
China(provinciaEnshi) 107 40
China(provinciaKeshan) 0,17
Espanha 0,071 0,39
Estados Unidos 0,117 18,36
Finlandia 0,151 0,72
Franca 0,18
Holanda ND*
Italia ND*
Japéo 0,77 1,0
Reino Unido 0,187 29,70
Suécia 0,3
Suica ND*
Turquia 0,03

ND* Nao definido

A quantidade de selénio nos solos e a sua fixagdo nos mesmos € logicamente

influenciada por o tipo de solo em questdo. Solos &cidos e a complexacéo,
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frequentemente com ferro ou aluminio, reduzem a capta¢c&eléeio pelas plantas,
cono acontece em muitgmrtes da Europ@gayman, 2000)

Solos vulcanicos sao particularmente susceptiveis a lixiviacdo mifeagkero,
Townsend & Tew, 2003)

A mobilizagdo deste elemento nos solos é aindaen€iada pelo pH: condigbes
alcalinas favorecem a conversao do selénio inorganico a se(@ﬁ?&)f'), gue nao
esta fixado nos solosnquantccondicdes acidas favorecem o selengd'(’05%), que
absorve as argilas e é fortemente fixado por hidaxde ferrdCombs, 2001)

A disponibilidade de selénio para as plantas é também afectada pela humidade
do solo: o elemento estd mais disponivel para as plantas sob condi¢cdes de baixa
precipitacdo e de baixa lixiviacgGombs, 2001)

Por todo o mundo existem regifes em que 0s solos sdo tdo pobres em selénio
gue as sindromes devido as deficiéncias sdo endémicas: estas regides incluem as regides
aridas da Australia, do nordeste da China, o Nepal Ebete. 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 importacao de alimentos extelfi@piero et al., 2003)

Assim, estimese 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 a propagacéao rapida da HIV/SIDA nesta redifgons, Judson, Ortiz
Monasterio, Genc, Stangoulis & Graham, 2005)

A figura 1 apresentas valores déngestdo de selénio por parte das populacdes
de alguns pais¢Rayman, 2005)
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Figurali Niveis de ingestdo de selénjog(dia;®m) em diferentes paises e a escala de
ingesfio de selénio que se acredita ser necesséria para uma actividade 6ptima da GPx

1.50 Selénio na agua

No que a agua diz respeito, esta tem sido analisada tedoEdJnidos e em
varios paiseschegandese a conclusdo que ndo fornece quantidansicionais
significantes em selénio (Bratakos et al., 1988; NRC, 1980a; Robberecht et al.(1983)
selénio encontrge na agua sob a forma de selenito e selenato, principalmente como
resultado da lixiviacdo das rochas seleniferas e dos solos. A precipitagéteiito
férrico insollvel ocorre na presenca do ferro a um pH entre 6,3 eng@anta um pH
de 8 é oxidado a selenato soluvel (Fan & Kizer, 1990)

A concentragdo maxima de selénio na aquaave| estabelecida pela

Organizacdo Mundial de Satude (OM&)le 10 ppb, ou seja, aproximadamenté&\L0
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1.6 O Selénio no ar

Além destas fontes, também se encontram quantidades de selénio Ao ar.
maioria das areas urbanas tém concentracfes infimas atmosféricas de selénio que
variam de 0.1 a 10 ng por’ntontibuindo para uma exposicao biologica insigrafite
O valor de limite ocupacionaladconcentracdo dselénio inorganico é de 0.2 mg/m
(Fan& Kizer, 1990)

1.7 Solucdes paraumentar o consumo de Selénio

Como oselénio € um mineral escasso no nossmeta e a caentracdo media
no soloé de apenas 0.05 ppm, é necessario considerar uma forma melhor e mais
sustentavel de aumentar a concentragasetEnio na dieta humandauget al.,2007)

Uma boa forma de aumentar a concentracdo em selénio nostabme,
baseand@e numa experiéncia finlandesa, a biofortificacdo de sementes agricolas
seleccionadas, aumentando entdo a quantidade de selénio, o que pode ser uma estratégia
para diminuir os riscos de deficiéaaeste composto na alimenta¢amggi, 2008) De
forma a salvaguardar a saude da sua populacdo e diminuir as doencas nos animais
causadas por deficiéncias em selénio no pais, é adicionado, desde 1984, selénio sob a
forma de selenato (N8eQ) as sementes. Esta ac¢do permitiu aumentar a quantidade
de selénio nos alimentos, passando a reggstaima variacdo de ig/L para 121ug/L
no plasma, dependendo do nivel de aplicacéo da fertilizacéo. E ainda importante referir
gue esta accao ndeve efétos ambientais advers@Rayman, 2002)

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

agua @ ainda suplementos individudisyons et al., 2005)
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1.8 Dose Diaria Recomendada e Intoxicacao

A National Research Counagstabeleceu, em 1989, a dose diaria recomendada
(RDA i Recommended Dietary Allowancem selénio, tendo sido fixada em 55 e 70
ug/dia, para mulher e homem, respectivameilfienley, 1998) sendo o requisito
minimo estimado em 2g/dia(Hawkes et al., 2003Estes valores sao valores médios,
pois o0 valor exacto ndo é facil de definir por eleger de diversos factores,
nomeadamente da espécie animal, da idade, do sexo, da nutricdo e outras condicdes
fisiol6gicas e ainda do composto selenifero usado (Jaffé,.1973)

No entanto, nos paises nordicos, a dose diaria recomendada é de 50 g para os
homens e 40 pg para as mulheeeg baseada na saturacdo da atzole da glutationa
peroxidasei 3 (GPx3) no plasma. Contudo, a saturacdo da-GRocorre a niveis
relativamente baixos de selénio (40 pg/dia) comparada com a dose de selénio necesséria
para sturar a GPxL nos eritrocitos (60 80 pg/dia) ou as plaquetas (100 110
ug/dia) (Bugel et al., 2008)

E evidente que o nivel dagestdo na Europa e em algumas partes da China n&o
€ adequado para completa expressdo da glutationa peroxidase, sendo que esta situacéo
pode ser real para outras partes no mundo, havendo pouca informacéo (ou mesmo
nenhuma) sobre a ingestdo de selénio gemade parte de Africa, América do Sul e
centro e sul da AsigRayman, 2005)

Diversos elementos ssnciais podem exibir efeitos téxicos quando liitigs em
guantidades excessivé3affé, 1973)Para o caso do shio 0s niveis tdoxicos estao
estimados na ordem dos 350700 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 situagdo na provincia chinesa de Hubei, que resultou de
ingestdo de elevadas concentracfes de selBnicentdo descoberto que o0s solos em
deda regéo possuiam perto de 8 mg Se/kggque as cinzas que eram usadas para
fertilizar os solos possuiam 84 g Se(kgpmbs, 2001)Assim, uma morte foi associada
a esta situacdo, pois esttse que o consumo local em selés@ia de32001 6690
ug/dia, ou seja, 100 vezes o nivel recomend&aonbs, 2001)

Portanto, a ingestdo de elevadas doses pode causarddeigdfeitos adversos
na saudé€Tinggi, 2008) e até mesma mortesdo casos conhecid(Stajn et al., 1997)

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

partir das formas orgéca ou inorganica 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 sédo a fragilidade do
cabeloe unhas, assi como a sua qued¥ang et al., 1983)

Outros sinais que foram registados incluem distarbios gastrointestinais, erupcéo
cutanea, hélito a alho (causado pelos compostos seleniferos), cansaco, irritabilidade e
anormalidades do sistema nervd€eDC, 1984; Hlzlsouer et al., 1985; Jensen et al,
1984; Yang et al., 1983G.Q. Yang et al., 1989)

A toxicidade em selénio pode ainda ter outros efeitos, como a formacdo de
espécies reactivas de oxigénio (RDReactiveOxygen Specig¢sespécies estas que
podem induir a oxidacdo do DNA, a quebra da sudeia dupla e a morte da célula
(Umysova et al., 2009).

A toxicidade do selénio nos humanos foi relatada devido a exposi¢ao industrial
ou outras exposi¢des acidentaisnalacdo ddumos de selénio, didxido de seil@nou
selenido de hidrogéaicausa a irritacdo intensa damicosas dos olhos d@o tracto
respiratorio superiorDores de cabeca, vertigem, ifgal nausea, vomitos, um gosto
amargo na boca, e um odor a alho na respiracdo podem igualmente caracterizar a
indacdo aguda do selénfban& Kizer, 1990)

Alguns estudos realizados em ratos determinaramspdéleveduras de selénio
em 37,3 mg/kg, sendo o lsPpara o NaSeQ de 5 mg/kgDumont et al., 2006)
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1.9 Compostos de Selénio

As formas de selénio presentes 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 ors&fe e o selenito, com uma bisponibilidade
gue excede os 50¢8homson, 2004)

No que toca a absorcdo das masmsob condicbes consideradas Optimas, a
selenometionina e o selenato apresentam absor¢des na ordeni @898% absor¢cbes
reais de 50 80% de seléniprovenienteda dieta (Daniels, 1996)Embora o selenato
seja quase totalmente absorvido, uma quantidade significativa é perdida pela urina antes
de ser incorporada nos tecidos. Ja o selenito tem uma absorcdo mais variavel,
provavelmente devial as interac¢gdes com as substancias do limen intestinal, mas é
mais retido, uma vez absorvidop due o selerta (Thomson & Robinson, 1986)
Embora o selenato e o selenito ndo sejam constituintes maioritarios da dieta, eles séao
frequentemente utilizados g@afortificar os alimentos e nos suplementos em selénio,
como j& foi visto com o exemplo da biofortificacéo realizada na Finlandia.

De referir que a biodisponibilidade é definida como a propor¢do de nutriente
ingerido que é utilizado para funcdes fisio@g normais ou armazenamento. A
biodisponibilidade € influenciada por factores enddgenos, incluindo o crescimento, a
gravidez ou a lactacéo, a eficiéncia da digestdo, o tempo do transito intestinal e a
presenca de distlids gastrointestinais ou doen€Bapiero et al., 2003)A utilizacédo
por parte dos tecidos do nutriente absorvido ou a conservacao @aaidd factores a
ter em contgKing, 2001) Além disto, a biodisponibilidade e a absorcdo dependem
fortemente da forma quimica em que o elemento esta prdBeareHuerta, Fernandez
Sanchez & Sankedel, 2006)

A biodisponibilidade em selénio depende da conversédo de selénio absorvido na
forma biologicamente activa e ddercéo nos tecidd3 apiero et al., 2003)

A forma organica € predominantemente encontrada em cereais, peixe, carne,
aves domésticas, os@ produtos derivados do k{Klein, 2004)

A forma inorgéanica (selenito e selenato) € geralmente incluida na dieta através
de suplemento@®aniels, 1996)

Os mamiferos podem utilizar tanto as formas organicarganica como fontes
de selénidShiobara, Ogra & Suzuki, 20Q0)
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1.10Metabdismo do Selénio

O selénio énetabolizado por diversas viasa via metabdlica determina a ultima
disposicdo deste elemento e, consequentemente, as funcbes e beneficidsntimste
1998) O seu metabolismo pode ser resumido como apresentado na Zigkitain,
2004)

selenoprotein synthesis
{as UGA coded selenocysteine)

general body f
proteins selenophosphate

tl $

selenomethionine —pp —P SeCys —P H,Se
methyl
demethylation transferase
p-lyase

. — methylselenol
methylselenocysteine > (highly reactive)
glutathione A l

(rapid)

methylseleninic acid

(CH,),Se —>Ppbreath

|

(CH,),Se+ —Pmrine
Figura2i Metabolismo do selénio

O selénio ingerido por mamiferos é transformado em formas orgéanicas, na forma
de residuos de selenocisteirss rselenoproteinas, 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 carboSedi(Gu C
SeCH) nas proteina&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 identifica@dgriakopoulos, 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

amnoacido selenocistein&¢Cys)(Lescure et al., 2008Este aminoacido é sintetizado
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nas células animais para ser incorporado nas selenoprotemagjuantidades
estequiometrica@Burk, Hill & Motley, 2001)

As plantas convertem o selénio principalmente erangehetionina (SeMet) e
incorporamno na proteina, no lugar da metionina (Met). A selenometiopide
contribuir com mais de 50% do selénio total contido nas plantas, enquanto a
selenocisteina  (SeCys), a metilselenocisteina (M&h@yYy s ) e - a
gl ut ami |l sel e nguamyt$emethykCyse hdo asdo (significativamente
incorporados em proteisa vegetais e estdo em niveis relativamente baixos,
independentemente dancentracdo em selénio no s@lapiero et al., 2003)

Podemos vena figura3 as formas quinsias dos setecompostos referidos até
agora(Battin & Brumaghim, 2009)

NH, 0 o Oy OH

: O MSE Se
Y HO™ ™ “ / 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

Figura3i Compostos em discussao ndstdalho

A selenometionina € mais eficazmente retida do que as formas inorganicas,
(Tapiero et al., 2003endo que o selenato € por sua vez mais absorvido qlenitce
mas nao é téo eficaz maanutencédo do estado do seléfiang, 2001) No entanto, o
selenito aumenta a actividade da glutati®teansferase (GST), da glutationa
peroxidase (GPx), da catalase (CAT) @ duperdéxido dismutase (SPDnas
mitocdndrias e no citos¢hnsari et al., 2004)

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

explicada pela teoria que o metélenol € a forma activa de selénio contra o cancro, e 0

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

selenito é mais facilmente metabalito nesta forma do que em SeNfhley, 1998)

A ingestdo de selenometionina refleste na concentracdo em selénio no muasculo
esquelético humano, sendo que esta selenoenzima € também altamente retida nas
proteinas do ¢ébro(Tapiero et al., 2003)

O genoma humano contém 25 genes que codificam as selenoproteinas; entre
estes, a GPxs (glutationa peroxidagesioredoxinas redutases a&s deiodinases da
hormona da tirdide sdas melhoes caracterizaddSchweizert al, 2005)

A funcéo do selénio é metia, maioritariamente, pelas selenoproteinas, as quais
o seléniop na forma de umaselenocisteinaé introduzido durante a tradugdo. As
selenoproteinas incluem enzimgass como a glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina
redutases (TR), proteinas implicadag transporte do selénio (selenoproteina P) e
proteinas com funcdes desconhecidas, que sdo envolvidas na manutencdo do potencial
redoxdas célulagKryukov et al.,2003)

O selénio funciona como o centredox por exemplo, quando a selenoenzima
tioredoxina reductase reduz os nucleotidos no DNA e ajuda no controlo e extiacto
intracelular, ou quando a iodotironina deonidase, salependente, produz hormonas

da tirdide activas de precursor inactfiRayman, 2000)
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1.11Biosintese da Selenocisteina

Na natureza, diosintese da maioria da®mpostos de seléngege a mesma
via que os compostos de enxofre. No entamias mais complexa e altamente
especifias na utilizacdo do seléni@stas viaservem pargpromovera incorporagao
selectiva @ste elemento nas proteir{Baringer et al., 2002)

O modo de incorporacdo da selenocisteina e os passos da sua biosintese sao
drasticamente diferentes dos outros vinte aminoa¢iRiagman, 2005)

Grande parte das selenoproteinas actualmente conhecidas, particularmente as
dos mamiferos, contém residude selenocisteina nas posi¢cdes correspondentes aos
coddes UGA nos respectivos RNA mensageiros (MRNAdgan, Lacaurciere &
Stadtman, 1999 selénigpode seincorporado como selenocisteina no local activo de
uma vasta gama de proteirfBsown et al., 2001)

O coda@oUGA € um codéo de terminacdo no cédigo genético universal, e pode
também codificar o 21° aminoacida selenocisteingSeCys)(Turanovet al, 2009)

Todas as selepooteinas contém selenocisteif@eCys) nos seus centros activo
(Reeves & Hoffmann, 2009)

O tRNA daselenocisteina que codifica o coddo UGA foi encontrado em todos os
reinos de vida, sugerindo que o uso do UGA como codéo para a selenoéistefas
difundido na naturezgGladyshev et al., 1993)

Ao contrario dos outros vinte aminoacidos, a SeCys é biosintetizada no seu
préoprio tRNA, o Sec tRNE&®™5¢ 3 partir de selenofosfatos como fonte de selénio. A
insecdo da SeCys é especificarteefeita pelo coddo UGA no mRN#&Rayman, 2005)

O selénio pode semc¢orporado nas selenoproteinas porawia Unica que
envolve a producdo de selenocisteina (SeCys) e a incorporacéeletecisteina
(SeCys) na cadeia polipeptidica usandmdao UGA como codéao de inserg&inley,

1998)

No caso da selenometioninapnmo o tRNAY® ndo faz a distincdo entre a
metionira (Met) e a selenometionina (8et), em dietas pobres em Met uma grande
percentagem de SeMet € incorporada, ndo especificamente, nas proteinas no lugar da
Mat (Tapiero et al., 2003)

Quando aselenocisteina ndo é acumulada e o selénio é libertado pelaiSeCys
liase para ser reduzido (juntamente com o selénio inorganico proveniente da dieta) a

selenido (HSe) nos eritréitos, fica assim disponivel parasantese daselenocisteina no
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figado. Por outro lado, o selénio inorganico ndo pode ser armazenado mas é utilizado
directamente para a sistede selenoproteinas no figgBaniels, 1996)

Nafigura 4 esta representadometabolismo 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

Figura4 i Metabolismo das formas de selénio da dieta, SeMet, SeCys, SeMeSeCys,
SeGSSG, GPx, TR, SelP, ID

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

nao fazem a distingdo entre a metionina e os seus analogos de (fdé@iets, 1996)

1.12 Antioxidantes enzimaticos

O organismo contém sistemas antioxidantes que requerem uma ingestao
adequada de selénio para umdionamento fisiol6gico normé@Battin et al., 2009)

A formacado de seleraminoacidos também € influenciada pelo tipo de selénio
ingerido, pois, por exemplo, 0s animais monogastricos nawafo selen@minoacidos
a partir de selenit(Cary et al., 1973)

O metabolismo celular normal produz oxidantes que s&o neutralizados nas
células por enzimas antimlantes e outros antioxidant€Zafar, Siddiqui, Sayeed,
Ahmad, Salim & Islam, 2003)

Os antioxidantes enzimaticos sdo compostos pela superoxido dismutase (SOD),
pela catalase (CAT) e pela glutationa peroxidase (GfE@ncel, Naziroglu, Celik,
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Yalman & Bayram, 2009)sendo que em 1970 se descobriu que o selénio era um
componente esseial desta ultima(Combs, 2001por estar presente no seu local activo
e ser essencial a sua actividade catal{ftdleDemerdash, 2001Portanto, o seléa é
parte integrante da glutationa peroxidéSkow & Tappel, 1974)

Estasselenoenzimas protegem as células contra os danos causados pelos radicais
livres e pelos hidwperéxidos e lipoperoxidddlaziroglu, 2003)

Durante o esfor¢co, umanfeccdoou ferimento do tecido, as selenoenzimas
podem proteger contra os efeitos prejudiciais do peréxido de hidrogénio ou de radicais
livres ricos em oxigénio. Esta familia é@mzimas catalisa a destruicdo do peroxido de

hidrogénio ou dos lipidos, de@do com as seguintes reacc¢des gerais:

i HyO,+ 2GSHY 2H,0 + GSSG
i ROOH+ 2GSHY ROH + HO + GSSG

onde GSH e GSSGrepresentan, respectivamente, as formaduzida e oxidada da
glutationa(Arthur et al., 1996)

Todos o0s organismos vivos sintetizam a série de enzimas antioxidantes
responsaveis pela desaeip@do de ROS, enzimas estas que ja foefarenciadas (GPx,
CAT, SOD)(Naziroglu, 2003)

O radical superoxido causa a inactivacdo das enzimas, incluindo aea&aas
glutationa peroxidase, e a oxidacdo de componentes intracelulares, tais como a
glutationa, devido a sua longa meida (Battin et al., 2009)

O consumo e a utilizacdo de oxigénio em processos fisioldgicos resulta
inevitavelmente na producao de RGR&ctive Oxygen Speded producéo de energia
na mitocéndria é dependente do metabolismo de oxigénio, desde ge @eluzido a
H,O. Durante este complexo processo de transferéncia de electrbes, a incompleta
reducdo de @pode resultar na producdo de ROS altamente reactivos e prejudiciais,
incluindo o radical superdxido (), oxigénio singular, peréxido de hidrogénio e o
radicalhidroxilo (OH) (Battin et al., 2009)

Sabese hoje que as espécies oxigesactivas (ROSI Reactive Oxygen
Specig), tais como 0 anido superoxido,(Q os radicaididroxilo (OH), o perdxido de
hidrogénio (HO,) e o peroxinitrito (ONOQ contribuem para a reperfusao e induzem
quebras na cadeia simples do DNA, o que activa a poli {AfRil) polimerase
(PARP), resltando em NAD e no esgotamento de ATRnsari et al., 2004)
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Estas espécies reactivas sdo um subproduto inevitavel da respiracdo celular,
causando a oxidacédo dos lipidos, dos acidos nucleicos e proteinagnooslas ROS
sdo uma causa subjacente de doenca, incluindo cancro, inflamacdes e doencas
neurodegenerativg8attin et al., B09).

O selénio exerce o seu efeito biolégico através de varias selenoproteinas, as
qguais podem estar presentes em mais de 30 sistemas de maniifauadiacdo das
necessidades em selénio tem sido baseada em doses que maximizam a actividade da

selenoenzima glutationa peroxidg¥@omson, 2004)

1.12.1Glutationa Reduzida

A glutationa € um importante {péptido que esta largamente distrduinos
tecidos animais, nas plantas e mrorganismogSaydam 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 participagdo emvdisas actividades bioldgicas, entre as quais, a
proteccdo contra os das causados por radicais livréBe Vega, Fernandez, Mateo,
Bustamante, Herrero & Munguira, 2002)

O cicloredoxda glutationa tem um papel importante no mecanismo de defesa
oxidante da célula. Os componentes do ciclo, isto dutatgnareduzida(GSH), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutatidRadutasgGR) participam na proteccédo da
célula dos efeitos toxicos dos higeroxidos enddgenos e exoger{@siran et al.,

2001)

A glutationa reduzida (GSH,-g-glutamil-L-cisteinilglicina) esta presente na

maioria das células e é o tieBH) mais abundante no meio intracelular (Meisteal,

1983). A sua capacidade redutora é determinada pelo ¢Blihgresente na cisteina. A

GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegend@ontra a lesfesesultants da exposicdo agentes

como os ibes de ferro, oxigénio hiperbéarico, ozono, radiagdo e luz ultravidiéta.

disto, actua como um transportad®mum reservatério d cisteina,participando na

desntoxicacdo de agentes quimicos e na eliminacdoragutos da lipoperoxidacag
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aindarequerida para a sintese de DNA, de protimade algumas prostaglandinas
(Denekeet al.,1989).

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de
90% de ratos submetidos a hiperoxia e tratados fwonecimentode eritro@os na
traqueia. Este resultado foi &wido & GSH intraritrocitaria que protege contra o
stressoxidativo ao nivel dpulmaq resutante da hiperoxia (VaAsbecket al, 1985).

A glutationa reduzida protege tipidos das membranas e outros constitein
celulares contra a lesdo oxidatiaravés d modificacdo do perdxido de hidroge e

dos hdroperéxidos dos acidos gord@4aro et al, 2001)

1.12.2Glutationa Peroxidase

No que diz respeito a glutationa peroxidase, ela € muito utilizada colicador
da quantidade de selénio, pois existe uma relacao linear entre a actividade da glutationa
peroxidase no sangue e a concentracdo de selénio (abaixo dpg/LpO(Daniels,

1996) dai varios investigadores sugerirem que a actividade desta enzima no plasma
elou eritrécitos pode servir como um bom indicador do estado nutricional em selénio,
pois 0 selénio esta covalentemente ligadolaal activo da glutationa peroxidase,
(Pleban et al., 1982 ndo pode seremovido com EDTA, nem ha registos de ides
metalicos activadores desta enzi(Réeban et al., 1982F uma selenoenzima presente

no citosol das células onde, além das funcdes ja enunciadas, reduz a fosfolipase A2
clivando os hidroperoxidos lipidicdBrown et al., 2001)

A glutationa peroxidase é uma proteina tetramérica composta por quatro
subunidadesparentemente idénticas, cada umasi@ntendo um atomo de selénio
(Torres, Farre, Lagarda & Monleon, 2003)

A glutationa peroxidase classica (GPxfoi a primeira selenoproteina a ser
identificada, e a forte relacdo linear demonstrada entre a concentracdo de selénio nos
eritrécitos e a actividade da glutationa pédase permitiu a primeira marcacao
bioquimica eficaz do estado de selé(oown 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 condicdes de baixa concentracdo de selénio.
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Juntamente com o estado de selérootros factores como o stress oxidativo
influenciam a expressao da GPgReeves & Hoffmann, 2009)

Suplementos vitaminicos, deficiéncia demro, toxicidade em metais pesados,
estado hormonal e a origem étnica séo factores que afectam a actividade desta enzima
podendo entdo concluge que a actividade da glutationa peroxidase esgeraduzida
se o slénio estiver pouco disponiv@leban et al., 1982)

Assim, 0 aumento de doencas associadas a deficiéncia eno qubéle ser
atribuido ao aumento do stress oxidativo e as alteracBes na sinalizalgio as
selenoproteinas podem ser subdivididas em grbpesados na localizacdo das SeCys
nas selenoproteing$apiero et al., 2003)

A selenocisteina no local activo da GPx é oxidada no &cido selénico
correspondente por hidroperoxidos ou peroxinitrito, que por sua vez é reduzido no
alcool correspondente. A forma reduzida da enzimaséaurada pela GSKKlotz,
Kroncke, Buchczyk & Sies, 2003)

Apdés a GPxl1, outras enzimas glutationa peroxidase foram identificadas, sendo
elas a glutationa peroxidase glicosilada do plasma {@Pa glutationaperoxidase
gastrointestinal (GR8) e a glutationa peroxidase fosfolipidicalroperoxido (GP4).
Excepto para a GP4, estas peroxidases sao tetrameros, em que cada subunidade
contem um residuo de selenocisteina. Em contraste, a4 @xm mondmero que
contem um residuo de selenocisteina e que catalisa a reducdo de hidroperoxidos de
acidos gordos e de colestef@lllan et al., 1999)A GPx1 usa a GSH para reduzir
ROS, produzindo GSSG durante o processo, que € convertido de novo a GSH pela
enzima glutationa reductase (GfReeves eal., 2009)

O papel da GRR é sobretudo de proteger o epdéintestinal do stress
oxidativo. A GPx2 apresenta uma especificidade de substratos similar aos da, GPx
incluindo peroxido de hidrogénio, tesutilhidroperdxido, hidroperéxidos comuns, sna
nao a hidroperéxido fosfatidilcolina. A expressao da-@Pxintamente com a GRK é
muito mais resistente do que a GPas @ficiéncias em selénio na didReeves et al.,

2009)

As GPx3 sédo as Unicas GPx secretadas e constituem aproximadamente 20% do
selénio encontrado no plasma, sendo que este numero pode variar, dependendo do
estado em selénio de cada individuo. A principal fonte de-35Rx plasma é o rim,
produzida pelas células do epitélio tubular proximal ecéhgasparietais da capsulad

Bowman e libertadas no sangiReeves eal., 2009)
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O papel da GRPA é a proteccdo da oxidacdo reversa dos peroxidos lipidicos,
mas esta selenoenzima também esta envolvida no metabolismo de lipidos tais como o
acido araquidonico e acido lindleico. Tal como a @Rxa GPx3, foi demonstradque
a GPX4 tem um papel importante na prot@ogontra as doengas vasculdfRseves et
al., 2009)

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

Figura51 Mecanismo de oxidacao

A principal funcdo da GPx é entdo de margentegridade da membrana das
células, incluindo a dos eritrécitos, e a prevencao dos danos peroxidativos é feita pela
interaccdo com outros factores, tais como a vitamina E, a catalase e a superoxido
dismutas€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 reducao de peréxidos lipidicos, como se

pode verificar pel figura6 (Chow et al., 1974)
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8- OXIDATION
PEROXIDE HYDROXY- OXIDIZED NAOPH
CATALYSIS OF ACIDS GLUTATHIONE
PEROXIDATION
GSH PEROXIDASE GSH REDUCTASE
VITAMIN E
POL YUNSATURATED LIPID I REDUCED
LIPIDS PEROXIDES | GLUTATHIONE ADP
W AR namNT ! T
FREE RADICAL DAMAGE SELENIUN o FuR
AMINO ACIDS
CELLULAR
FREE RADICAL
DAMAGE

Figura6 i InteraccOes entre o selénio, a miiaa E os &cidos amirgulfurosos na
inibicdo dos danos da peroxidagao dos lipidos

Portanto, e resumindo, a glutationa peroxidase tem fungbes antioxidantes por
reducdo de peroxidos, tais como g0H reduzido a HO, (Battin et al., 2009papel
também desempéado parcialmente pela catalgd@afar et al., 2003)Isto pale ser

visto nafigura seguintéKlotz et al., 2003)

2GSH GSSG

H,O, ¥ 2 H,0

Figura 71 Reducéo de D, a HO pela GPx

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

transformase em glutationa na sua forma oxidada (GSS@&yares, 2008)
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1.12.3Glutationa Redutase

A glutationa redutase (GR) € uma flavoproteina dependente da nicotinamida
adeninadinucleotideefosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da
integridade da via das pentosBe$¢set al, 1991).Esta enzima nao ageréictamente na
remocgdo de espécies radicalamgasé responsavel pela regeneracdo da glutati@na
sua forma reduzida (GSH)tilizando o potencial redutor daicotinamida addana
dinucleotideo fosfato (NADBP+ tendo comoobjectivo impedir a paragerdo ciclo
metabdlico da glutation@unioret al, 2001)(Figura8).

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

=2

Figura 8 i Interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela accao das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e
glutationa redutase (GR)
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1.12.4Catalase

A catalase(CAT) e a glutationa peroxidag&Px) sdo as enzimas com maior
peso no que toca a desintoxicacdo de peroxido de hidrogénio nas ddlbager,

1986)podena verificarse esse mecanismo na fig@r@lrapiero et al., 2003)

O = ~H02+0 —*>NADP*
Superoxide
dls_mutases_ 2 GSH
{mitochondrnial
and cytosolic )
Glutahione
peroxidase
R GSS8G
— NADPH
H,0
Oxidases ——— 2HpOp ——» 2H;0+0Op
Calalase

Figura9 i Papel da catalase e da glutationa peroxidase na remocao de peréxidos de
hidrogénio nosecidos humanos

E encontrada neangue, medula 6ssea, mucosasacao, rim e figado (Mayes
et al, 1990). A sua actividade é dependente de NADPH. A suplementacéo de catalase
exogena previne a oxidacdo da GSH mediada peld, ledm eritr&itos humanos
normas e inibe tambémas lesdes oxidativas do DNA de timo de carneiros submetidos a
sobrecarga de Ee(Aruomaet al, 1989).

A CAT esta presente em todas as células, em particular nos peroxissomas,
subestruturaselulares que utilizam o oxigénio para remoaeoxicidade a substancias
toxicas através da producéo dgol A CAT converte HO, em HO e Q.

A GPx e a CAT tém a mesma acc¢ao sobre,@,Hmas a GPx é mais eficiente
na presenca de concentracoes elevadas de &@8antca CAT tem uma accao mais

importante com concentragdes mais baixas g& ravares, 2008)
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1.12.5Superéxido Dismutase

A superoxido dismutase catalisa a dismutacdo do anido superoxigod¢O
H.0- no citosol das células e das mitocondrias, e a degradacagOda O e Q é
caalisada pela catalase e pela diotaa peroxidaséShireen, Pace, Mahboob & Khan,
2008)

A SOD constitui a maior defesa contra os radicaie@sta na primeira linha de
defesa contra o stresgidativo. Em todas as célules SOD mitocodrial € a grande
responséavel pela reducédo dg produzido, embora uma pequgrerte se difunda para
o citosol (Tavares, 2008)A adicdo desta enzima também protege o DNA de lesdes
provocadas pela sobrecarga d& aruomaet al, 1989).

Foram identificaas trés isofonas de SOD em humanestodas elas contém
ides metalicos nos seus centrosvas (cobre, zinco e mangangBpttin et al., 2009)

Esta enzima corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos na sua composicdo. Nos sistemas eucaridticos existem duas formas de
superoxido dismutase: a forma S@Bbrezinco, presente sobretudo no citosol, e a
forma SOBDmanganés localizada maioritariamente na mitocondria (&aHs1991)

A superéxido dismutase dependente dé*@uZrf* como cofactores é uma
enzima que actua na dismutacdo de radical superéxido que € constantemente formado
durante o metaboliso aerébio(Klotz et al.,, 2003)em peroxido de hidrogénio e

oxigénio, comapresentado na equacao seguidfmioret al.,2001)

i sob
20,” +2H" - . H,0, +O,

cu?*,zn?
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1.130 Selénio para la do organismo

Para la da utilizagh pelo corpo humano e para o bem da saudselénio €
usadona pesquisa de semicondutoreduninio, bismuto, e selenido de indio), na
manufactira do vidro (selenito de amoédniahemiselenido de arsénico), nos
fotocondutores nos semicondutores, em pilhastdeléctrias, em rectificadores
(selenido decadmio); em emissores de electrbes (selenido de célcio); catalsador
em digestbes de Kjeldaldpmo reagente quimico (selenato de potassio), em remédios
veterinarios para eczemas e infec¢des fungosas; egerte nos champds para 0 uso
humano (bissulfeto de selénio); na manufactura de outros compostos do selénio; como
um reagente para alcaloides (diéxido de selénio); e como um agente terapéutico

veterinario (selenato de sodiolesgto de sodio) (Fal Kizer, 1990)

1.14Biodisponibilidade em diferentes 6rgaedluidos

Os 6rgdos acumulam normalmente grandes concentracfes de selénio; os figados
da maioria das espécies contém geralmente quatro vezes mais selénio do que o musculo
esquelético e os testiculae bois, carneiros e suinos podem acumular entre dez e
dezasseis vezes a aquidade encontrada nos muscul@®mbs, 2001)

ApoOs a absorgdo, os maiores niveis de selénio estéo localizados nos eritrocitos,
figado, baco, coragd unha e esmalte de dentes. Na intoxicagdo cronica em animais o
selénio é depositado principalmente nos rins e figado, seguido pelo pancreas, baco e
pulmdes Borges, 2008)

A distribuicdo de espécies de selénio através dos diferentes o6rgaos foi
documentad e a conclusdo global que se obteve foi que as maiores concentracdes de
selénio estdo presentes na ordem:irifigadoi bacoi testiculos musculo cardiacd
pulmdes cérebroDumont et al., 2006)

Assim, a actividade enzimatica atinge um patamar linear, em divtexsdss, e

com diferentes niveide ingestdo de selénfalfthan et al., 1991)
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1.14.1 Sangue

Em 1628, apdés nove anos de cuidadosas observacgdes, William Harvey publicou
o primeiro tratado cientifico sobre a circulagdo continua do sangue. Desde aquela época
foi acumulada umgrande quantidade de informacéao sobre a fisiologia e bioquimica do
sistema circulatorio.

Ger al ment e, menos de metade do siangue ¢
eritrécitos, que estdo relacionados com o transporte de gases respiratorios, leucdcitos,
gue combatem as infeccOes, e plaguetas, que tém um papel essencial na coagulagéo
sanguinea. O resto é um liquido colorido a que se da o nome de plasma. Este plasma é
um liquido de cor palha composto por 91% de agua e 9% de compostos quimicos,
sobretudo protea.

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

O plasma reflecte a concentracdo a curto prazo, sendo que a co@centsag
eritrécitos reflecte a concentracdo a longo prazo, devido a incorporacdo de selénio
durante a sintese destas cél{ldsomson, 2004)

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

A concentracdo minima de selénio que € esperada no plasma, sob condi¢des de
expressdo maxima de GPx plasicé& de pelo menos 70 ng Se(@bmbs, 2001)Sao
conhecidos dois tipos de glutationa peroxidase do plasma: a glutationa peroxidase extra
celular (GPx3) e a selenoproteina(Burk et al., 2001)

A enzima plasmatica {@Px) também apresenta uma forma tetramérica com
subunidades idénticas e com um atomo de selénio por unidade, contudo, é uma proteina
glicosilada e é cineticaemte, estruturalmente e antigénicamentdirdés da enzima
celular (eGPx)(Torres et al., 2003)

A concentracdo em selénio no sangue é geralmente considerada uma medida

eficaz, tanto da concentragdo como de ingestédo deste corfipostoson, 2004)
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1.14.2 Cérebro

A primeira mencéo sobre o terno@rebroé encontrada nos rolos de papiros
egipcios. Actualmente, a palavra encéfalorefee A" p ar heevosd que estd s t e ma
no cr ©ni oo . £ a maior massa de tecido nerv
células nervosas. O peso médio de um encéfalo humano é degrdB®fspara um
homem e 125@ramaspara uma mulher; cresce rapidamente ap0s o quinto andale vi
e para de crescer ap0s os 20 anos, diminuindo entdo durante a velhice (Jacob, Francone
& Lossow, 1990)

O cérebro é um impome alvo dos efeitos do selén{@uran et al., 2001pois
durantea deplecéo do selénmceérebro recebe um abastecimento prioritéRiayman,

2000)

A isquemia cerebral em humanos, na maioria das vezes resultante de uma
ocluséao transitéria ou permanente da artéria cerebral média, € uma das principais causas
de vérias falhas neuroldgicas e de m{htesari et al., 2004)

O cérebro é vulneravel aos danos oxidativos devido ao elevado consumo de
oxigénio, a presenca de elevados niveis de &cidos gordos poliinsatuadesuseza
nao regenerativa dosum®nios(Zafar et al., 2003)

De entre os mecanismos propostos para a toxicidade do selénio alguns estudos
sugerem que ele possa exercer uma apg@&oxidante pois altas concerdacdes podem
oxidar grupos sulfidrila enddégenos e aumentar a formacdo de radicais MWvres.
concentracdo de selénio cerebral ndo € elevada mas este 6rgdo é o Unico que mantém

um suplemento adequado easo de deficiéncia do elemeri@hisleni 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 diafragmatitste 6rgdo destréi eritrocitos
velhos e desgastados, removendo bactérias e corpos estranhos do sangue. Funciona na
desntoxicacdo através da troca de residuos nitrogenados e amonia, em ureia, que é
menos toxica. Os sistemas de enzimas do figado desactivam drogas e desintoxicam
varias substancias quimicas provenientes do meio ambiente, tais como insecticidas,
corantes e igredientes alimentares. As transformacdes quimicas incluem a oxidacao
(mecanismo principal), a reducéo, a hidrolise e a conjugacgao.

As influéncias do figado na nutricdo incluem o armazenamento de glicogénios
de vitaminas A, D, E, K e B12, e certas outri@minas hidrosoluveis, e o0 metabolismo
de glicidos, lipidos e proteind%acob, Francone & Lossow, 1990)

O figado € um dos principais alvos da toxicidade e/ou do stress oxi(fEtiram
et al., 2001)

No figado dos ratos ha actividade de duas glutationas peroxidase: uma delas é a
selenoenzima (S&Px), que € quase indetectavel @nimais deficientes em selénio, e a
outra é a glutationa perimase ndo dependente de selénio, que é devidgumas

glutationaS-transferase@urk, Lane, Lawrence & Gregory, 1981)
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1.14.4 Musculo

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

Estudos recentes mostraram o importante papel do ceknie algumas
selenoproteinas na fisiologia dos musculos e as sualicagies nas doencas
muscularegRederstorff, Krol & Lescure, 2006)

Em animais ruminantes, deficiéncias em selénio causam doengas no musculo
branco, uma condi¢do caracterizada pagdieza muscular e degeneracdo do musculo
esquelético e cardiaco. Uma miopatia similar a doenca do musculo branco foi descrita
em humaos com deficiéncias em selérflauretani, Semba, Bandinelli, Ray, Guralnik
& Ferrucci, 2007)

A distrofia muscular nutricional (DMN) ou doenca do musculo branco é uma
doencamiodegenerdva hiperaguda, aguda ou subaguda dos musculos cardiaco e/ou
esqueléticos causadalpearéncia de vitamina Ede selénio. A doenca é caracterizada
por necrose segmentar caalcificacdo de segmentos necroticos das fibras musculares.
A doenca ocorre emnanais mantidos em pastos cujos solos sdo pobres em Se e
vitamina E ou que recebem ragdtdeficientes nesses elemerfasorim et al, 2005).

Uma baixa actividade da glutationa peroxidase é indicadi#ouma baixa
concentracdo em selénio nas células, g@e& por sua vez associado conredo
musculares e fraquezéRederstorff et al., 2006)

Nas células musculares, 8385% daactividade da SOD é citoséli¢davares,

2008)
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1.14.5 Testiculos

Os testiculos sdo pequenas glandulas ovp@sespondentes aosasios nas
fémeas, suspensas na regido inguinal pelo funiculo espermatico, dadas e
suportadas pelo escratiacob, Francone & Lossow, 1990)

Vérias investigacoe®m mostrado que o selénio esta envolvido em processos do
sistema reprodutivo masculiiBehne, 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 deseewmbvimormal dos
espermatozoides(Naziroglu, 2003)assim como pa a biosintese da testosterona
(Rayman, 2002)

A ingestéo insuficiente de selénio afeetanorfologia testicular, resultando na
interrupcdo daspermatogénesksto afecta severamente a concentracdo, a motilidade e
a morfologia do esperméNaziroglu,2003)o que diminui as hipétesale fertilizacéo
(Rayman, 2002)

Quando ha deficiéncia de Se, hdma menor sintese d&Px e, como
consequéncijaa gametogénese do macho fica comprometida, e permeatozoids
apresentarse comcauda quebrada, deforma&sdde cabeca, deformacbes daapec
intermediaria, ou até ruptura estrutural e presenca de muitos espermatozéides mortos
(necrozooespermia). Apresentam, tambénxebesisténcia ao teste de resisténgige(
medea longevidade do sémga baixa eficién@ nas taxas de concepgddma et al,

2007).
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1.14.6 Rim

Os rins sé@o orgaos com o formato de feijoes, situados atras do peritonio parietal,
contra 0os musculos da parede abdominal posterior, um pouca da linha da cintura.

E neste 6rgdo que a urina ¢ formada. Esta elaboracdo ¢ feita primariamente em dois
estagios: o estagio glomerular (formacéo da urina primitiva) e o estagio tubular, com os
processos sucessivos ou simultdneos de reabsorcédo (d#blartpara o sangue) e
secrecadgdo sangue para a luz tubulé@¥acob, Francone & Lossow, 1990)

O prétratamento intravenoso com selenito de sodio inibe 0 aumento dos niveis
de creatinina no plasma, o que por sua vez reduz as lesbes morfolégicasda®voca
pela cisplatina nos rins de ratos e murganhos (Baldew et al.,. 1989)

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

na libertacao de catinina (Camargo et al., 2001)

1.14.7 Urina e Fezes

A urina € composta por 96% de agua, na qual sais, toxinas, pigmentos, hormonas
e produtos de decomposicdo do metisbab proteico estdo dissolvido§acob,
Francone & Lossow, 1990)

A excrecdo doelénio € feita primariamente pela urina e pelas fezes, sendo que
em geral o selénio fecal égoe nao foi absorvido na digf2aniels, 198).

As principais vias de excrecao delénio sdo a urina e as fe{8sigel et al.,

2008)

Embora a excrecdo do elemento sejapproional ao estado de selénio, a
excrecdo é também sensivel a mudancas a curto prazgestdo deste elemer(@urk
etal., 1972)

O mecanismo que regula a producdo de metabolitos excretdrios ainda ndo foi
elucidado, mas a excre¢cdo mostrou ser respehs@manutencdo da homeostase
selénio no animal(Burk et al., 1972) Os metabolitos excretdrios aparecem
primariamente na urina, mas quando elevadas quantidade de selénio sdo excretadas, a

respiracao talwem contem metabolitos volatédcConnel and Pdman, 1952)
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Em doses normais, a urina € a via de excrecdo mmpsriante e regula a
homeostaséDaniels, 1996)Em geral, 50° 70% doselénioingerido € excretado pela
urina(Daniels, 1996atraves dos rins, nas fezes através do tracto gastrointestinat e no
expiradoatravés dos pulmég®umont et al., 2006)O sistema renal tem um papel
importante na adaptacdo do organismo a baixas ingestdes de selénio, reduzindo a
excrecdo. A excrecdo de selénio através da respiragdo apenas acontece quando a

ingestao é extremamente elevgdamont et al., 2006)

1.14.8 Coracao

O coracao € uma camara oca com quatro cavidades, um érgdo muscular entre os
pulmdes, conhecido como sendo uma bomba muscular que propulsa oateangisedo
sistema circulatéri¢Jacob, Francone & Lossow, 1990)

Teoricamente, o0 seléndeve ser um agente protector contra doencas do sistema
cardiovascular. Isto acontece devido a capacidade da GPx de combraidifieacao
oxidativa dos lipidos e diminuir a agregacao plaquetariA GPx4 reduz os
hidroperoxidos dos fosfoligios e os éste 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 probteci(vasodilatadora), favorecendo a
formacdo do tromboxanovdsoconstritore agregante plaquetario), num balanco

desfavoravel para pacientes coronariopg@asmentcet al, 1989.
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2. OBJECTIVOS

Neste trabalho foi feito um estudo da biodispdidade 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 as suplementos dgeléniq utilizando para isso selemto,e com@rar asua
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 bidopicos e a capacidade antioxidante. Além disto, foi
também determinada a quantidade de selénio, para cada grupo, em diferentes 6rgaos.

Tirar-sedo assim conclusdes que nos permitirdo saber se o cogumelo sera uma

fonte mais eficaz dselénio que as formasorganias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

A vasta maioria das pesquisas nutrieisn relacionadas com o selénio é
realizada em ratos e murganhos, sendo usados em geral selenitoaseteraridos
purificados ou outros compostale selénio com baixo peso molecyldawkes et al.,
2003)

Assim, rara realizar @s trabalho, foram utilizados 24 ratos machos Wistar, da
espécieRattus norvergicuffigura 10).

Estes 80 animais nocturnos, muito sociaveis, curiosos, facilmente adaptaveis e

pouco agressivos.

Figura DT RatoWistarutilizado nesta dividade

Adultos, pesam entre 250 e 500 gramas, tendo uma frequéncia respiratéria de 70
i 115/min e cardiaca de 240450/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 colocadoem adaptacdo ao biotério durante uma semana,
sendo posteriormente divididos em grupos dat@spor 3 gaiolasAs gaiolas utilizadas

séo de policarbonato, usando cama de aparas duras de madeiral{jigura

35
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Figuralli 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 Hsias. mudancas
foram feitas com o0 maximo de siléncio possivel e com a menor brusquidado possivel de

forma a minimizao stress dos animais.

[ 36 [
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3.2Comida

Cada grupo foi alimentado com um tipo de comida diferente. O grupo de
controlo (intitulado grupo C) com racao base (taBgl@ grupo que ingeriu o cogumelo
(intitulado grupo A deAgaricu9 e o grupo quéngeriu o selenato (intitulado grupg S

de selenatp

Tabela31 Composicdada comida base

Férmula o/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 Célcio 11,0
Mix de vitaminas (40060) 10,0

Para obter a comida para os outros dois grupos, adicBmna@uesta base o
cogumelo em questdo e o selenato, nas quantidades relativas ao consumo diario

recomendado.

3.2.1Grupo C

Para a preparacdo da comida para o g@dgrupo de controlo), reduzge a
comida base, previamente seca em estufa a 40°C durante 48h, a po, sendo feitos
posteriormente ogelletsno tamanho adequado aos animais. N&o foi adicionado nada a

esta racado visto ser pobre em selénio, o objectivoggrapo de controlo.
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3.2.2Grupo A

Para a preparacdo da comida para este grupo, que é 0 grupo que ingeriu o
cogumelo, o primeiro passo foi, como paso anterior, secar a racdo bagesstufa e
reduzila a p6. Estando reduzida a po, adicioseuetdo a quantidade de cogumelo
necessaridiofilizado e também reduzido a p6, homogeneizando a mistura.

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

Pretendese que o0s animais tenham um consumo que, correspondasite a
humanos, seja de 1Q@ Se/70 kg/dia, ou seja, 1,48 Se/kg/dia.

Tendo os ratos um peso médio de gP6erdo entdo 0,329 Se/0,2 kg/dia.

Visto que este tipo de animais come em média 10% do peso do seu corpo, prevé
se que comam 2@ por dia. Portanto, Becessario que os 0,29 de selénio estejam
presentes em 20 g de comida, ou seja, 0,Q¥§ (14,5ug/kg). Sabendo que seréo
preparados 6,7 kg de racao;mi#s entdao 95,[dg/6,7 kg.

Sabese que os cogumelos utilizados para esta actividade tém umanttagée
em selénio de 0,873 mg/kg, ou seja, fghg. Sabendo entdo que sdo necessarios 95,7
Hg de seléniog calculo efectuse da seguinte forma:

wlk pnmnmn

p TG
yxo
Calculada a quantidade necessaria de cogumelo a adiciovagdeuse entdo a

devida homogeneizacdo do cogumelo na racdo base e presed@dabricacdo dos

pelletsdo tamanho adequado e pretendido.
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3.2.3Grupo S

O primeiro passo da preparacdo desta racdo € também ele a moagem apdés
secura. Feito isso, para adicionasalenato, preparese uma solucdo adequapara
gue o selénio pretendido fosse adicionatisto o0 selenato ser um sal, a estratégia
utilizada para adicionar este a ragédo base foi a preparacdo de uma solugdo agquosa com
as quantidades pretendidas.

A quantdade de solucéo a preparar foi determinada da seguinte forma:

Pretendese que os animais tenham um consumo que, correspondente aos
humanos, seja de 1Q@ Se/70 kg/dia, ou seja, 1,48 Se/kg/dia.

Tendo os ratos um peso médio de gPBerdo entdo 0,39 Se/0,2 kg/dia.

Visto que este tipo de animais come em média 10% do peso do seu corpo, prevé
se que comam 2@ por dia. Portanto, é necessario que os Q8e selénio estejam
presentes em 20 g de comida, ou seja, 0,Q¥§ (14,5ug/kg). Sabendo que seréo
preparados 6,7 kg de racao;mi#s entdao 95,[dg/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|8pde selénio, o calculo é simples:

o ofmw iy
X o

De forma a ndo humedecer demasiado a racdo com esta solucao, prepararam

T TR GCO ANl ADT

apenas 350 ml de solucéo, pelo que, foi feita uma solugéo de 130 mg/L, posteriormente
diluida 100 vezes para obter a concentracdo correcta a adicionar a ragéo (1,3 mg/L).
Prepaada a solucdo, e estando a racdo base devidamente reduzida a p6; procede

se a homogeneizacao e posterior preparacapeliess
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3.3 Protocolo Experimental

Sé&o entédo criados 3 grupo de 8 animais (grupo A, grupo C e grupo S), cada
grupo com aa racdo especifica. Os animais sdo alimentados durante 30 dias, periodo
durante o qual sdo também colocados em gaiolas metabolicas (fRyuprocesso que

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

Figural2i Gaiola metabdtia

Os animais sdo pesal@emanalmente, o que permite acompanhar o seu
crescimento e possiveis anomalias associadas a este.

Passados os 30 dias, os animais sdo eutanasiados por deslocamento cervical
seguido de decapitacdo. E entdo recolhido sangua,amalise de coagulo e de plasma,
mas também séo recolhidos os 0gyde cada rato: testiculos, rins, figado, coracéo e
cérebro, sendo também retirado musculo. Posto isto, € tudo congelado com azoto
liguido e armazenado &20°C para posterior analise delénio e de actividades

enzimaticas.

[ a0 L
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Para a determinacado de selénio, foram usados o0s seguintes 6rgaos:

Figado;
Rim;
Testiculo;
Cérebro;
Musculo;
Coracéo;
Plasma,;
Coagulo;

Urina;

= =4 =4 =4 =4 4 4 4 4 =

Fezes.

Para a realizacdo de extractos enzimaticos e posterior awci@isactividades

enziméaticas, foram usados os seguintes 6rgaos:

Figado;
Rim:

Testiculo;

= =/ =4 =4

Mdusculo.

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

3.3.1Determinacdo de Selénio

Para determinar a quantidade de selénio de cada amostra gdipométodo da

digestdo com &cidoitnico e peroxid de hidrogénip com algumas alteragbes, por

fluorimetria apds reaccamm 2,3diaminonaftaleno (DAN}{Reaner & Veillon, 1983)

N o g M w

9.

Os passos a seguir sdo 0s seguintes:

Pesar a amostra que se pretende analisar, hum tubo de @rdaol e 2
gramas)

Adicionar 1 ml de HN@ 65% e 0,5 ml de D, 30% a cada amostra e
homogeneizar com a ajuda do vortex;

Tapar com bolas de vidro (berlindes);

Deixar digerir durante 24h a t@eratura ambiente;

Aquecer as amostras a 50°C durante uma hora;

Aquecer as amostras a 100°C durante uma hora;

Aquecer as amostras a 155°C até a solugcdo dos tubos estar limpida e
transparente;

Retirar as bolas de vidro e deixar secar os tubos, a 1659%@ fase de
aguecimento é realizada com sistema de digestdo RaypaiMNBfigural3));

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 S¥I a Se V);

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 vigorosamentpara pemitir a separacao;

15. Analisar a fase organica fluorometricamentem o espectraibrimetro Jasco

FPi 777 (figurald), com um comprimento de onda de excitacdo de 375 nm e

de emissao de 525 nm.

Nota: estes passos também sdo aplicados a solucbes de cagi@emonhecida,

de forma a permitir o tracar dena recta padrao (figura 15)
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Figura B e 1471 Sistema de digestdRaypa MMBi 40 e Espectrofluorimetrdasco FR
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Figural51 Exemplo de recta padréo utilizada na determinacgéo 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 superéxido dismutase e da catalase, dese dazer
homogeneizacdo dos tecidos em questdo. Este prosessotambém para avaliar a

guantidade de proteina destes 6rgdos e determinar a glutationa reduzida.

3.3.2.1Homogeneizacao

1. O tecido a homogeneizar é pesado e colocado em tampao fpdfaR0,

100 mM e EDTA 1mM, pH=7,4) na propor¢cdao de 10 % (p/v), com
excepcao do musculo, que é preparado na proporcao de 20 % (p/V);

2. Procedese a devida homogeneizacdo utilizando o potter e o respectivo
trituradorEurostar poweb IKA ® - werke(figura 16), a uma velocidade de
cerca de 300 rpm;

3. Transfeir o material homogneizado para tubos de centrifuga e lewva
ultra-sons Sonics VibraCeffigura 17) (15 secOn; 15 sec. Off; Amp. 75%;

1 min.);

4. Centrifuga a 10000g durante 10 minutos numa démga Sigma 2L6K
(figura18);

5. Aspirar cuidadosamente a gordura acundaladurante a centrifugacéo e
transferir o sobrenadante para tubos de ultra centrifuga;

6. Centrifuga a 40000 rpm durante 30 minutasuma ultracentrifuga
Beckman L575B Ultracentrifugefigura 19);

7. Dividir o material pr véarias aliqguotas e congelaom azoto liquido,
guardandese entdo o material-20°C.

Nota Todos o0s passos sao realizados em gelo-42Ca
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Figuras 5 e 17 1 HomogeneizadorEurostar poweb IKA e ultrasons Sonics
VibraCell

Figuras 18 e 19 i Centrifuga Sigma 216K e Ultracentrifuga Beckman L575B
Ultracentrifuge
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3.3.3 Quantificacdo da Proteina

Para quantificar a proteina presente em cada extracto enzimatico tgéizou
método de BradfordEste método é o preferido na maioria dos laboratérios para a
quantifcacédo de proteinas. E uma técnica simples, rapida e sensivel que consiste na
ligacdo do corante @massie Blue G250 as proteilfigsuger, 1994)

E baseado no factde o Coomassie Blue G250 existir sob duas formas, a
vermelha e a azul. A forma vermelha é convertida na forma azul apés a ligacdo do
corante a proteina. O complexo proteina@orante tem um elevado coeficiente de
extingdo conduzindo assim a uma elevadssibdidade na quantificacdo dmoteina
(Bradford, 1976)

Assim, a quantidade de proteina pode ser determinada pela determinacdo da
quantidadeale corante azul na forma ionifi&ruger, 1994)

Esta determinacdo €& feita espedtofetricamente, utlizando o
espectrofotometro Spectronic Genesys 2PC (fi@®aa 595 nm, tracandese para tal
uma recta padragigura 21), que ira servir de base para a determinacdo da proteina de

cada amostra.

Figura20i Espectrofotomer&pectonic Genesys 2PC

46
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Figura21li Recta padrao para método de Bradford

Assim, tracase a recta padrao de acordo com o apresentado na4abela

Tabelad i Padrdes para tragar recta padréo

Padrio Concentragaq BSA 0,01%| H,O Reagente Eadford

(Hg) (kL) (kL) (kL)
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 é feita com 0 mesmo comprimento

de onda, deitando na cuvete os volumes seguintes

1 800uL de reagente de Bradford;

1 20pL de amostra,
1 180pL de &gua.

Nota Na maioria dos casos serda 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 dilugld0 vezes, as de rim 30 vezes, as de testiculo 20

vezes e as de musculo 50 vezes.
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3.3.4 Avaliacao das Actividades Enziméaticas

3.3.41 Avaliagao da Actividade da Catalase
A determinacdo da actividade da catalase é realizada através do método
polarografco, que se baseia na determinacdo da velocidade inicial da producdo de
oxigénio, pela decomposicdo do pedaxde hidrogénio pela catala@eel Rio et al.,
1977)

Equacdo 12H,0, 1.%%% 2H,0+0,

A actividade da catalase € quantificada utilizandoeléotrodo de oxigénio tipo

Clark (figura22), sendoo primeiro passo € a calibracao deste.

water jacket

sample

locking ring
magnetic flea
+(0.0V)

Oring
silver anode

-{0.8V)
teflon membrane

saturated KCI

platinum cathode and tissue

magnetic stirrer

[ ]

Figura22i Eléctrodo tipo Clark utilizado para a avaliagdo da actividade da catalase
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3.3.41.1 Calibrag&o do Eléctrodo de Oxigénio

1. Coloca aguadestilada a agitar durante alguns minutos (de forma a
saturala);
Por o peltiera 20,1°C, temperatura utilizada para a calibragao;

3. Coloca 1 ml da agua devidamente saturadeeléctroddfigura 23);
Deixar estabilizar uns minutos, com os agitadorEs eléctrodo em
funcionamento;

5. Lanca a calibracdo e espergue seja pedido que se faca o zero de
oxigénio;

6. Estabeleceo zero de oxigénio colocando no eléctrodo ditionito de sédio;

7. Atingido o zero de oxigénio, o eléctrodo esta entdo calibrpaksa a
temperatura dopeltier para 25°C, temperatura utilizada para as

determinac¢des enziméticas da catalase.

Figura23i Eléctrodo de oxigénio
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3.3.41.2 Avaliacdo da Actividade da Catalag€AT)

1. Adicionar ao eléctrodo, devidamente lavadmtagua destilada, 978
de tampaotémpao fosfato KKWPO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00
previamente desgaseificado com azoto);
2. Adicionar 10 uL de amostra, devidamente diluida consoante a amostra
em questao;
Ligar a agitacao e deatincubar dois minus;
Iniciar o registo durante 30 segundos:

Adicionar 15 L de peréxido de hidrogénio;

o ok~ w

Regisara evolucao da actividade enzimatica.

3.3.42 Avaliacao da Actividade da Superéxido Dismutg§&OD)

Para a determinagéo da actividade desta enzifregéentemente utilizado
um meétodo indirecto, usando o NBNi{ro Blue Tetrazoliury) pela conveniéncia e
facilidade de utilizacdo. Este método é baseado na reducdo do NBT por reaccdo com
oxigénio, produzindo um corante azgh{x= 560 nm), que € pouco skl em agua. O
sistema xantind xantina oxidase produz,Ogue por sua vez reduz NBT (ou WY
para o seu respectivo corante akaate(figura 24) (Zhou & Prognon, 2006)

O substrato da SOD,Q é gerado pela reaccdo que promaveansformacao da
hipoxantina enxantinaque, por sua vez se converte anido Urico sendo utilizado
como catalisador a xana oxidasgPaya, 1992)Uma widade (U) da SOD total e da
SOD CuZn é definida como a quantidade de enzima requerida paraaimd®éo de
autooxidacado em 50%Jihen el, Imed, Fatima & Abdelhamid, 2009)
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Xanthine

0 20 MNBT or WST-1 formazan

XKanthing Joxidase
NBT or WST-1
1{}:'- ()_':' |[_f.]_l
S0OD

H,0;

Uric acid

Figura24i Principio da determindp da actividade da SOD pelo ensaio do NBT (e
WST-1)

1. Liga o espectrofotometr&spectronic Genesys 2PC (figu20) e o
comput ador sel eanéttcadbnandm @aomprkme fit o
de 560 nm;

2. Numa cuved de plastico de 1 ml, deit®10 pL de tampao fampao

fosfato KHbPO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00

Adicionar 50 uL de amostra;

Adiciona 10 uL de NBT;

Adicionar 10 uL de hipoxantina;

o 0 A~ W

Agitar a célula para hoogeneizar e deixatermostatiar durante 2

minutos;

N

Adicionar 20 L de xantina oxidase e agitmovamente a célula;

8. Regista a cinética durante 3 minutos.
Nota Para esta avaliacdo é necessaria a realizacdo de um ensaio

fibranca , ou seja, nN«o se deita amostra

por tampao fosfato.
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3.3.43 Quantificacdo da Glutationa Reduzida (GSH)

O contetudo da GSH €& determinado pelo método de Jalaaiaboradores
(1974), em que a amostra do ensaio contém extractmgtico, DTNB e tampao
fosfato(Ansari et al., 2004)

Formase assim um produto com cor, resultante da reac¢do da GSH com o
DTNB, medindo a sua absorvancia a 412, riBaydam et al., 1997)tilizando o
espectrofotobmetro Spectronic Genesys 2PC.

Para tal, deve em primeiro lugar tragar uma recta padra@digura 25), de

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

amostras.
Tabela51 Padrbes para tracar recta padrao
~ | Concentracd¢ GSH 1 mM| DTNB 50 mM Tampao*
Padréo
(mM) (kL) (HL) (HL)
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

*- tampdo fosfato KHPO, 50 mM e EDTA 1mM e pH 7,00

15
y =10,69143x + 0,00176
1 2=
[%2]
<
0,5
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Conc. (mM)

Figura257 Exemplo de recta padréo para determinacdo de GSH

Tracada a recta padréo, lésm as amostras, com 0 mesmo comprimento de onda,
deitando nauvete os seguintes volumes:

1 2850puL de tampéo;

1 100pL de amostra;

1 50pL de DTNB

52
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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 pudestanrelacionadas com esse
mesmo crescimento.

O grafico da figura26 mostra o crescimento médio de cada grupo, em

percentagem, sabendo que no dia O (dia em que os animais iniciaram o estudo) o0 peso
teria o seu correspondente de 100%.

Crescimento dos Ratos

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

Figura26i Curvas de crescimento de cada grugmlongo dos 30 dias da experiéncia

Analisando o gréafico obtido, verifiecse que o grupo que consumiu o0 cogumelo
apresentou um maior crescimento, tendo esse crescimento sido menos importante no
grupo que teve como dieta a ragdo 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 Determinacdo do Selénio nas Racdes Utilizadas

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

animais, apresentando estesultados na figura?.

Comidas
0.015+
]
o 00104
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D
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Figura271 Quantidade de selénio na racdo consumida por cada grupo, apresentando a
racdo do grupo de controlo uma concentracdo média em selénio de 0,08&kmde

comida, a racdo enriquecida contagumelo uma concentracdo média0j@l20 mg

Se/kg de comida e a racao enriquecida com selenato uma concentragcdo média de 0,0110

mg Se/kg.

Os resultados obtidos mostram uma diferenca estatisticamente significativa entre
a racdo ingerida pelo grupo dentrolo em relacdo as racbes dos outros dois grupos,
tanto da racdo enriquecida com o cogumAlgaricus bisporos como da ragcao
enriquecida com o selénio inorganico. Se a comparacao for feita entre as duas racdes

enriguecidas com selénio, a diferenca agreda ndo é estatisticamente significativa.
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4.3 Quantidade Média Diaria Consumida por cada o

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
demonsrado na figur&8.

Comida Consumida
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Figura 281 Consumo diario de comida, em gramas, por animal, de cada. gkgapo
diferencas verificadas ndo sao estatisticamente significativas, apresentando um valor
médio de 18,92g/dia para o grupo de cdotrd8,73g/dia para o grupo Agaricus e
18,22g/dia para o grupo selenato.

Estes dados mostranos um consumo meédio constante e semelhante para
ambos 0s grupos, ou seja, perto de 19 g,esde consumo aproximadamer@éoldo
peso do animal, por diagmo se esperava.

Com um pequeno célculo, sabendo desde ja a quantidade de selénio nas comidas
e 0 consumo diario por cada grupo, pode agora detersgnarquantidade média de

selénio que os animais consumiram por dia. Esses dadwms agsesentados natira
29.
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Consumo Selénio

0.254
020_ EEEEEEEE
CB pEEEEEES
© 0.154
) ool
n
g 0.107 oo
0.05- ......-.-...-.-.
0.00 : S .
2 % o
&,\o\ {\c}) é@\
> N
c® S f

Figura291 Consumo diario médio de selénio (Controlo: 0,1254 ug Se/dia; Agaricus:
0,2248 g Sel/dia; Selenato: 0,2004 pg Se/dia)

4 4 Urina Produzida

Além do consumo médio diario de comidapraducado diaria (médjade urina
foi também elaontrolada, colocando para isso 0s animais em gaiolas metabdlicas, por

periodos nunca superiores a 24h, de forma a néo induzir stress aos animais em estudo.

Producéo Urina
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Figura301 Producdo média diaria deing, por animal, para cada grupo. Os valores
médios de producéo 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, nao traz
alteracdes significativas a excrecdo de urim@io sendo os valores obtidos
estatisticamente significativo®lo entanto, verificase queo grupo do selenato teve
excrec¢des urindrias em média superiores aos outros dois grupos emtestmestes

uma excrecao urinaria semelhante entre eles.

45 Producdo de Fezes

A producdo de fezes também foi controlada gracas as mesmas gaiolas
metabdicas, pois estas permitem recolher urina e fezes sesm sstmisturarem. A

figura31 mostra a producdo (média) diaria de fezes de cada animal de cada grupo.

Producéao Fezes
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Figura 3 7 Producdo média diaria de fezes, por animal, para caga, gendo que 0s
resultados obtidos ndo s&statisticamente significativos, tendo o grupo de controlo
uma producdo média diaria de 3,26g/animal, o grupo Agaricus de 4,24g/animal,
enquanta grupo do selenato teve uma producdo média diaria de 3,77glanimal

Como acontece com a urina, estes resultados ndo permitem tirar uma conclusao
sobre a ligacédo da dieta com a producao de fezes, isto é, o0 consumo de selénio, seja ele
organico ou inorganico, ndo tem uma influéncia que se considere significativa na
producdo de fezesPorém, ao contrario do que acontece com a urina, em relacdo as
fezes as maiores excre¢cdes ndo couberam ao grupo que consumiu selénio inorganico,

mas sim ao grupo que consumiu selénio organico.

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

4.6 Massa dos Orgdos Removidos

Apés serem edanasiados, 0s Orgdos removidos de cada animal foram
devidamente pesadoda tabela6 estdo os pesos médios de alguns érgdos analisados

em cada ratdzstes valores estdo organizados para cada 6rgao e paraugama gr

Tabela6 Peso médio (g) dos 6rgdos dada grupo

Grupo
. Grupo A Grupo C Grupo S
Orgéao
Coracao 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 variacdes de massa dos orgaos removidos, embora néo
sejam variacbes sempre ligadas ao mesmo grupo. Para além disto, dentro do mesmo
orgao, as variacoes ndo sao suficientemente significativas para serem associadas ao tipo
de dieta consumida.

Nas figuras32, 33, 34 e 35estéo registados estes dados, dedta geaficamente.
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4.6.1 Massa do Coracao

Massa Coracao

gramas

Figura 32 i Massa dos coracdes de cada grg@ontrola 0,91g Agaricus 0,939
Selenato 0,869

Com estes resultados, chegga 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, nao ira ter uma infla@& no crecimento deste 6rgao, embora
se verifigue uma diferenca de + 0,07g no grupo Agaricus em relagdo ao grupo selenato.
A diferenca é menos importante quando comparados os grupos de controlo e Agaricus,
diferenca esta de + 0,029 para o grupo de animais quiliRgecao enriquecida com o

cogumelo.
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4.6.2 Massa do Rim

Massa Rim
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Figura33i Massade um rim(Controla 1,18g; Agaricus 1,18 g; Selenata 1,119)

Analisando estes resultados, verifgmque o selénio ndo tem uma contribuicao
gue se possa considerar relevante no crescimento dos rins, ndo podendo nesia situaca
ser considerado um facto preponderante na formacao dbkigsresentecasq 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 dolesticulo

Massa Testiculos

2.0~
—_—
& &
& ®
v =2)
Figura 317 Massamédiados testiculogControla 1,52 g; Agaricus 1,35g; Selenato

1,379).

Embora nesta situacao o grupo de controlo apresente um valor médio superior ao
de ambos os grupos em estudo, ndo € suficiente para considerar que o selénio diminui o
crescimento dos testiculos. A falta de significancia estatistica destes valores rif® perm

chegar a essa conclus@ote-se no entanto a proximidade dos valores obtidos para os
grupos que consumiram selénio.
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4.6.4 Massa do Cérebro

Massa Cérebros

Figura351 Massamédiados cérebrogControla 1,44 g; Agaricus 1,66 g; Selenato
1,549).

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

massa cerebral, pois 0s valores obtidos ndo sao estatisticamente significativos.
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4.7 QuantidadeProteina em todos os Orgdes Andlise

A guantidade de proteina em cada 6Orgdo removido foi determinada, de
forma a verificar se o selénio interfere na concentracdo de proteina presente. Os
resultados obtidos apresentam na figura36, estando os resultados em miligramas

(mg) de poteina por grama (g) de érgdo em questao.

Proteina
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Figura 36 i Quantificacdo da proteina no figad@ontrolo: 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: 11399 mg/g no testiculo (Controlo75,86 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/qg)

O grupo que apresenta niveis mais elevados de proteina no figado é o Agaricus,
ou seja, 0 que consumiu 0 cogumelo, sendo 0 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 consumi selenato o que apresenta 0s niveis mais elevédos. testiculo, verifica
se gue os 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 gque apesenta niveis mais baixo. O musculo do grupo de controlo é o que apresenta
maiores quantidades de proteina, sendo o grupo do selenato o que apresenta 0s niveis

menaores.
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Comparando os 6rgaos entre elesijfica-se gracas a figura anterior que o 6rgéo

maisrico 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 alteracdes, estas ndo podem ser associadas a dieta.

4 8 Actividade da Catalase em todos os Orgdos em Estudo

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

os valores médios para cada grupo e para cagio da figurad7. Os resultados séao

apresentados epmolH,O,/min./mg {umol de perdxido de hidrogénio por minuto e por

miligrama de érgdo em questao).

100+

804

60+

pmolH,O,/min./mg

e

CAT

E3 Controle
E=3 Agaricus
E3 Selenato

Figura371 Actividade da @T no figado (Controlo: 65,49; Agaricus: 58,63; Setena

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 musculo (Controlo: 3,85;
Agaricus: 5,29; Selenato: 4,81)

Universidade de Tras os Montes e Alto Douro



Biodisponibilidade do Selénio em CogumeioAvaliagdo nas Propriedades Antioxidantes

O figado apresenta elevados niveis de actividade degtma no grupo do
selenato, sendo inclusivamente o grupo que apresenta uma maior actividade. Neste
orgao, o grupo Agaricus é o que apresenta uma menor actividade enzimatica. No rim, os
niveis de actividade sdo muito proximos entre os trés grupos estubladestanto, o
grupo de controlo apresenta niveis ligeiramente superiores aos outros dois, enquanto o
do selenato é o que apresenta 0s niveis mais baixos. No que toca ao testiculo, o grupo de
animais que consumiu a racao enriquecida com selénio inorgépriesenta niveis de
actividade de catalase relativamente superiores aos outros dois grupos em estudo, sendo
0s niveis de actividade enzimatica mais baixos no testiculo dos animais que
consumiram ragao enriquecida cégaricus bisporos

Os niveis de actidade desta enzima, no musculo, sdo mais elevados no grupo
gue teve o cogumelo na sua racéo, 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 aetivida
da catalaseseguido pelo rim, enquanto testiculo e o musculo apresentam uma
actividade significativamente inferiar estes doisrgdos.O figado apresenta valores de
actividade de catalase até 20 vezes superior ao caso dasldéssé do musculo,
chegando a ser quase 2,5 vezes superior a registada no rim.

Estas diferencas verificadas, tanto entre os grupo® @ntre os 6rgaos, nao
podem ser associadas ao consumo de selénio, isto €, dado que os resultados obtidos nao
sdo estatigtamente significativos, ndo se pode afirmar que o responsavel por estas
diferencas de actividade da catalase seja o selénio.
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49 Actividade da Superdxido Dismutase em todos os Orgdos em Estudo

A actividade da superoxido dismutase foi também determinada, para cada grupo

e para cada 6rgdo, estando os resultadasiosbna figura38. Os resultados estdo

apresentados em Z/mg (unidade de actividade por miligrama de 6érgdo em questao).
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Figura381 Actividadeda SODno figado (Controlo: 0,27 Z/mg; Agaricus: 0,24 Z/mg;
Selenato: 0,35 Z/mg), namm (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, verificase que ogrupo selenato apresenta niveis mais elevados de

actividade de superéxido dismutase, enquanto o Agaricus € 0 gque apresenta niveis mais

baixos.

O grupo de controlo do rim é o que apresenta uma maior actividade de

superoéxido dismutase, sendo novamente paue consumiu selénio organico o que

apresenta niveis mais baixos de actividade desta enzima. No caso do testiculo, uma vez

mais, 0 grupo que consumiu 0 cogumelo é o que apresenta niveis mais baixo de

actividade, e como no caso do rim, aquele que apgeessnniveis mais elevados € o

grupo de controlo. Finalmente no musculo, uma vez mais 0 grupo que apresenta 0s

niveis mais baixos é o grupo dagaricus bisporossendo 0s niveis mais elevados,

como sucedido no figado, a cargo do grupo que consumiu selenato
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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 o que tem menos, ao passo que, o musculo 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 dsedéna falta dele.

4.10 Concentracdo da Glutationa Reduzida em todos os Orgdos em Estudo

A figura 39 resume a concentracdo de GSH em cadaogrg de cada grupo,

estando os resultados apresentados em mM/g (milimolar por grama de 6rgéo).
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Figura39 i 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 wgMAgaricus: 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/g)
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No figado, o grupo de controlo apresenta concedgagnais elevadas em
glutationa reduzida que os grigque consumiram selénio. O grupo que apresenta
concentracfes mais baixas € o grupo que consumiu selénio inorganico, isto €, selenato.
Neste 6rgdo, e comparando o grupo de controlo com o grupo do seleodése
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 figdoaso
do rim, contrariamente ao que acontece no figado, o grupo de oanhtrajue apresenta
menores corentracdes de GSH, ao passo qugrupo do selenato é o que apresenta
maiores concentracdes de glutationa reduzida.

Analisado o testiculo, verifiege que os niveis de GSH em ambos 0s grupos sao
relativamente proximos, emt# 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 mugksgon como no
testiculo, o grupo Agaricus € o0 que aen@a niveis ligeiramente superiores, mas neste
caso, 0 grupo gque apresenta concentracfes mais baixas é o de controlo.

Assim como sucedido para o0 caso da actividade da catalase, que era mais
importante no figado, a GSH mostra estar em raaiooncentragdaegeste 6rgao, tendo
uma concentracdo inferior no rine, apresentando os seus niveis mais baimxos
testiculo e no masculo.

Exceptuando a conclusdo feita no caso do figado, os restantes resultados nao
permitem afirmar que o selénio tem uma influéncia nagmea 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 06rgao, assim como na urinaeeesam f
coagulo e soro sanguinep foi também ele analisado, de forma a comparar a
biodisponibilidade deste oligoelemento em cada 6érgao e tentar estabelecer alguma
ligacdo entre o tipo de selénio consumido (organico ou inorganico) e a
biodisponibilidade, assim como a possivel excrecao dedan formas, ou ambas, pela

via urinaria ou fecal.
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4.11.1 Selénio no Figado

Selénio Figado
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Figura 40 i Concentracdo média de Selénio figado (Controla 0,0106 mg/kg
Agaricus 0,0292mgkg; Selenato0,0279mg/kg).

Gracas a estes resultados, conskiiqueo consumo de cogumelo organico
neste caso o consumo de racdo enriquecida com cogégatmusbisporos aumenta
a biodisponibilidadele selénio no figado. No entanto, mesultados ndo sao suficientes
para tirar as mesmas conclusdes em relacdo ao consumo de selenato, mesmo tendo este

grupo uma maior concentracao de selénio nos seus figados.
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4.11.2 Séénio no Rim

Selénio Rim
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Figura4li Concentracdo média de selénio no (@ontrola 0,0391mg/kg Agaricus
0,0878mg/kg Selenato0,0615mg/kg).

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

obtidos ndo sao estatisticamente significativos.
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4.11.3 Selénio no Testiculo

Selénio Testiculo
0.6

e

Figura 42 i Concentrago média de sénio no testulo (Controla 0,2801 mg/kg
Agaricus 0,4532mgkg; Selenato0,3360mg/kg).

Os resultados obtidos para a andlise de selmiesticulo dos diferentes grupos
nao permitem afirmar que o consumo de cogumelo é mais eficiente no que toca a
biodisponibilidadede selénio neste 6rgdo, quando comparado com o0 consumo de
selenato. No entanto, a tendéncia dos dois 6rgaos anteriorgsrrsan sendo o grupo
gue consumiu a racdo enriquecida com cogumelo aquele que apresenta maiores
concentragfes 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 8 1 Concentracaanédia de selénio presge no musculo Gontrolo: Q0067
mg/kg; Agaricus: 0,0116;edenato: 0,007®ng/kg)

Analisando o musculo de cada um dos grupos em estudo, vs#figae, uma
vez mais, o grupo Agaricus aquele que apresenta niveis mais elevados de selénio,
cabendo uma vez mais ao grupo de controlo ser o que apresenta as mais baixas
concentracbes do elemento em estudo. As diferencas obtidas ndo tém significancia
estatistica, pelo que ndo é possivel airmue a diferenca obtida entre os diferentes

grupos se deva ao consumo de selénio.
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4.11.5 Selénio no Coracdo

Selénio Coracao
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Figura 44 i Concentracdanédia de selénio no coracad@Controla 0,048 mg/kg
Agaricus 0,0469 mg/kgSelenato0,0510 mg/kg)

O estudo do coracdo mostra uma diferenca em relacdo aos Orgados anteriores:
nesta situacao, € o grupo do selenato que apresenta maiores concentracdes de selénio,
sendo obvimente o grupo de controlmque apresenta as menores concentragcdes. No
entanto, os valores obtidos ndo apresentam diferencas consideradas significativas para

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

Selénio Cérebro
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Figura 45 1 Concentracdamédia deselénio no cérebro (Controla 0,0214 mg/kg
Agaricus 0,0292 mgkg; Selenato0,0244mg/kg).

Relativamate aos cérebros, a tendéncia observada nos 6rgdos analisados
anteriormente volta a verificae, isto é, o grupdgaricus é aquele que apresenta 0s
niveis de selénio mais elevados em comparacdo com 0s outros dois, enquanto 0 grupo
de controlo continua as 0 mais pobre neste oligoelemento. As diferencas ndo séo no
entanto significativamente diferentes para se poder afirmar que se devem ao consumo

Oou ao nao consumo de selénio.
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4.11.7 Selénio no Coagulo Sanguineo

Selénio Coagulo
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Figura 467 Concentracdo médiaedselénio no coadu (Controlo: 0,0724 mg/Kkg;
Agaricus: 0,0738 mg/kdselenato: 0,1000 mg/kQ)

Vendo os resultados obtidos para a analise do coagulo, wsefigae tal como
coracdo, O grupoque consumiu selénio inorganico é aquele que tem maiores
concentracfes 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

concentracfes obtidas para o grumdesato se devem a dieta enriquecida deste

elemento inorganico.
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4.11.8 Selénio no Soro Sanguineo

Selénio Soro
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Figura47 i Niveis de sknio no soro Controlo: 0,0700mg/kg; Agaricus 0,0737
mg/kg; Selenato: 0,0908ng/kg)

As diferencas 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 porgue os resultados obtidos ndo sao estatisticamente

significativos.
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4.11.9 Selénio no Rato

A figura 48 mostranos os resultados obtidos, juntos no mesmo grafico,

permitindo uma facil visualizacao dos locais de maior acumulagéo de selénio no rato.
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Figura481 Concentracdo de seléém todos os 6rgaos e fluidos analisados

O testiculo €, incontestavelmente, o 6rgdo que mais selénio acumula, havendo
também concentracdes importantes deste elemento no sangue (tanto coagulo como
soro), com valores préximos dos obtidos para o rim.mQOsculo apresenise
relativamente pobre em seléni@nquanto o coracdo e o0 cérebro tém niveis

relativamente proximos um do outro.
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4.11.10 Evolucdo de Selénio na Urina

Os animais foram ciclicamente e periodicamente colocados emagaio
metabolicas, permitindo assim a recolha de urina e fezes. Assim, é possivel estabelecer
um controlo periédico da excrecdo de selénio, tanto pela via urinaria como pela via
fecal. Os valores médios de cada grupo longo do tempa@parecenexplicitadosna
tabelar.

Tabela7 i Concentracdo média de selénio na urina de cada grupo, ao longo da
actividade experimental

Grup 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 esultados obtidos mostram um pico inicial de concentracdo em selénio, 0
gue 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 0 com o0s
do dia 15, e estes ultimos com os do dia 30, os resultados sdo estatisticamente
significaivos, nao tendo significancia quando comparados os dias 0 e 30. Isto também
acontece no grupo do selenato, mas no caso do grupo Agaricus, 0s resultados nao séo
estatisticamente significativos entre eles.

As excrecbes de selénio ao fim dos 30 dias da idatle experimental

encontrarrse na figurato.
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Figura49i Excrecdes de selénima urinaao fim de 30 diasGontrolo: 0,0277 mg/kg;
Agaricus: 0,0263 mg/kg; Selenato0269 mg/kg)

Estes resultados ndo séo estatisticamente sighifisa no entanto, verificae
gue mesmo decorridass 30 dias apos o inicio da actividade experimental, o grupo de
controlo continua a excretar selénio pela via urinaria, sendo inclusivamente esse o0 grupo

gue apresenta maiores niveis desse elementorra uri

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 tdbela dados relativos as concentracbes de

selénio nas fezes ao longo da actividade experahent

Tabela81 Concentracdes médias de selémg fezeem 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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