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RESUMO

SALES, Nadja Santos de, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Margo de 2007.
Biodisponibilidade de selénio em feijao (Phaseolus vulgaris L.) e castanha-
do-Para (Bertholletia excelsa H.B.K.) e seu potencial anticarcinogénico na
mucosa do colon de ratos. Orientadora: Neuza Maria Brunoro Costa. Co-
Orientadores: Nilda de Fatima Ferreira Soares e Paulo Roberto Cecon

O selénio (Se) é um elemento trago antioxidante, com importantes
funcdes bioquimicas relacionadas a atividade de enzimas nas quais esta presente
como selenocisteina. O baixo estado nutricional de Se tem mostrado correlacionar-
se positivamente com a incidéncia de doencgas, entre elas o cancer. Alimentos
componentes da dieta brasileira, como a castanha-do-Para, naturalmente rica em
selénio, e o feijdo, com propriedades funcionais atribuidas a presenga de
constituintes como fibra, fitatos e taninos tem mostrado efeitos promissores na
redugcdo do risco de doencgas cronicas. Este estudo teve como objetivo avaliar a
biodisponibilidade de Se em 5 cultivares de feijdo (Ouro Branco, Diamente Negro,
BRS Radiante, Pérola e Talisma) e em feijdo do cultivar Pérola submetido ao
enriquecimento com Se bem como o potencial funcional do feijao e da castanha-do-
Para na redugcdo do risco de cancer de coélon em animais. No ensaio de
biodisponibilidade, feijdbes dos 5 cultivares e do cultivar enriquecido com Se e seu
controle foram cozidos com agua de maceragao, secos em estufa, triturados e
quantificados quanto ao teor de Se. Ratas adultas Wistar receberam, por 28 dias,
dietas experimentais com o mesmo nivel de Se fornecidos pelos feijdes e dietas
controle com e sem adi¢ao do nutriente. Foram determinados a atividade enzimatica
de Glutationa Peroxidase (GPx) plasmatica e hepatica bem como a concentragao
eritrocitaria de Se. Os cultivares de feijao estudados e o cultivar Pérola adubado
com Se e seu controle ndo apresentaram diferencas entre si na biodisponibilidade
do nutriente medida pela atividade GPx plasmatica e hepatica, ndo estando,
portanto, condicionada por fatores antinutritivos presentes no alimento. Na avaliagao
do potencial anticarcinogénico do feijao e da castanha-do-Para sobre o cancer de
célon, ratos machos F344 (45) foram divididos em cinco grupos e alimentados com
dietas hiperlipidicas constituindo-se nos controles AIN-93 sem adigdo de selénio
(CN) e AIN-93 suplementada com 4 mg de Se por kg de dieta (CP), dietas contendo
a mesma dose de selénio da dieta CP fornecidos pela castanha-do-Para de forma

isolada (C) ou combinada com feijao (F+C) e dieta com feijao (F) por um periodo de

Xiv



12 semanas. O carcinégeno de colon dimetilhidrazina (DMH) foi aplicado a seis
animais de cada grupo em duas doses consecutivas na segunta e terceira semanas
apos a introducéo das dietas experimentais. Trés animais de cada grupo receberam
apenas a solugao veiculo constituindo-se nos controles. Foram medidos a atividade
das enzimas GPx plasmatica, eritrocitaria e hepatica e Glutationa S-transferase
(GST) hepatica e a concentracdo plasmatica de Se. Diferenciagdo celular,
proliferagdo celular e caracteristicas morfolégicas da cripta e do colon foram
utilizados como biomarcadores do risco de cancer. As dietas CP, C, F e F+C
promoveram o mesmo nivel de expressao das enzimas GPx e GST, maior grau de
diferenciacao celular e menor grau de proliferagao celular da mucosa colénica em
relagcdo a dieta CN, ndo sendo observadas alteracbes de padrdo quando da
aplicacédo do DMH. A administracdo de doses supranutricionais de Se na forma de
SeMet ou fornecida pela castanha-do-Para e a utilizagao de feijdo de forma isolada
ou em combinagdo com a castanha favoreceu a homeostase do desenvolvimento
colénico evitando alteracbes na diferenciacdo e proliferagdo celular em ratos
tratados com DMH, sugerindo um papel protetor destes alimentos no cancer de
colon. Os resultados indicam ainda um possivel envolvimento de mecanismos

multiplos de acgao.
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ABSTRACT

SALES, Nadja Santos de, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March de 2007.
Bioavailability of selenium in beans (Phaseolus vulgaris L.) and Brazil nut
(Bertholletia excelsa H.B.K.) and anticarcinogenic potencial in the rats
mucosa colon. Adviser: Neuza Maria Brunoro Costa. Co-Advisers: Nilda de
Fatima Ferreira Soares and Paulo Roberto Cecon.

Selenium (Se) is a trace element with antioxidant property and
important enzimatic functions as selenocysteine. The low Se status is positively
related with the incidence of chronic diseases, including cancer. Food components of
the Brazilian diet, such as Brazil nut, naturally rich in selenium, and beans, with
attributed functional properties to some of its constituents as fiber, phytate, and
tannins are promising in the reduction of the risk of these chronic diseases. The
objective of the current study was to evaluate the bioavailability of Se in 5 bean
cultivars (Ouro Branco, Diamante Negro, BRS Radiante, Pérola, and Talismé&), and
in Pérola beans fertilized with Se. The study also aimed to evaluate the functional
potential of black beans and Brazil nut in reducing the risk of colon cancer in rats. In
the bioavailability study the bean cultivars were cooked with their soaking water;
then, they were dried in oven, milled and analyzed for Se content. Female adult rats
received their experimental diets containing the same levels of Se provided by the
beans for 28 days. One control group with Se and another control group without Se
were also included in the study. The activity of plasma and liver Glutathione
Peroxidase (GPx) and the erythrocyte Se were determined. There was no difference
between bean cultivars and beans fertilized with Se and its control in terms of Se
bioavailability, as measured by liver and plasma GPx activity. To evaluate the
anticarcionogenic effect of black beans and Brazil nut on colon cancer, 45 male
F344 rats were distributed in 5 groups and fed with hyperlipidic diest for 12 weeks.
One group received control AIN-93 diet without Se (CN), another group received
AIN-93 diet supplemented with 4 mg Se kg’ (CP), other two groups were fed the
same Se dose of CP diet, provided either by Brazil nut (C) or Brazil nut + beans
(F+C) and the last group received diet with beans (F). The carcinogen DMH and its
vehicle (control) were administred to the animals in two consecutive doses at weeks
two and three after diet introduction. Plasma Se and the activity of liver, erythrocyte
and plasma GPx and liver Glutathione S-transferase (GST) were measured. Cell

differenciation, cell proliferation and morphological characteristics of cript and colon

XVi



were biomarkers for the risk of cancer. The diets CP, C, F and F+C promoted the
same expression levels of GPx and GST, higher cell differentiation and lower cell
proliferation of colon mucosa, in relation to CN diet. No change was observed with
DMH administration. Nutritional overdoses of Se provided by SeMet, Brazil nut or
their combination with beans (C+F) and the supplied bean separately (F) promoted
homeostase of colon development, and avoided changes in cell differentiation and
proliferation in DMH-treated rats. This suggests a protective role of these food or its
components on colon cancer. The results seem to be due to multiple mechanisms of

action.
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CAPITULO 1 - Selénio na nutricdo humana

RESUMO

O selénio (Se) € um mineral trago, antioxidante, com importantes
funcgdes bioquimicas relacionadas a atividade de enzimas nas quais esta presente
na forma de selenocisteina. Sintomas de deficiéncia de selénio sdo raros exceto em
situacdes extremas. No entanto, seu baixo estado nutricional tem mostrado
correlacionar-se positivamente com a incidéncia de um grande numero de doengas
com destaque para o cancer. A recomendacéao dietética adequada para Se é de 55
Mg por dia os quais podem ser obtidos pela ingestdo de alimentos como frutos do
mar, visceras, carnes e cereais. Entretanto, devido a grande variagdo no conteudo
de Se em fontes vegetais e a ingestao irregular de alimentos de origem animal
notadamente ricos neste nutriente, estima-se que milhdes de pessoas no mundo
sejam deficientes, o que aumenta o risco de doengas relacionadas principalmente
com estresse oxidativo. Desta forma, tem-se tornado de importancia crescente a
caracterizagcdo e discussdo dos aspectos relacionados ao Se como nutriente e
elemento funcional envolvendo consideragcdes sobre suas fungdes, fontes,
biodisponibilidade, indices de avaliagdo do estado nutricional, sintomas e
prevalecéncia da deficiéncia e estratégias de combate dentre outros cuja revisédo

constitui-se no objetivo deste trabalho.



Selenium in human nutrition

ABSTRACT

Selenium (Se) is a trace mineral, antioxidant, with important
biochemical functions related to the activity of enzymes in which it occurs as
selenocysteine. Symptoms of selenium deficiency are rare except in extreme
situations. However, the low Se status has been positively related with incidence of
some diseases, with relevance for cancer. The adequate selenium requirement is 55
Mg per day. This requirement of Se can be reached by the intake of seafood, organ
meants, muscle meats and cereals. However, due to the high variation in the content
of Se in plant foods and to the irregular ingestion of the selenium-rich animal foods,
millions of people in the world are Se deficient, with increased risk of diseases
related with oxidative stress. Therefore, it is of great concern the characterization
and discussion of the nutritional and functional properties of the selenium
considering its functions, sources, bioavailability, nutritional status, symptoms and
prevalence of the deficiency and strategies to overcome it, among others, objectives

of this revision.



SELENIO NA NUTRICAO HUMANA

1. Introducéo

O selénio (Se), descoberto por Berzelius em 1817, foi primeiramente
reconhecido como elemento tdxico para organismos animais e humanos, tendo sido
considerado inicialmente, um agente carcinogénico. Somente em 1957 teve sua
essencialidade comprovada para animais (SHWARZA e FOLKS, 1957) e em 1973
pesquisadores comprovaram seu papel biolégico primariamente como componente
da enzima glutationa peroxidase, participante do sistema antioxidante de defessa
das células (FLOHE et al., 1973). Em 1979, um grupo de pesquisadores descobriu
na regido de Keshan, na China, a relagéo entre a ocorréncia de patologia endémica
(doencga de Keshan) e a baixa concentragao deste elemento no solo. Desde entéo, o
Se tem sido objeto de muitas pesquisas envolvendo tanto aspectos nutricionais
quanto funcionais relacionados a saude humana.

No organismo humano, o Se normalmente exerce sua atividade
biolégica por meio de sua incorporagdo a proteinas (selenoproteinas), dentre as
quais se encontram as isoenzimas glutationa peroxidases, as tioredoxina redutases
e as deiodinases (HOLBEN e SMITH, 1999; KRYUKOV et al., 2003).

Classificado como nutriente antioxidante (US NATIONAL ACADEMY
OF SCIENCES, 2000), o estado nutricional de Se no organismo humano tem
mostrado correlacionar-se positivamente com a incidéncia de uma série de doencas
incluindo varios tipos de cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas,
doengas transmitidas por virus (influenza e HIV) dentre outras relacionadas,
principalmente, com o estresse oxidativo. Apesar dos mecanismos envolvidos no
efeito funcional do Se ainda n&o terem sido bem estabelecidos, tem-se indicagdes
de que sua agao preventiva se dé pela ingestao de niveis acima da recomendacao
nutricional e que a forma de Se ingerida esteja relacionada com tais efeitos
(GANTHER e LAWRENCE, 1997).

A forma de Se ingerida também tem sido relacionada com a
biodisponibilidade do nutriente. Selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCys)
s&do as principais formas de Se encontradas em alimentos de origem vegetal e
animal, respectivamente, sendo a SeMet melhor absorvida que a SeCys (BUGEL et
al., 2002). Outras formas como metil-Se-cisteina podem ser encontradas em

vegetais produzidos sob alto teor de Se disponiveis, as quais parecem estar



relacionadas ao efeito funcional do elemento (GANTHER e LAWRENCE, 1997). A
ingestdo de formas inorganicas como selenito e selenato de sodio se dé&o,
principalmente, na forma de suplementos, os quais sdo menos biodisponiveis que
SeMet. Entretanto, nos Uultimos anos, suplementos de Se tem sido também
disponibilizados sob forma organica como levedura rica em Se (CLARK et al., 1996)
e SeMet purificada (NYBERG, 1991).

Ainda que timidamente, a mais recente recomendacgao nutricional
(DRI) para Se (US NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2000) utilizou como
critério, o potencial do nutriente sobre a prevengao de doencas. Entretanto, a atual
Recomendacao Dietética Adequada (RDA) encontra-se muito abaixo do nivel de
ingestado de Se no qual a expressao do seu potencial funcional tem sido observada.
Ademais, evidéncias sugerem que ha uma tendéncia de redugdo de Se na cadeia
global de alimentos (FROST, 1987), e que 0,5 a 1 bilhdo de pessoas no mundo sao
deficientes em Se aumentando o risco de cancer, doenca cardiovascular, viroses e
de uma série de desordens relacionadas indiretamente a baixa ingestdo do nutriente
(COMBS, 2001).

Como estratégias para elevagao do nivel de ingestdo de Se, estédo
sendo estudados e desenvolvidos em muitos paises programas que incluem
suplementacdo individual, educacido nutricional, suplementacdo de animais e
enriquecimento de alimentos por meio da adubacéo de culturas ou pelo emprego de
técnicas de melhoramento de plantas visando a obtencdo de alimentos
biofortificados. Neste sentido, deve-se ressaltar que a utilizagcdo conjunta e
adequada das medidas disponiveis e seu constante monitoramento s&o
imprescindiveis para seguranca e efetividade das agdes interventivas relacionadas
ao Se.

Diante do exposto, tem-se tornado indispensavel a caracterizagao e
discussao dos aspectos nutricionais do Se ndo so a luz de sua essencialidade como
também do seu potencial funcional. Estas abordagens, aliadas ao conhecimento da
prevaléncia da deficiéncia em nivel populacional e de suas causas, bem como da
efetividade e adequacdo de estratégias de elevacdo da ingestdo do nutriente,
podem constituir-se em subsidios na formagao de conceitos mais amplos sobre a
importancia dos nutrientes, e em particular do Se, na saude e qualidade de vida da
populagdo e no direcionamento das pesquisas sobre o tema, objetivos para os quais

este trabalho propde uma contribuicdo.



2. Funcoes e fontes de selénio
2.1. Funcgdes

O Se no organismo humano encontra-se normalmente incorporado a
proteinas denominadas de selenoproteinas por meio das quais exerce suas funcdes
bioldgicas. Segundo KRYUKOV et al. (2003), cerca de vinte e cinco selenoproteinas
foram identificadas em mamiferos, muitas das quais ainda ndo possuem fungdes
definidas.

A primeira fungao reconhecida do Se foi como componente da enzima
glutationa peroxidase (ROTRUCK et al., 1973), identificada hoje como quatro
isoenzimas (GPxqi, GPxy;, GPx3 e GPx4) de localizagdes especificas, mas com
funcdes similares. O Se, como SeCys, é parte integrante do sitio ativo destas
enzimas, cuja fungéo é proteger o organismo contra o estresse oxidativo catalizando
a destruicdo de peroxidos de hidrogénio e a decomposicdo de hidroperdxidos
lipidicos, interrompendo a reagdo peroxidativa em cadeia dos radicais livres. De
acordo com alguns estudos (ARTEEL et al., 1998; SAITO et al., 1999), postula-se
que a selenoproteina P, maior selenoproteina presente no plasma, também
desempenhe fungdo antoxidante, atuando ainda no transporte de Se do figado para
outros tecidos.

Outro grupo de selenoenzimas, as tioredoxina redutases, estdo
envolvidas na reducdo de nucleotideos no processo de sintese do DNA, na
regeneragao do sistema antioxidante envolvendo, inclusive, a redugdo dos
metabdlitos oxidados de vitamina C, e na manutencéo do estado redox intracelular
(MAY et al., 1998; SUN et al., 1999; ALLAN et al., 1999).

Dentre os 6rgaos do corpo humano, a glandula tiredide é a que
apresenta mais alta concentragdo de Se (KOHRLE, 1999). Neste 6rgao, o Se esta
envolvido no metabolismo hormonal pela agdo catalizadora da selenoenzima
iodotironina deiodinase na conversao do horménio da tiredide (tiroxina — T4) para a
sua forma ativa (triiodotironina — T3) (BERRY e LARSEN, 1992; ARTHUR et al.,
1993). A selenofosfato sintetase sintetiza selenofosfato que é precursor da sintese
de selenocisteina — forma de Se presente nos sitios ativos das selenoenzimas.

Além das ja conhecidas fungbes do Se como nutriente essencial, uma
série de evidéncias tem apontado para a sua agao preventiva sobre importantes
doencas relacionadas principalmente com o estresse oxidativo. Cancer, doencgas

cardiovasculares e neurodegenerativas e doengas transmitidas por virus como



influenza e HIV sao alguns exemplos de estados patoldgicos influenciados pelo
baixo nivel de ingestdo de Se e cujos mecanismos envolvidos podem ou ndo estar
associados a sua funcdo nutritiva (GANTHER e LAWRENCE, 1997).

O Se parece agir na modulagédo do sistema imunolégico. Deficiéncia
de Se reduz a imunocompeténcia, envolvendo comprometimento da atividade das
células de defesa do organismo (BOYNE e ARTHUR, 1986). A suplementagdo com
Se, de individuos ainda que supostamente repletos no nutriente, ¢é
imunoestimulatoria e envolve o favorecimento da atividade das células de defesa
tanto quanto da proliferacdo das células de defesa ativadas (KIREMIDJIAN-
SCHUMACHER et al., 1994).

A deficiéncia de Se pode predizer significativamente a mortalidade
relacionada a AIDS (BAUM e SHOR-POSNER, 1998; CAMPA et al., 1999) bem
como a carga viral dos individuos soropositivos (BAETEN et al., 2001). BAUM et al.
(1997), relatam que o estado nutricional de Se em pacientes HIV se correlacionou
positivamente com a sua expectativa de vida; pacientes HIV deficientes em Se
apresentam probabilidade vinte vezes maior de morrer em relagdo aqueles com
niveis adequados do nutriente.

Outros estudos documentados por RYMAN (2000) indicam
associagao entre o baixo nivel de Se com o comprometimento cognitivo, depressao,
ansiedade e hostilidade. Estas condicoes podem ser aliviadas pela suplementacao
com Se de individuos com baixos niveis basais do nutriente. Estudos mais recentes
sugerem que a selenoproteina P (WHANGER, 2002), selenoproteina W (JEONG et
al., 2002) e a mais recentemente descoberta selenoproteina M (KOROTKOV et al.,
2002) tém importantes papéis no cérebro.

O Se ainda protege o organismo contra a intoxicagdo por metais
pesados em virtude de sua complexacao com Hg, Cd, Pb, Ag, Ti e As (WHANGER,
1992).

Dentre as doencgas correlacionadas com o estado nutricional de Se no
organismo humano, o cancer € a que tem apresentado maior corpo de evidéncias
para o potencial preventivo do referido nutriente.

Neste sentido, muitos estudos epidemiolégicos foram desenvolvidos
ao longo dos ultimos anos em diversas regides do mundo enfocando a correlagao
positiva entre o estado nutricional de Se em humanos e a incidéncia de varios tipos

de cancer. Uma abordagem completa destes estudos e de ensaios conduzidos com



animais e humanos avaliando o efeito da elevacao do nivel de ingestdo de Se sobre
a incidéncia do cancer e o desenvolvimento de tumores estdo disponiveis em um
abrangente artigo de revisdo publicado por WHANGER (2004). Consideravel
numero dos estudos apresentados pelo autor indica efeito positivo da aplicacdo ou
ingestao de Se sobre a reducéo da incidéncia de cancer (YU et al., 1991; BURKE et
al.,, 1992; YU et al., 1997; COMBS e GRAY, 1998; DUFFIELD-LILLICO et al., 2002).
Com relacao a supressao de tumores, os estudos com animais indicam que o Se €
mais eficaz em preveni-los do que em reverté-los (IP, 1998). Entretanto, em ambos
os casos, fatores como estado nutricional inicial de Se, forma de Se utilizada, tipos
de cancer e biomarcadores analisados parecem influenciar os resultados obtidos.

Apesar de n&o se conhecer ao certo 0 mecanismo de agao
anticarcinogénica do Se, algumas hipoteses tém sido discutidas em muitos
trabalhos incluindo, mais recentemente, aqueles produzidos por COMBS e GRAY
(1998), IP (1998), GANTHER (1999), SCRAUZER (2000), EL-BAYOUMY (2001) e
FLEMING et al. (2001), WHANGER (2004). Os mecanismos sugeridos para
prevencdo do cancer pelo Se incluem seu papel nas selenoenzimas
(particularmente a GPx e a tioredoxina redutase) (PENCE et al., 1994;
PERCHELLET et al., 1987; GANTHER, 1999), seus efeitos sobre a morte
programada da célula (SINHA et al., 1999; IP e DONG, 2001; WANG et al., 2001), o
efeito sobre o reparo do DNA (SEO et al., 2002a e 2002b) e no metabolismo de
carcinégenos (OLSSON et al., 1984; CHOW e GAIROLA, 1984). Atuam também no
sistema imune (KIREMIDJIAN-SCHUMACHER et al., 1994; TAYLOR, 1995), como
agente antiangiogénico (LU e JIANG, 2001) e na inibigdo especifica no crescimento
de tumores por certos metabdlitos de Se antitumorigénicos (HARRISSON et al.,
1996; GANTHER e LAWRENCE, 1997). Uma descricao detalhada de alguns dos
mecanismos anticarcinogénicos acima citados pode ser obtida em um artigo
publicado por COMBS e GRAY (1998).

Em virtude da acdo das GPx sobre a conversdo de perdxidos a
compostos menos prejudiciais e devido a associagdo entre danos peroxidativos e
cancer, tem-se assumido que estas peroxidases poderiam estar envolvidas na
reducdo de tumores. Todavia, as informacdes obtidas tém dado pouca sustentagao
a esta hipdtese. Considerando-se que a maior protecdo do Se contra tumores
ocorre em niveis elevados de ingestao e que a atividade das GPx alcanga um platd

em niveis nutricionais, nenhum aumento na atividade da enzima seria observado em



niveis mais elevados de Se em muitos tecidos (HORVATH e IP, 1983; LANE e
MEDINA, 1985).

GANTHER (1999) levantou a hipétese de que a selenoenzima
tioredoxina redutase poderia estar envolvida na reducdo de tumores, mas
subsequentes resultados experimentais obtidos por GANTHER e IP (2001) nao
confirmaram esta possibilidade. Segundo constatacdo dos autores, a atividade da
tiodoxina redutase n&o foi alterada pelo alto nivel dietético de metil-Se-cisteina
(SeMCys) ou acido metilseleninico, precursores de metilselenol em figado de rato.

KUMARASWAMY et al. (2000) relatam a existéncia de uma
selenoproteina de 15 kDa (sep 15) localizada no cromossomo 1p31, um locus
genético normalmente mutado ou deletado em canceres humanos e manifestada
em mais altos niveis na préstata, figado, rim, testiculos e cérebro de humanos e
camundongos tem sido envolvida na redugao de tumores. Segundo os autores, tem-
se observado que em linhagens de células malignas de préstata e em
hepatocarcinomas os niveis desta selenoproteina decrescem consideravelmente
sugerindo que ela pode estar envolvida tanto no risco quanto no desenvolvimento
do céancer.

Apesar dos resultados variaveis obtidos nos estudos sobre o
metabolismo de carcindgenos tem-se observado que a suplementacéo de ratos com
Se reduz a produgéo hepatica microssomal de metabdlitos mutagénicos de alguns
carcinégenos, incluindo  N,N-dimetilanina  (OLSSON et al., 1984),
dimetilbenz(a)antraceno (MARTIN e SCHILLACI, 1984), 2-acetilaminofluoreno
(CHOW e GAIROLA, 1984) e benzo(a)pireno (TEEL e KAIN, 1984). Neste
mecanismo, o efeito da suplementacdo com altos niveis de Se pode afetar o
metabolismo de tais carcindbgenos por vias que se espera inibir o estagio inicial do
processo carcinogénico. Entretanto, tais efeitos podem variar tanto em relagdo ao
carcindgeno quanto ao hospedeiro.

O céncer de mama tem-se figurado como a primeira causa de morte
em mulheres no Brasil e a segunda neoplasia maligna mais incidente no mundo
(BRASIL, 2003). Neste sentido, estudos com humanos e animais indicam que a
ingestédo adicional de Se, ou seja, acima do requerimento nutricional, € necessaria
porque uma forma metilada do elemento (metilselenol), ativa sobre a reducéo deste
tipo de cancer, s6 esta presente em mais altos niveis com a ingestao elevada do
nutriente (WHANGER, 2004). Alguns estudos sugerem (CAl et al., 1995; IP e LISK,



1995) que o metabolismo desta forma de Se seria mais eficientemente alcancado
quando da ingestao de compostos especificos do nutriente como SeMCys, a qual se
constitui na forma primaria de Se presente em vegetais enriquecidos no nutriente
como brécolis e alho. Evidéncias sobre a acdo desta forma de Se sobre outros tipos
de cancer ainda estdo sem estudo.

De modo geral, os estudos tém demonstrado, independentemente dos
mecanismos envolvidos, que a dose necessaria de Se para promover sua agao
anticarcinogénica esta acima (2 a 5 vezes) da dose nutricional recomendada (45 a
70 ug por dia) (COMBS, 2001; DUFFIELD-LILLICO et al., 2002; WHANGER, 2004)
e que formas especificas do nutriente apresentam acido potencializada sobre
determinados tipos de cancer (GANTHER e LAWRENCE, 1997).

Pode-se concluir, portanto, que os mecanismos relacionados ao efeito
anticarcingénico do Se vao além de sua acdo como nutriente dentro das
selenoenzimas e que outras selenoproteinas de fungdes ainda nao definidas, bem
como a formacgao de metabdlitos especificos do elemento podem estar envolvidos,
havendo a necessidade de estudos mais detalhados e aprofundados sobre a acao

do Se como nutriente e elemento funcional para o organismo humano.

2.2. Fontes

Tanto os animais quanto o homem sao primariamente dependentes
das plantas para seu requerimento nutricional de Se. Desta forma, a quantidade
deste nutriente em alimentos de origem vegetal € um fator determinante da sua
disponibilidade na cadeia alimentar.

O conteudo de Se em plantas depende da regido de cultivo (TERRY et
al., 2000), ou seja, do nivel de Se disponivel nos solos. No entanto, observa-se
variagao entre espécies de plantas quanto a sua capacidade de acumulagéo.

O trigo, cereal basico amplamente consumido na dieta humana, € uma
boa fonte de Se apesar de apresentar uma ampla faixa de concentragdo em fungao
do local de cultivo (0,04 - 21,4 mg kg'). Devido & sua capacidade natural de
acumulagao do nutriente no grao e por seu amplo consumo em varias partes do
mundo, o trigo tem sido bastante estudado como veiculo para o Se por meio do
enriquecimento via adubagéo da cultura (LYONS et al., 2003). Outros cereais como
arroz e milho também tém sido enriquecidos objetivando elevar o nivel de ingestao
dietética de Se (BEILSLEIN et al., 1991; CHEN et al., 2002; WHANGER, 2002).



Frutas, leguminosas e hortalicas apresentam baixos teores de Se (<
0,1 ug g peso mido) mesmo quando cultivados em solos considerados seleniferos
(méximo de 6 pg g') (TERRY et al., 2000). Todavia, os mesmos autores
acrescentam que vegetais como alho e aspargo podem acumular teores do

nutriente acima de 17 pg g™'quanto cultivados nestes solos.

Os cereais, de modo geral, apresentam niveis relativamente altos de
Se (<0,1->0,8 ug g'1 peso umido) apesar da variagdo observada em fungéo do
local de cultivo. Entretanto, grédos beneficiados e seus produtos derivados podem
apresentar redugao no conteudo de Se em relagao ao alimento integral (MORRIS e
LEVANDER, 1970; FERRETTI e LEVANDER, 1974) a exemplo do que ocorre para

outros minerais tragos.

Alimentos de origem animal como frutos do mar, figado, rim (0,4 — 1,5
Hg g peso imido), carne (0,1 — 0,4 ug g~ peso timido) e derivados do leite (< 0,1 —
0,3 ug g peso Umido), apresentam geralmente alto contetido de Se em relagéo aos
produtos de origem vegetal sendo considerados, em termos quantitativos, boas
fontes do nutriente (FERRETTI e LEVANDER, 1974; SAKURAI e TSUCHIYA, 1975;
BIERI e AHMAD, 1976; OLSON et al., 1978).

No Brasil, apesar da escassez de estudos sobre a concentragao de Se
nos alimentos, tem-se constatado que os peixes podem contribuir com razoavel
quantidade do micronutriente na dieta seguindo-se das carnes, das viceras e do
trigo (FERREIRA, 2002). A castanha-do-Para, alimento tipico da regido norte do
pais, tem despertado o interesse dos pequisadores em virtude de seus altos niveis
de Se, sendo considerada a maior fonte natural de Se orgéanico ja identificada (IP e
LISK, 1994). Todavia, como observado por FERREIRA (1999), o consumo regular
tanto de peixe quanto de castanha-do-Para nao faz parte do habito alimentar de
grande parte da populagéo brasileira. Além disso, o trigo utilizado no Brasil, devido a
sua procedéncia diversa, apresenta variaveis quantidades de Se. Desta forma,
estes alimentos ndo podem ser considerados como uma real fonte dietética do

nutriente para a populacgao brasileira.

Apesar do nivel de Se nos alimentos representar um importante
indicador do seu estado nutricional na populagcdo, deve-se ressaltar que a
determinagdo da quantidade ingerida do nutriente ndo prediz, por si sO, a

contribuicdo do elemento na manutencdo das fungdes vitais do organismo. E a

10



determinagcdo da biodisponibilidade do nutriente no alimento ou na dieta que

indicara a eficiéncia do suprimento de Se ao organismo humano.

3. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade é definida como a propor¢gdo de um nutriente
ingerido e que ¢é utlizado para as fungbes normais ou armazenado. A
biodisponibilidade de Se depende da conversdo do Se absorvido dentro de uma
forma biologicamente ativa a qual é retida pelos tecidos (TAPIERO et al., 2003).

A absorcdo de Se pelo organismo parece nao sofrer regulagao
homeostatica, mostrando-se normalmente elevada, ndo se constituindo, portanto,
em um fator limitante da biodisponibilidade do micronutriente. A homeostase do Se
em condigbes fisioldogicas normais € obtida principalmente pela regulagdo da
excrecao urinaria (GROFF et al., 1995).

O determinante primario da absor¢cado e subsequente utilizagcdo do Se
pelo organismo é sua forma quimica a qual tem sido envolvida também nos efeitos
funcionais do nutriente.

O Se nos alimentos é encontrado na forma organica (ex.
selenometionina e selenocisteina) e na forma inorganica (Ex. selenito e selenato).
Em plantas, o Se esta presente principalmente na forma de SeMet incorporado nao
especificamente a proteinas no lugar da metionina (Met) podendo representar mais
de 50 % do total de Se (TAPIERO et al., 2003). A SeMet é também a principal
forma de Se em leveduras enriquecidas a qual se constitui na maior fonte de Se
disponivel comercialmente. As demais formas presentes em plantas como SeCys,
SeMCys e y-glutamil-Se-metil-cisteina n&o s&o significativamente incorporadas nas
proteinas (TAPIERO et al., 2003). Todavia, alguns estudos tém atribuido os efeitos
funcionais do Se na prevengao do cancer a presenca de SeMCys em algumas
plantas cultivadas sob elevada disponibilidade do elemento (IP et al., 2000; FINLEY
et al.,, 2001; WHANGER, 2002). Em mamiferos, a SeMet é absorvida no intestino
delgado pelo mesmo mecanismo de transporte da metionina (VENDELAND et al.,
1992).

Em animais, a maior parte do Se se encontra na forma de SeCys que
€ provavelmente absorvida por um mecanismo comum de transporte ativo com
aminoacidos basicos e incorporada de forma especifica a proteinas (VENDELAND
et al., 1992).
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O Se inorganico (selenito e selenato de sodio) esta presente nos
alimentos em baixissima concentragédo. Sua significancia em relagdo ao suprimento
de Se esta relacionada a sua utilizacdo como suplemento alimentar, isoladamente
ou em complexos de nutrientes (SCRAUZER, 2001).

Estudos em humanos e animais tém mostrado que SeMet é absorvida
e retida mais eficientemente que o selenato (BUTLER et al., 1991) ou selenito
(GRIFFITHS et al., 1976; RAGHIB et al., 1986; MOSER-VEILLON et al., 1992), e
que o selenato é absorvido mais eficientemente que o selenito (LEVANDER et al.,
1983; MOSER-VEILLON et al., 1992), mas nao € tdo efetivo em manter o estado
nutricional de Se (determinado pela atividade da GPx em plaquetas) como ocorre
com o Se presente no trigo e na levedura enriquecidos (LEVANDER et al., 1983).

Os ensaios de biodisponibilidade de Se tém mostrado ainda que o Se
presente em alimentos de origem animal é geralmente menos biodisponivel do que
as formas presentes em vegetais (BUGEL et al., 2002).

Peixes e mariscos sdo considerados boas fontes de Se. Entretanto,
DOUGLASS et al. (1981), utilizando modelo com ratos, observaram que o Se
contido em atum enlatado foi apenas 57 % tao efetivo quanto o selenito em
restaurar a atividade da GPx no figado dos animais previamente deficientes,
enquanto que o Se no figado bovino cozido e no trigo enriquecido tiveram,
respectivamente, 96 e 83 % da atividade do selenito. A baixa biodisponibilidade do
Se em peixes em relagédo a alimentos vegetais também foi verificada por MELTZER
et al. (1993) em humanos. Uma das explicagdes para este fato tem se baseado em
uma possivel inibicdo da absor¢do do nutriente pela formagdo de complexos com
metais pesados, como o Hg. Entretanto, foi verificado que mesmo em casos onde a
concentracdo de metal pesado no alimento foi considerada irrelevante a baixa
biodisponibilidade se manteve (GROFF et al., 1995).

Além da forma quimica, alguns fatores dietéticos tém mostrado afetar
a biodisponibilidade de Se em animais, normalmente pelo seu efeito sobre a
absorcdo do nutriente. Como favorecedores da absor¢cdo inclui-se a relacéo
metionina/proteina e a presenga de nutriente antioxidante como o acido ascoérbico.
Como inibidores, pode-se incluir metais pesados e altos niveis de enxofre dietético
(FAIRWEATHER-TAIT, 1997; GREGER e MARCUS, 1981).

CHOE e KIES (1989) encontraram que a dose de acido ascérbico de

200 mg nao teve efeito sobre o metabolismo do Se (selenato de sddio na dose de 5
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Mg), mas parece melhorar a biodisponibilidade do nutriente, avaliada pela mudanca
da concentragcdo de Se no plasma e pela atividade de GPx, proveniente de uma
mistura de alimentos servidos na dieta (MUTANEN e MYKKANEN, 1985).

Nao obstante a sua relevancia, informagdes obtidas nos ensaios de
biodisponibilidade de Se devem ser avaliadas a luz de algumas importantes
consideragdes sobre a abrangéncia e o significado dos parametros utilizados. De
modo geral, o Se proveniente de diversas fontes € bem absorvido. Mais de 90 % da
SeMet, a maior forma dietética do elemento, € absorvida pelo mesmo mecanismo
da metionina (Swanson et al.,, 1991). Desta forma, o principal parametro de
avaliacao da biodisponibilidade do nutriente € a sua incorporacdo em uma forma
biologicamente ativa, ou seja, a sua eficiéncia de utilizagdo pelo organismo, a qual é
medida pela atividade de selenoenzimas, principalmente a GPx em tecidos ou
fluidos biolégicos. Todavia, este parametro nao considera o Se retido néao
especificamente a proteina, o qual, por ocasiao do turnover normal da célula,
poderia ser liberado e aproveitado biologicamente. Por outro lado, a retencao por si
sO nao se constitui um bom parametro de avaliagdo da biodisponibilidade, pois a
incorporagdo nao especifica de SeMet em proteinas no lugar de Met
(WASCHULEWSKI e SUNDE, 1988) confere a esta forma de Se uma d&bvia

vantagem sobre as demais formas orgéanicas e inorganicas mencionadas.

De acordo com FAIRWEATHER-TAIT (1997) nao ha, até o momento,
uma metodologia que possa ser considerada ideal. O autor acrescenta ainda que,
um caminho aparentemente mais facil de pesquisar a biodisponibilidade de Se nos
diversos alimentos envolveria a caracterizagdo, em detalhes, da utilizagdo pelo
organismo das diferentes formas quimicas do nutriente (usando mudanga do estado
nutricional e cinética de modelagem). Estes dados, quando combinadas com
informacdes sobre a concentracdo e especificacdo de tais formas no alimento,
possibilitariam predizer a biodisponibilidae de Se proveniente das diferentes fontes

alimentares.

Além disso, deve-se considerar ainda a hipotese de que a
determinagao da biodisponibilidade de Se por meio dos indicadores utilizados pode
nao ser eficiente em predizer o efeito funcional do Se no organismo humano visto
que o0s mecanismos envolvidos podem nao estar relacionados as suas ja

reconhecidas fungdes como nutriente, como € o caso dos efeitos anticarcinogénicos

13



de compostos metilados de Se formados durante metabolismo do elemento
observados por IP e LISK, 1993.

4. Interacdo com outros nutrientes

Poucas sao as pesquisas enfocando interagdes entre Se e demais
nutrientes ou componentes do alimento. Alguns metais como chumbo, ferro, cobre e
mercurio tem mostrado interagir com o nutriente reduzindo significativamente sua
concentragéo nos tecidos (no caso do chumbo) ou complexando-se com ele inibindo
sua absorcgao no intestino (Fe, Cu e Hg) (WHANGER, 1976; REILLY, 1996).

Outras interagdes estdao relacionadas com a acdo antioxidante
complementar entre o Se e demais nutrientes como a vitamina E, e na manutengao
das condigdes fisioldgicas normais como na interagao entre Se e iodo.

Estudos demostram que a vitamina E e o Se sao interdependentes
podendo, inclusive, agir sinergisticamente na prevencao de alguns tipos de cancer
(HORVATH e IP, 1983; IP e WHITE, 1987; KLEIN et al., 2000).

O Se é importante para o estado nutricional da vitamina E por
preservar a integridade pancreatica, mantendo a digestdo normal de gordura,
formagao de micelas e absorgcéo da vitamina. O Se, como parte da GPx, destroi
peréxidos prevenindo o seu ataque aos acidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas das células, o que reduz a quantidade de vitamina E que é requerida
para manter a integridade das membranas. Finalmente, o Se ajuda a reter a
vitamina E no plasma sanguineo. A vitamina E, por sua vez, ajuda a prevenir a
perda de Se pelo organismo em virtude de sua propria atividade antioxidante, por
limitar a cadeia de reacdes de destruicdo dos lipidios de membrana reduzindo a
producdo de hidroperdoxidos, os quais poderiam requerer a acao da GPx para
neutraliza-los.

Esta interacdo entre o Se e a vitamina E tem sido bem caracterizada
por meio da diastese exudativa, cuja ocorréncia em animais sé tem sido observada
com a deficiéncia simultdnea destes micronutrientes.

A interacao entre Se e iodo no metabolismo da tiredide, em situacdes
de deficiéncia de um destes nutrientes ou de ambos, tem sido objeto de varios
estudos relacionados a etiologia do cretinismo mixoedematoso e do cretinismo
neurologico (CORVILAIN et al., 1993; BECKETT et al., 1993; ARTHUR et al., 1993;
BEHNE e KYRIAKOPOULOS, 1993; VANDERPAS et al., 1993).
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Os estudos demonstram que, pelo decréscimo da atividade de GPx
intracelular, a deficiéncia de Se pode aumentar a concentragdo de H,O, em
condigdes adequadas de suprimento de iodo promovendo, em algumas semanas, a
atrofia da tiredide observada no cretinismo mixedematoso. Ja em mulheres
deficientes em iodo, a elevagao no nivel de ingestdo de Se promoveria aumento na
deiodinagao de T4 e producédo de T3 reduzindo o suprimento de T4 para o feto e seu
cérebro com efeitos deletérios da deficiéncia de iodo caracterizada no cretinismo
neurologico (CORVILAIN et al.,, 1993). Desta forma, tanto a deficiéncia de Se em
condicbes adequadas de suprimento de iodo quanto a situagdo contraria pode
promover efeitos nocivos ao organismo humano, devendo-se atentar para o estado
nutricional de um e de outro nutriente quando da suplementagao para correcéo de

deficiéncias.

5. Sinais e sintomas da deficiéncia

A identificagdo de alguma doenga humana devido a baixa ingestao de
Se é dificil porque a deficiéncia deste nutriente em animais é caracterizada por
grande variedade de sinais envolvendo diferentes sistemas e 6rgaos. Este é talvez o
motivo pelo qual evidéncias de deficiéncia em humanos sejam relativamente raras e
populagdes com baixo nivel de ingestdo do nutriente n&o demonstrem,
normalmente, sintomas aparentes (DANIELS, 1996).

Entretanto, casos de deficiéncia severa de Se em humanos resultam
em uma cardiomiopatia denominada doenga de Keshan, prevalente em criangas na
idade pré-escolar e mulheres em fase reprodutiva, com média de ingestao de Se de
10 ug por dia (YANG et al., 1988; GE e YANG, 1993). Individuos com caso agudo
da doencga sofrem de insuficiéncia cardiaca repentina e em casos crénicos ha o
alargamento do coragao com graus variaveis de insuficiéncia.

A deficiéncia de Se também tem sido mencionada como um dos
fatores contribuintes para uma desordem nas articulagdes conhecida como doencga
de Kashin-Beck que se manifesta durante a adolescéncia (CHENG e QUIAN, 1990).
A doenga é frequentemente caracterizada por degeneracdo de nervos e células
cartilaginosas do corpo, o que resulta em nanismo e deformag¢des das articulagbes
(GE e YANG, 1993). A incidéncia desta doenca foi observada em areas da China
com baixo conteudo de Se no solo, o qual refletia sobre os alimentos e, por

conseguinte, sobre o nivel de ingestao do nutriente pela populagéo.
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BECK et al. (1995) afirmam que experimentos com animais tém
demonstrado que a deficiéncia em Se promove a reducdo da atividade das
selenoenzimas, mas se 0s animais sao adequadamente nutridos, a deficiéncia
causa relativamente poucos sintomas clinicos. Entretanto, quando da presencga de
certos tipos de estresses quimico, nutricional e infeccioso, a deficiéncia de Se pode
levar a ocorréncia de sérias doencas. E o caso, por exemplo, da indugdo de
deficiéncia de vitamina E em animais deficientes em Se que tem demostrado causar
peroxidacgao lipidica e necrose do figado em ratos e porcos e injurias cardiacas em
porcos, ovelhas e bovino (VAN VLEET, 1980).

Uma exceg¢ao ao postulado no paragrafo anterior, diz respeito a
interacdo entre iodo e Se. Neste caso, como explicado anteriormente no item 2, a
deficiéncia de Se pode proteger contra a deficiéncia de iodo pelo decréscimo no
metabolismo de T4, com consequente reducdo na perda deste nutriente pelo
organismo (CORVILAIN et al., 1993).

Pessoas submetidas a nutricdo parenteral total geralmente
apresentam deficiéncia de Se, apresentando sintomas que incluem dor muscular,
debilidade e perda da pigmentacdo do cabelo e da pele e o branqueamento do
fundo da unha (GROFF et al., 1995).

6. Indicadores do estado nutricional

O indice utilizado na avaliacdo do estado nutricional de Se tem sido a
determinagao da atividade de GPx em fluidos bioldgicos, cuja expressao maxima no
plasma €& empregada como parametro de determinagcdo do nivel de ingestao
adequado de Se por humanos. Entretanto, a falta de uniformidade nas condi¢des de
avaliacdo e as diferentes unidades utilizadas para expressar os resultados tém
tornado muito dificil @ comparacao interlaboratorial. Apesar disso, a medicdo da
atividade de GPx no sangue ou em um componente sanguineo pode ser uma
medida pratica do estado nutricional de Se.

Dentre as vantagens de utilizagdo da medigdo da atividade de GPx
incluem-se a mais facil execucdo e o fato de nao estar sujeita a contaminacéo.
Todavia, a GPx representa apenas o Se “funcional” nos tecidos, ndo o Se que tem
sido incorporado nao especificamente dentro de proteinas ou que tem formado
complexos biologicamente inativos com metais pesados. Finalmente, pelo menos

em alguns tecidos, a atividade da enzima parece diminuir quando o nivel dietético
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de Se se aproxima do requerimento nutricional do animal (HORVATH e IP, 1983;
LANE e MEDINA, 1985).

Em células vermelhas sanguineas, um material biolégico que é
altamente conveniente para o propésito de amostragem, o “efeito platé” da atividade
de GPx parece nédo ocorrer (HOEKSTRA, 1975). Assim, segundo o autor, a
auséncia de platd pode limitar a utilizacdo de GPX nos eritrécitos para o
estabelecimento do requerimento de Se, mas n&o diminui a utilidade desta fonte da
enzima como indice geral do estado nutricional de Se. Entretanto, devido a meia
vida das células vermelhas do sangue ser relativamente longa (120 dias), a medicao
da atividade de GPx em eritrocitos pode nao refletir adequadamente o estado
nutricional imediato de Se e, assim, de acordo com SIMONOFF et al. (1992), o
plasma poderia ser um melhor indicador a curto prazo enquanto que os eritrocitos

poderiam ser utilizados como indicadores a longo prazo.

Como a atividade da enzima é influenciada por variaveis fisioldgicas
como idade, sexo, estado nutricional geral, exposicdo a certos estressores,
intoxicantes ou metais pesados e também pela deficiéncia de Fe e vitamina B,
(GANTHER et al., 1976), estas devem ser controladas e, ou compensadas se a GPx

for utilizada como indice nutricional.

Outros indices de avaliagdo do estado nutricional de Se tém sido
utilizados e mencionados em alguns trabalhos reportados na literatura. Dentre eles,
estdo as medi¢cdes da concentragdo do elemento trago no sangue total, no soro ou
no plasma, nos eritrocitos, na urina, no cabelo e nas unhas (CHEN et al., 1980;
LEVANDER et al., 1983; WASOWICZ et al., 2001; WASOWICZ et al., 2003). Resta
a questdo, todavia, se ha ou nado boa correlagdo entre estas medicbes e o

verdadeiro estado de Se no individuo definido pelo Se funcional em uma enzima.

Neste sentido, alguns trabalhos foram realizados correlacionando a
concentracdo de Se em um fluido biolégico e a atividade de GPx no mesmo fluido
ou em outro. Os estudos indicam que ha boa correlagao entre estas variaveis. No
entanto, em concentragbes muito elevadas de Se no sangue, a correlagdo néo se
verifica (THOMSON et al., 1977; LANE et al., 1981; LANE et al., 1983). REA et al.
(1979) encontraram boa correlacdo entre a concentragdo de Se no plasma e nos
eritrécitos, em individuos com estado moderado de Se, bem como entre a

concentracido de Se no plasma e a atividade GPX nos eritrécitos.
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De acordo com tais estudos € possivel assumir, com alguma
seguranca, que em concentracdes de Se no sangue abaixo de 1,0 ymol L™ ha uma
boa correlagdo entre a concentragdo do elemento no plasma ou no sangue e a
atividade GPx em eritrécitos e que, portanto, a concentracdo de Se no plasma pode
ser utilizada como um bom indice do seu estado nutricional em humanos. Em
concentragbes de Se no sangue, acima de 1,0 umol L™, a correlagdo torna-se
progressivamente mais fraca, devido provavelmente a auséncia de sintese da
enzima (a enzima chega a sua atividade maxima) nestas concentragées (DIPLOCK,
1993).

A medicdo da GPx em plaquetas vem sendo utilizada em alguns
trabalhos. LEVANDER et al. (1983), em um ensaio de biodisponibilidade de Se com
homens finlandeses, observaram que a concentragdo de GPx em plaquetas
duplicou dentro de duas a trés semanas em seguida a suplementagdo com 200 ug
de Se por dia, enquanto que a concentracdo da enzima no plasma aumentou
apenas 20 %. Neste caso, a atividade GPx em plaquetas poderia ser utilizada como
indice de relativa eficiéncia quando respostas rapidas a mudangas no estado
nutricional de Se sdo necessarias. RAYMAN (2000), referindo-se ao estudo de
NEVE (2000), afirmou que se a saturagdo de GPx em plaquetas for utilizada na
medicdo da replecdo de Se, em substituicdo a maxima atividade da enzima no
plasma, uma ingestdo mais elevada de Se, na faixa de 80 — 100 ug por dia, é
requerida.

A avaliagao do estado nutricional de Se pela medigao da concentragao
do elemento no cabelo ou nas unhas apresenta como vantagem o fato de ser uma
técnica ndo invasiva, que nao requer habilidades especificas na obtencdo da
amostra, e ndo necessita de sistema de refrigeracdo para estocar o material a ser
analisado, sendo esta ultima vantagem de especial importancia quando da
avaliagao do estado nutricional em populagdes de partes remotas do mundo. Além
disso, foi observada uma excelente correlacdo entre a concentragdo de Se no
cabelo e no sangue total (CHEN et al., 1980).

A medigdo de Se na urina apresenta uma série de dificuldades nao

representando um método pratico de avaliacdo do estado nutricional.
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7. Bases para recomendacéao nutricional de selénio

O estabelecimento dos niveis de Se requeridos para se obter os
beneficios nutritivos, tanto quanto os niveis de seguranga para proteger o organismo
humano de possiveis efeitos toxicos, tem se baseado quase que exclusivamente em
resultados chineses (YANG et al., 1989b; YANG e ZHOU, 1994).

Nestes estudos, observou-se que a ingestdo de aproximadamente 5
mg por dia resultou em clara ocorréncia de selenose, caracterizada pela perda de
unhas e de cabelo. No entanto, a tolerancia dos individuos a tdo altos niveis de Se
s6 ocorreu devido ao consumo de dietas com elevado teor de fibras. O nivel mais
baixo de Se dietético promotor de efeitos toxicos foi estimado em aproximadamente
1600 pg por dia. Todavia, alguns efeitos foram observados em individuos com
ingestao de 900 ug por dia. A ingestdo dietética maxima de Se considerada segura
foi calculada em 800 pg por dia, mas em alguns individuos a quantidade de 600 ug
por dia apresentou-se como a ingestdo maxima segura. Assim, para obter-se um
fator de seguranga, a maxima ingestéo dietética para o Se foi sugerida como 400 ug
por dia. Um nivel de cerca de 40 pg de Se diarios foi sugerido como requerimento
minimo, enquanto que uma ingestdo menor que 11 ug diarios certamente resultaria
em problemas de deficiéncia.

As mais recentes Dietary Reference Intakes (DRIs), ou Ingestao
Alimentar de Referéncia para Se sao apresentadas no Quadro 1.

A Food and Nutrition Board da US NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES (2000) recomenda a ingestao diaria de 55 ug tanto para homens quanto
para mulheres. Este valor foi baseado na quantidade de Se necessaria para
maximizar a atividade da enzima GPx no plasma (GPx plasmatica).

As estimativas destes novos valores de referéncia tiveram por base um
nuamero diversificado de informagdes quimicas, nutricionais e toxicoldgicas
acumuladas por mais de meio século sobre a ingestdo alimentar de Se. A avaliagao
conjunta destes fatores permitiu chegar a algumas importantes conclusdes e
determinagdes tais como: a ndo variagao das recomendagées RDA (Recommended
Dietary Allowances) para o Se em fungédo do género ou idade depois dos 14 anos; o
estabelecimento do UL (Tolerable Upeer Intake Level) para o nutriente e; a
recomendagao de pesquisas de intervencdo em grande escala sobre os potenciais
efeitos preventivos de doencgas pelo Se dentre outros nutrientes considerados
antioxidantes (AMAYA-FARFAN et al., 2001).

19



Quadro 1. Dietary Reference Intakes (DRIs): requerimentos médios estimados por
grupos. Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, National
Academies (2000)

Grupos/Estagio de vida Al EAR? RDA’ uL*
Mg por dia
Lactentes
0 — 6 meses 15 45
7 —12 meses 20 60
Criancas
1 -3 anos 17 20 90
4 — 8 anos 23 30 150
9 - 13 anos 35 40 280

Adolescentes

14 — 18 anos 45 55 400
Adultos

19 — 30 anos 45 55 400

31 —-50 anos 45 55 400

51 -70 anos 45 55 400

> 70 anos 45 55 400
Gestacao

<18 anos 49 60 400

19 — 30 anos 49 60 400

31 50 anos 49 60 400
Lactacao

<18 anos 59 70 400

19 — 30 anos 59 70 400

31 —-50 anos 59 70 400

'Al: Adequate Intake; *EAR: Estimated Averange Requeriment; *RDA: Recommended Dietary Allowances; ‘UL: Tolerable
Upeer Intake Level

Como nenhum critério do estado nutricional de Se tem demonstrado
refletir a resposta a ingestao alimentar em lactentes, as recomendacgdes de Se para
este grupo foram baseadas na Ingestao Al que reflete a ingestdo média de Se por

lactentes alimentados principalmente com leite humano.
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Para criangas e adolescentes, a falta de dados se repete e assim, EAR
e as RDAs para estes grupos tém sido obtidos pela extrapolagdo dos valores para
adultos.

Dada a mais elevada suscetibilidade das mulheres para desenvolver a
doenca de Keshan, os requerimentos para as varias idades nos grupos sao
baseados no mais alto peso de referéncia dos homens ndo havendo, portanto,
distingéo de géneros.

Como nenhuma condigado patoldgica relacionada a insuficiéncia de Se
foi reportada em individuos com mais idade (grupo acima de 50 anos) e como 0s
marcadores do estado nutricional de Se no sangue nao diferem com a idade ou
género (HILL et al.,, 1996), as mesmas necessidades estabelecidas para adultos
jovens foram utilizados para este grupo.

Para gestantes, a necessidade média de Se foi baseada na deposigao
fetal de 4 ug por dia durante todo periodo de gestacao totalizando EAR de 49 ug por
dia. Uma vez que a maior parte do Se é altamente biodisponivel, nenhum ajuste &
feito para absorgcdo, o mesmo ocorrendo com relagao a idade da mulher.

No caso de mulheres em fase de lactacdo, a estimativa das
necessidades de Se teve como base a quantidade média do nutriente excretado no
leite humano e a quantidade diaria de leite ingerido por lactentes dos dois aos seis
meses de vida. O valor obtido foi entdo acrescido do estimado para mulheres nao
gestantes e nao lactantes, sem qualquer distingdo quanto a idade ou
biodisponibilidade.

Apesar do ainda escasso numero de informagdes necessarias a
obtencdo de uma estimativa mais precisa das necessidades de Se para alguns
grupos considerados, as atuais DRIs, de acordo com AMAYA-FARFANI et al.
(2001), apresentam alguns importantes avangos principalmente no que diz respeito
aos critérios utilizados para se chegar ao que seria um consumo adequado. Desta
forma, foi dado énfase aos parametros de saude como a reducido do risco de
doencas, que embora timidamente considerados nas RDAs anteriores podem ser
tidos como inovadores, pois diminuem o peso dado ao fator crescimento.

Considerando que outros mecanismos, além da atividade antioxidante
da GPx, estdo envolvidos nos efeitos do Se sobre a saude humana, observa-se a
necessidade de estudos que objetivem determinar indices funcionais que

correlacionem a quantidade e a forma de Se ingerida com a maxima expressao de
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tais efeitos. Estes indices poderiam, assim, ser empregados na determinagao da
ingestao dietética adequada para se obter tanto os beneficios nutricionais quanto

funcionais atribuidos ao Se.

8. Prevaléncia de deficiéncia em nivel populacional

A ingestdo de Se por humanos foi estimada principalmente em fungao
do nivel de Se disponivel no solo do qual provem, via de regra, todo o Se presente
nos alimentos, pela combinacdo da dieta e ainda por meio da avaliacdo de indices
do estado nutricional de Se na populagéo.

Devido a distribuicao desuniforme de Se na crosta terrestre, desordens
relacionadas tanto a deficiéncia quanto a toxidez do elemento sdo conhecidas. A
China, por exemplo, apresenta em seu territorio areas com os mais baixos e os mais
altos teores de Se em todo o mundo (YANG et al.,, 1989a), o que explica a
ocorréncia de casos extremos de deficiénica e toxidez por este elemento em sua
populacdo. Neste pais, sdo encontrados os dois extremos de ingestado diaria de Se
por adultos que € de 7 ug, em areas de ocorréncia da doenca de Keshan, e de 5000
Mg, em area de incidéncia de selonose (YANG et al., 1989b).

Niveis de ingestdo menos extremos, mas largamente diversos, tém
sido observados em outras partes do mundo. Algumas estimativas da ingestao
diaria de Se por parte da populagdo de alguns paises sao apresentadas por
COMBS (2001) e incluem a Inglaterra (12 — 43 pg), Bélgica (45 ug), Canada (98 —
224 ug), USA (60 — 220 ug), Croacia (27 ug) e Nova Zelandia (19 — 80 ug). Segundo
esse autor, estima-se que 0,5 a 1,0 bilhdo de pessoas no mundo séo deficientes em
Se, apresentando a grande maioria da populagdo mundial niveis subdtimos de
ingestao do nutriente, o que aumenta o risco de cancer, doengas cardiovasculares,
viroses e certamente de outras condigdes que envolvem o aumento do estresse
oxidativo. Além disso, evidéncias sugerem que ha uma tendéncia de redugao de Se
na cadeia global de alimentos, causada pela queima de combustiveis fésseis (com
consequente liberagdo de S), chuva acida, acidificagado do solo, uso de fertilizantes
com alto nivel de S e mais intensiva producao de culturas (FROST, 1987).

De acordo com levantamentos de distribuicdo de Se nos solos em
nivel mundial apresentados por OLDFIELD (1999) e COMBS (2001), podem-se
observar grandes extensbes de areas com baixo teor de Se em varios paises da

Europa. Dados sobre teor de Se nos solos da Russia, paises da Africa e da América
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do Sul sdo escassos. Sabe-se que, até o momento, nenhuma area com baixo teor
de Se foi encontrada na Russia, enquanto na Africa ja foram detectadas areas
deficientes as quais estdo curiosamente relacionadas com a prevaléncia de AIDS.
Algumas informagdes ja disponiveis indicam também a existéncia de areas
deficientes de Se na Argentina e areas seleniferas na Venezuela. Dados relativos a
distribuicdo e teor de Se nos solos brasileiros ainda n&o estdo disponiveis na
literatura. No entanto, estdo em curso estudos iniciais de mapeamento de Se no
Brasil, desenvolvidos por meio de parceria entre instituicdes publicas nacional e
estrangeira (MARTENS et al., 2004).

Apesar de sua importancia sob varios aspectos, informacdes sobre o
teor de Se nos solos ndo se constitui, na maioria dos casos, em um indicador
eficiente do nivel de ingestdo de Se pela populagdo. Devido a variagdo na
disponibilidade de Se para as plantas, alimentos obtidos em areas com alto
conteudo de Se podem apresentar baixa concentragdo do elemento. Além disso,
mesmo que conhecida a disponibilidade de Se nos solos, o consideravel
intercambio de alimentos entre populagcdes de muitas partes diferentes do mundo
nao permite estabelecer, por si s6, uma relagao confiavel entre esta variavel e o
estado nutricional de Se em nivel populacional (DIPLOCK, 1993).

Ainda que precarias, as estimativas do nivel de ingestédo dietética de
Se por parte da populagdo brasileira foram obtidas pela determinagcdo da
concentragao do nutriente em alimentos regularmente consumidos em nivel local ou
regional, como parte da dieta dos seus habitantes, bem como por meio da avaliagao
de indices do estado nutricional de Se.

FERREIRA (1999), analisando o conteudo de Se de uma variedade de
alimentos, constatou haver déficit de Se na dieta da populacao brasileira, concluindo
que a deficiéncia do nutriente pode atingir, inclusive, individuos de elevado poder
aquisitivo.

Em estudos desenvolvidos por CUNHA et al. (2003) com individuos de
baixa renda morando no Rio de Janeiro (Brasil), foram detectados niveis de Se no
soro inferiores aos observados em habitantes de algumas cidades européias
embora um pouco acima daqueles observados na Nova Zelandia e na Finlandia
(Quadro 2), paises onde a baixa concentragdo de Se nos alimentos reflete a

deficiéncia do nutriente nos solos.

23



Quadro 2. Comparacgao de niveis médios de Se no soro entre adultos de diferentes
paises/regiao

Pais/Regido Se (ugL™
Finlandia (Helsinki) 41,71
Nova Zelandia (Dunedin) 47,24
Brasil (Rio de Janeiro) 73,18
Alemanha Ocidental (Mainz) 81,10
Suécia (Lund) 85,03
[talia (Roma) 89,76
Japao (Hiroshima) 97,63
USA (Mort. Gr.) 110,23
Inglaterra (Southampton) 115,74
Canada (Toronto) 158,26

Fonte: NEVE (1995) op cite.

O valor de 73,18 pg L™ para habitantes da cidade do Rio de Janeiro,
obtido neste trabalho, encontra-se um pouco acima do nivel de referéncia da OMS
de 70 ug L™, o qual representa o nivel minimo para maximilizacéo da atividade GPx
no soro (NEVE, 1995). Entretanto, RAYMAN (1997) citou estudos que mostram que
o nivel plasmatico de Se de 100 ug por dia é requerido para expressao otima de

GPx plasmatica.

9. Estratégias para elevar a ingestao de selénio

Diante das evidéncias em relacdo a baixa ingestdo de Se por grande
parte da populacdo mundial e considerando-se o0s possiveis beneficios que a
ingestdo deste nutriente poderia trazer a saude humana, estratégias tém sido
desenvolvidas para possibilitar o acesso ao Se em niveis considerados
nutricionalmente adequados. Dentre as estratégias estdo incluidas: a) o aumento no
consumo de alimentos ricos em Se, por meio da educacado nutricional; b) a
suplementagao individual; c) a suplementagdo animal; d) a adubacg&o de plantas
com sais de Se e; e) o melhoramento de plantas para favorecer a acumulagdo do
nutriente no alimento. Tais estratégias serdao brevemente discutidas nos itens que se

seguem.
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9.1 Aumento no consumo de alimentos ricos em Se por meio da educacgéo
nutricional

O trigo € mundialmente considerado como uma das mais importantes
fontes de Se na dieta. Mesmo na Europa, com seus baixos niveis de Se disponiveis
no solo, alimentos de consumo diario como o pao e cereais, sao importantes fontes
do nutriente.

No Brasil, de acordo com os dados sobre o teor de Se em alimentos
obtidos por FERREIRA (2002), estima-se que, a exemplo do que se tem observado
em outros paises, carnes, peixe e trigo estejam entre as melhores fontes do
nutriente para a populagdo. Entretanto, ndo € habito da populagdo brasileira o
elevado consumo de pescados, o que faz do trigo, também no Brasil, até onde se
sabe, uma das mais importantes fontes de Se, embora sujeita a oscilagdes na
concentragao de acordo com sua procedéncia (local de cultivo).

A castanha-do-Para, alimento tipico da regido norte do Brasil, &
conhecida como a fonte alimentar de maior concentragao natural de Se, embora os
niveis possam variar de 0,20 — 253 mg kg™~ em peso fresco (SECOR e LINK, 1989
citado por CHANG, 1995). Estas variagdes se dao provavelmente em virtude das
diferencas no conteudo de Se disponiveis no local de origem da castanha como
afirmado por CHANG et al. (1995). Todavia, apesar da elevada concentracéo de Se,
a castanha-do-Para, devido ao seu habito regionalizado de consumo, ndo pode ser
considerada como uma ampla fonte de Se por parte da populagao brasileira.

Sendo assim, medidas educativas visando a divulgacao e incentivo
para o consumo de alimentos ricos em Se como peixes, visceras e castanha-do-
Para, por exemplo, poderiam contribuir consideravelmente na elevagao da ingestao
deste nutriente por parte das populacdes deficientes. Entretanto, esta medida
esbarra no fato de que grande numero de pessoas, em paises em desenvolvimento,
tem dificuldade de acesso a alimentos de origem animal e mesmo que assim n&o
fosse, a reduzida disponibilidade destes alimentos no mercado limitaria o seu

consumo regular por mais ampla faixa da populagéao.

9.2. Suplementacéao individual
Em paises ocidentais, muitos individuos consomem regularmente
suplementos de Se, os quais sédo disponiveis tanto na forma inorganica quanto na

forma organica. O selenito de sddio, em tabletes ou na forma fluida, é preferido ao
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selenato devido a sua maior absor¢do e mais rapido acumulo deste ultimo e,
portanto, maior probabilidade da ocorréncia de toxidez (CHEN et al., 2000; FINLEY
e DAVIS, 2001). Leveduras ricas em Se apresentam alta concentragdo de formas
organicas do elemento incluindo SeCys e SeMet (BIRD et al., 1997), sendo esta
ultima considerada de maior biodisponibilidade em relagao as formas inorganicas do
nutriente.

Apesar de ser uma medida bastante eficiente na elevagdo de Se, a
pratica da suplementacdo deve ter acompanhamento especializado sendo
principalmente direcionada aos individuos de risco, a exemplo do que ocorre para
os demais nutrientes fornecidos na forma de suplementos.

Desta forma, estudos sugerem que as fontes dietéticas de Se, dentre
outros antioxidantes, sdo preferiveis aos suplementos quando da necessidade de
elevagado da ingestdo do nutriente por parte de populagcbées (MOYAD, 2002). Além
disso, um inconveniente muito comum da suplementagao individual como estratégia
para melhorar o estado nutricional da populagdo, principalmente em paises
desenvolvidos, é a maior dificuldade de acesso pela camada da populagdo que mais

necessita do suplemento.

9.3. Suplementacao de animais

Em se tratando de nutricdo animal, a pratica da suplementacédo de
racbes com Se tém sido utilizada para controlar o baixo suprimento do nutriente
pelas forragens. Esta medida tem se mostrado eficiente ndo sé no combate a
deficiéncia de Se nos rebanhos, mas também como meio de elevar a concentragao
do mineral nos alimentos de origem animal consumidos pelo homem, contribuindo
para a maior ingestao dietética do nutriente em nivel populacional.

A suplementacdo de animais com Se pode ser realizada diariamente
pela adigdo de formas orgénicas ou inorgéanicas as ragdes, ou pela administragao
direta de capsulas ou suplementos liquidos injetaveis ou orais.

Estudos tém demonstrado (ALLAWAY, 1973; ULLREY et al., 1977)
que a suplementagao de ragdes com Se inorganico em niveis apropriados nao
altera a concentragdo do nutriente nos alimentos (carnes) em relagdo aqueles
obtidos de animais alimentados com dietas naturalmente adequadas de Se, o que
demonstra a seguranga da pratica como medida de elevagéo da ingestao do mineral

por meio do alimento. Outros alimentos de origem animais, como peixe, vém sendo
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estudados com relagcdo ao seu potencial para o enriquecimento por meio da
suplementagdo com objetivos sobre a elevagdo do nivel de ingestdo, bem como
sobre a producdo de formas de Se com elevada capacidade anticarcinogénica
tendo-se obtido resultados bastante promissores (WHANGER et al., 2000).

Todavia, a pratica da suplementacédo de animais com Se requer alguns
cuidados, uma vez que, em virtude da capacidade téxica do elemento, a aplicacao
inadvertida de doses mais elevadas pode levar a morte do animal. Para contornar
este problema, uma forma mais segura de se obter um nivel adequado de ingestao
pelos animais seria a producado de forragens enriquecidas por meio da adubacéao
com sais de Se (selenito e selenato de sddio) que sera discutida a seguir também

como medida de elevagéo do nivel de ingestdo de Se pelo homem.

9.4. Adubacéao de culturas

O uso de Se como fertilizante de culturas é praticado principalmente
na Finlandia, desde 1984, onde € normalmente adicionado a mistura de NPK a uma
concentracdo de 16 mg kg' ou 6 mg kg' para cereais e culturas forrageira,
respectivamente (KOIVISTOINEN e HUTTUNEN, 1985; EUROLA e HIETANIEMI,
2000).

A experiéncia finlandesa tem caracterizado a fertilizacdo de culturas
com Se como uma pratica segura, de baixo custo, facil execugdo e muito eficaz na
elevacgao do nivel de Se na populagao. Segundo ARO et al. (1995), trés anos apds o
inicio do programa, a ingestao dietética de Se triplicou e a concentragao do nutriente
no plasma quase duplicou. Tem-se observado também, a partir de 1985,
decréscimo na taxa de doencgas cardiovasculares e de certos tipos de cancer, mas
pela falta de controle para comparacoes, tais efeitos ndo podem ser atribuidos
apenas ao Se (VARO et al., 1994).

O enriquecimento de cereais como trigo e arroz por meio da adubagéao
com sais de Se tém sido estudado em paises como a Australia e a China,
respectivamente, como meio de elevagdo da ingestdo de Se por individuos
residentes em areas onde a deficiéncia do elemento no solo é refletida em sua
concentragdo nos alimentos (LYONS et al.,, 2003; CHEN et al.,, 2002). Nestes
alimentos enriquecidos, o0 Se se encontra predominantemente na forma de SeMet
(OLSON et al.,, 1970; BEILSTEIN et al., 1991), cuja biodisponibilidade tem se

mostrado superior as outras formas do nutriente.
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Outros estudos de enriquecimento de alimentos por meio da adubacéao
de culturas sao realizados com o objetivo n&do apenas de elevar a ingestdo de Se,
mas principalmente, de obter formas do nutriente consideradas anticarcinogénicas.
E o caso, por exemplo, do alho, da cebola e do brécolis (CAl et al., 1995; IP et al.,
2000) nos quais a principal forma de Se é a SeMCys. Esta forma foi indicada como
de alta eficacia na prevencao do cancer (FINLEY et al.,, 2000) o que maximiza os

beneficios oriundos de plantas enriquecidas com o referido nutriente.

9.5. Melhoramento de plantas para favorecer a acumulacdo de Se
(biofortificacao)

O melhoramento de plantas com o objetivo de elevar a absorcéo e, ou
retencao de Se (biofortificagdo) pode ser, de acordo com LYONS et al. (2003), uma
estratégia eficaz e sustentavel de elevagdo da ingestdo do nutriente a exemplo do
que tem sido desenvolvido para outros micronutrientes como Fe, Zn e vitamina A.

A variabilidade observada entre plantas na sua capacidade de
acumulagao de Se poderia funcionar como base genética para selecdo. Estudos
preliminares tém encontrado uma variagdo na acumulagado de Se entre plantas da
familia das brassicas de cerca de 15 vezes (COMBS, 2001) e identificado uma soja
acumuladora de Se (WEI, et al.,, 1996). O trigo € outro alimento que tem se
mostrado muito promissor como alvo do melhoramento tanto pelo seu consumo
abrangente como pela sua variabilidade no conteudo de Se (LYONS et al., 2003)
podendo, como ja visto, acumular teores elevados do nutriente.

A utilizagdo da biofortificacdo ndo dispensa o emprego das demais
estratégias vindo a complementa-las. Entretanto, como medida de elevagado da
ingestdo de micronutrientes dentre os quais estda o Se, a utilizacdo de plantas
biofortificadas apresenta algumas vantagens adicionais, destacando-se como mais
importantes a auséncia de necessidade de mudanca de comportamento ou de
habitos por parte do consumidor, o baixo custo relativo e a elevada abrangéncia.

Um fator importante relacionado ao enriquecimento de alimentos com
Se por meio da adubagdo ou melhoramento de culturas é a evidéncia de que a
utilizacdo de compostos puros do nutriente pode promover resultados diferentes
quando comparado com a sua presenca em plantas. Observa-se que a SeMet pura
nao é tao eficaz na reducédo de tumores de célon, mas trigo enriquecido com Se,

onde a maior forma de Se é SeMet, apresentou alta efetividade. O mesmo foi
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observado com relagdo a SeMCys em brocolis enriquecido (FINLEY e DAVIS,
2001).

10. Consideracdes finais

Apesar de evidéncias crescentes da deficiéncia de Se em muitas
partes do mundo e da provavel relagao entre incidéncia de doengas graves como o
cancer e a baixa ingestdo do nutriente, estudos ainda s&o necessarios para se
esclarecer os mecanismos pelos quais 0 Se promove seu efeito funcional ou
terapéutico e qual a importancia ou contribuicdo das demais selenoproteinas nao
funcionalmente caracterizadas, bem como das diferentes formas de Se presentes

nos alimentos, na promog¢ao da saude humana.

Ademais, estratégias de elevacao do nivel de ingestdo de Se, ainda
que em determinadas situagdes se mostrem necessarias e urgentes, s6 devem ser
implementadas mediante rigorosa caracterizagdo da situagdo nutricional da
populagcdo de modo a minimizar efeitos indesejaveis, como no caso da interagao
negativa ente iodo e Se, e potencializar os efeitos almejados, utilizando estratégias
que permitam a maximizagdo de sua agao, tanto nutricional quanto terapéutica,
resguardando sempre o limite de seguranga acima do qual € expressa a capacidade

toxica do nutriente.
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CAPITULO 2 - Biodisponibilidade de selénio em cultivares de feijdo comum e
em feijao submetido a adubacéao foliar com selenito de sodio

RESUMO

O feijao € uma leguminosa consumida regularmente na dieta da
populacao brasileira sendo considerado, em muitos paises, uma importante fonte de
proteina, carboidratos complexos, vitaminas e minerais. Além de seus componentes
nutritivos, o feijdo apresenta quantidades relevantes de compostos quimicos com
propriedades antinutricionais, os quais tém mostrado reduzir o valor nutricional dos
alimentos, diminuindo a digestibilidade ou biodisponibilidade de macro e
micronutrientes. Este estudo teve por objetivo avaliar a biodisponibilidade de selénio
(Se) em 5 cultivares de feijdo cozidos com sua agua de maceragao: branco (Ouro
Branco), negro (Diamante Negro) e marrom-rajado (BRS Radiante, Pérola e
Talismé), e em feijdo Pérola submetido a adugdo com selenito de sédio e seu
controle. Ratas adultas Wistar foram submetidas a um periodo de deplecao de 7
dias com dieta sem adi¢cao de Se. Posteriormente, os animais foram divididos em
nove grupos (n= 10 animais por grupo) e alimentados por um periodo de 28 dias
com as deitas experimentais com feijao e dietas contole (AIN-93 sem adi¢do e com
adicao de Se). As dietas com feijdo bem como a dieta controle com Se foram
formuladas de modo a fornecer 0,1mg Se kg™. A atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) plasmatica e hepatica bem como a concentracdo de Se nos
eritrécitos foram utilizados como biomarcadores da biodisponibilidade do nutriente.
Nao foram observadas diferengas na biodisponibildade de Se entre os cultivares
estudados (P>0,05). A biodisponibilidade relativa de Se variou de 68,5 % (Diamante
Negro) a 55,5 % (BRS Radiante) avaliado pela atividade GPx plasmatica. O feijao
Pérola submetido a adubagdo com Se apresentou biodisponibilidade relativa
superior ao feijao ndo adubado, embora suas concentragbes no nutriente tenham

sido semelhantes.
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Bioavailability of selenium in common bean cultivars and in foliar fertilized
beans with sodium selenide

ABSTRACT

Common beans is a legume consumed frequently in the Brazilian diet
and considered, in many countries, an important source of protein, complex
carbohydrates, vitamins and minerals. However, beans also possesses appreciable
amount of chemical compounds with antinutritional properties. These compounds
reduce the nutritional value of foods due the lowest absorption and bioavailability of
macro- and micronutrients. The aim of this current study was to evaluate the
bioavailability of Se in 5 beans cultivars cooked with their soaking water: white (Ouro
Branco), black (Diamante Negro) and brown (BRS Radiante, Pérola and Talisma),
and in Pérola beans fertilized or no with sodium selenite. Female adult Wistar rats
were placed in a selenium-free diet for 7 days (depletion). Then, they were
distributed in 9 groups (n= 10 animals per group) and fed with experimental diets
with beans and control diets (AIN-93 without addition of Se and with addition of Se)
for 28 days. The diets with bean as well as the control diets were formulated in order
to supply 0,1 mg Se kg'. The activity of plasm and liver glutathione peroxidase
(GPx) enzymes and erythrocyte Se were used as biomarkers for bioavailability of the
nutrient. There was no difference in Se bioavailability between bean cultivars
(P>0,05). The relative bioavailability of Se varied from 68,5 % (Diamante Negro) to
55,5 % (BRS Radiante) evaluated by plasm GPx activity. Pérola beans fertilized with
Se presented higher relative bioavailability related to bean without fertilization,

despite their similar concentrations in Se.
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BIODISPONIBILIDADE DE‘SELENIO EM CULTIVARES DE FEIJAO COMUM E
EM FEIJAO SUBMETIDO A ADUBACAO FOLIAR COM SELENITO DE SODIO

1. Introducéo

O selénio (Se) € um elemento essencial a nutricao humana com
importantes fungdes biologicas relacionadas, principalmente, a atividade das
enzimas tipo 1,5-iodotironina deiodinase, envolvida no metabolismo dos horménios
da tiredide (ARTHUR et al., 1993), e glutationa peroxidase (GPx), que auxilia nos
mecanismos de defesa da célula contra danos oxidativos (URSINI e BINDOLI,
1987).

A recomendacéao diaria de ingestdo do nutriente para adultos é de 55
ug com base na expressao maxima da atividade GPx em plasma sanguineo (FOOD
AND NUTRITION BOARD, 2000). A deficiéncia de Se esta implicada na etiologia de
doencas graves como a de Keshan, uma cardiopatia amplamente observada na
China em areas onde o baixo nivel de Se no solo reflete-se no seu teor nos
alimentos (GE e YANG, 1993; TAN et al., 2002). N&o obstante este fato, evidéncias
de deficiéncia deste elemento trago em humanos sao relativamente raras e muitas
populagdes com baixo nivel de ingestdo do nutriente ndo tém mostrado sintomas
aparentes (DANIELS, 1996). Contudo, nos ultimos anos, estudos epidemioldgicos
tém correlacionado positivamente o estado nutricional de Se no organismo humano
com uma ampla faixa de desordens incluindo doencas cardiacas e varios tipos de
cancer (SALONEN et al., 1982; WHANGER, 2004).

Em alimentos, o Se pode estar presente em menor propor¢do, nas
formas inorganicas de selenito e selenato e, em maior quantidade, em formas
organicas como selenometionina, selenocisteina e selenocistina dentre outras
(BENDER e BENDER, 1997). Estudos utilizando varios modelos experimentais
constataram que as formas de Se ligadas organicamente sao mais retidas que o Se
inorganico, sendo a selenometionina a forma mais biodisponivel do nutriente
comparativamente com as outras formas organicas mencionadas (BEHNE et al.,
1991; BEHNE e KYRIAKOPOULOS, 1993).

Os vegetais, de modo geral, incorporam o Se absorvido do solo em
proteinas, principalmente na forma de selenometionina e selenocisteina. Todavia, a

concentragdo de Se em alimentos de origem vegetal pode variar em fungdo da
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localidade em que foi produzido, particularmente quanto ao nivel de Se no solo
(LEVANDER, 1987; GUPTA et al., 2000).

Nos ultimos anos, pesquisas foram realizadas com o objetivo de
enriquecer alimentos de origem vegetal com Se por meio da adubacgao de culturas
com sais inorgéanicos (selenito e selenato) (LU et al., 1996; FINLEY et al., 2001,
CHEN et al., 2002). Esta pratica vem sendo discutida tanto no sentido de prevengao
da deficiéncia de Se pela elevagao do seu nivel dietético (CHEN et al., 2002),
quanto de reducgado do risco de cancer pelo aumento da ingestdo de formas do

elemento que promova metabdlitos considerados antimutagénicos (HU et al., 2002).

No Brasil, alimentos de origem vegetal apresentam, em sua maioria,
baixos teores de Se sendo os pescados considerados uma das principais fontes do
nutriente (FERREIRA, 1999). Entretanto, o elevado consumo de pescados nao faz
parte do habito alimentar de grande parte da populagdo brasileira. Além disso,
segundo NEVE et al. (1987), as formas de Se encontradas nos peixes apresentam
baixa biodisponibilidade (20% a 50 %), em relagéo aos alimentos de origem vegetal
(85% a 100 %). Desta forma, a pratica de enriquecimento de alimentos de origem
vegetal, utilizando técnicas de adubagédo com Se, poderia constituir-se numa medida
eficaz de elevagdo da ingestdo e adequacéo deste elemento trago pela populagao

brasileira.

Neste sentido, o feijdo, considerado um dos alimentos de maior
consumo per capita no Brasil e uma importante fonte de proteina na dieta brasileira,
pode constituir-se em um veiculo promissor para o Se por meio do enriquecimento.
Deve-se considerar, no entanto, que a contribuicdo de um alimento na melhoria do
estado nutricional de Se em humanos e animais ndo esta apenas em funcao da sua
concentracdo no alimento natural ou enriquecido, mas, sobretudo, de sua
biodisponibilidade.

Em alimentos, a biodisponibilidade de Se tem se mostrado variavel em
funcao de fatores intrinsecos ao alimento e, principalmente, das formas quimicas do
nutriente presentes no mesmo (MARKS e MASON, 1993; IP e LISK, 1993; FINLEY

e CINDY, 2001) e dos processos de preparagao do alimento para consumo.

A biodisponibilidade de Se é geralmente avaliada pela determinagao
da atividade enzimatica de glutationa peroxidase (GPx) e do nivel de Se em

componentes sanguineos (plasma, eritrocitos e sangue total) ou em outros tecidos
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(LEVANDER, 1987; NEVE, 1995). Estes parametros estdo relacionados com o
estado nutricional relativo ao Se tanto em humanos como em animais.

N&o obtante o seu elevado potencial nutritivo, o feijao tem sido alvo de
muitos estudos relativos a presenca de substancias antinutritivas que podem
complexar proteinas, vitaminas e sais minerais promovendo sua indisponibilizagcao
para o organismo. Sendo assim, faz-se necessario determinar a biodisponibilidade
de Se em feijdes como uma das principais medidas de avaliacdo do seu potencial
como fonte de Se.

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da adubagdo com
selenio de sodio nos niveis de selénio do cultivar Pérola e a biodisponibilidade de
Se neste cultivar e em cultivares de feijao das classes branca, pretorepresentativos

das variedades de maior consumo no Brasil.

2. Material e Métodos
2.1. Obtencéao e preparo do material experimental

Foram utilizados os cultivares de feijao comum (Phaseolus vulgaris, L.)
Pérola (PE), Ouro Branco (OB), Diamante Negro (DN) e BRS Radiante (BRS)
fornecidos pela EMBRAPA — Arroz e Feijao, localizada em Santo Antonio de Goias,
GO, o cultivar Talisma (TL) fornecido pela Universidade Federal de Vigosa, MG e o
cultivar Pérola submetido a adubagcdo com Se (PE+Se) e seu respectivo controle
(PE-Se), fornecidos pela EPAMIG, MG.

Para obtencdo do feijao PE+Se foi realizada, aos 30 dias apdés o
plantio, adubaco foliar com 10 g ha™ de Se na forma de selenito de sédio diluido
em 200 litros de agua aplicados com pulverizador costal de 20 litros. Outra area do
plantio foi submetida ao mesmo processo de pulverizagao utilizando-se agua isenta
de selenito de sédio, constituindo-se no tratamento controle (PE-Se).

Obtidos os cultivares de feijéo, foi realizada a preparagédo do material
experimental que se iniciou com a selegéo e lavagem dos graos seguindo-se de um
periodo 15 horas de maceragdo em agua a temperatura ambiente, empregando-se
a proporgao feijao:agua de 1:2. Apods este periodo, os feijoes foram cozidos,
juntamente com a agua de maceragédo acrescida de mais 500 mL de agua, em
panela de pressdo doméstica por 15 minutos contados apds a saida constante de
vapor pela valvula de pressao. Os feijdes com seu caldo de cocgéo foram dispostos

em bandejas de acgo inoxidavel e secos a 60 °C em estufa de ar circulante por cerca
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de 24 horas sendo, posteriormente, moidos em microprocessador domeéstico e
passados por peneira com malha de 850 ym até sua completa trituracéo e

obtenc&o de uma farinha homogénea.

2.2. Determinagao da concentragédo de Se

As amostras dos materiais experimentais acima especificados foram
submetidas a processo fechado de mineralizagdo umida, seguido da determinagao
do teor de Se por Espectrofotometria de Absorcao Atdbmica com Geragao de
Hidretos de acordo com metodologia descrita por DIAZ-ALARCON e colaboradores
(1994).

Amostras de aproximadamente 0,5 g foram pesadas dentro de potes de
politetrafluoretileno (PTFE) aos quais foram adicionados 5 mL de &cido nitrico
concentrado e 1 mL de perdxido de hidrogénio a 30 %. O processo de mineralizagao
foi realizado em microondas modelo Ethos Plus, marca Milestone seguindo-se a
programacgao especificada no Quadro 1. Apds a mineralizagdo das amostras, foi
feita a reducdo do Se*® para o estado de oxidagdo Se*™ pela adicdo de HCI
concentrado e aquecimento a 90 °C por 30 minutos. Este procedimento é
necessario a obtencao de hidretos de Se quando da determinagao do elemento por
espectrofotometria de absor¢do atdbmica com geragdo de hidretos. Apds o
resfriamento das solugdes, procedeu-se a sua transferéncia quantitativa para baldes
volumétricos de 25 mL completando-se o volume com agua deionizada,
procedendo-se da mesma forma com os padrdes constituintes da curva de
calibragao. A precisao (percentagem de recuperagéo) do processo de mineralizagao
da amostra foi obtida pelo método de padronizacido interna, acrescentando-se
quantidades crescentes de Se as amostras antes de sua mineralizagdo. A

percentagem de recuperacao foi de 101,02 %.

Quadro 1. Programa de digestdo dos materiais experimentais em microondas
marca Milestone, modelo Ethos Plus

Etapa Tempo Temperatura
1 10 minutos 100 °C
2 20 minutos 200 °C
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2.3. Determinagdo da composigcdo centesimal

Na determinacao da composicao centesimal do material experimental
foram analisados os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipidios seguindo-se os
métodos oficiais recomendados pela AOAC (1984). O teor de carboidrato foi obtido

pela subtracédo percentual dos teores de proteina, lipidios e cinzas.

2.4. Determinacédo do perfil de aminoacidos

A determinagdo da composicido relativa e quantificagdo dos
aminoacidos presentes nos cultivares de feijao utilizados neste experimento bem
como do cultivar pérola adubado com Se (PE-Se) e seu controle (PE-Se), foi
realizada pelo método feniltiocarbamil aminoacidos (PTC) (analise de aminoacidos:
derivacdo pré-coluna com fenilisotiocianato) (ROSA et al.,, 1987). As amostras
foram submetidas as etapas consecutivas de a) hidrolise com LiOH 4N para o
triptofano por 24 h a 110 °C e com HCI 6N bidestilado por 22 h a mesma
temperatura para os demais aminoacidos; b) derivagédo pré-coluna dos aminoacidos
livres com fenilisotiocianato (PITC); e ¢) separagao dos derivados feniltiocarbamil-
aminoacidos (PTC-aa) em coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag-3,9 x 150 mm)
com monitoragdo de comprimento de onda em 254 nm. Obteve-se a quantificagcao
dos PTC-aminoacidos pela integralizagdo das areas dos picos de cada aminoacido
tomando-se como referéncia a area do pico do padrdo de aminoacidos com
concentracdo conhecida derivado nas mesmas condigdes e ao mesmo tempo que

as amostras.

2.5. Ensaio biolégico

Para determinacdo da biodisponibilidade de Se nas variedades de
feijdao, foi conduzido ensaio biolégico no Laboratério de Nutrigdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa. Noventa
ratas (Rattus novergicus, variedade albinus, classe Rodentia), da linhagem Wistar,
adultas, com idade média de 50 dias foram pesadas, distribuidas em gaiolas
individuais e mantidas em ambiente com temperatura variando entre 22 + 2° C e
ciclo claro-escuro de 12 horas. Inicialmente as ratas foram submetidas a um periodo
de deplecdo de Se de 7 dias durante os quais receberam, ad libitum, agua
deionizada e dieta AIN-93M com mistura de minerais isenta de Se. Ao término deste

periodo, os animais foram distribuidos, de acordo com o peso, entre os nove grupos
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experimentais com 10 animais por grupo. Durante um periodo de 28 dias, foram
fornecidos agua deionizada ad libitum e dietas experimentais controladas variando
de 10 a 20 g diarios. Em ambos os periodos experimentais, o peso e consumo
alimentar dos animais foram registrados semanalmente para obten¢gdo do consumo
total e calculo do ganho de peso e do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA=

ganho de peso (g) / consumo alimentar (g) x 100).

2.5.1. Constituicao das dietas experimentais

As dietas experimentais utilizadas no ensaio constaram dos cultivares
de feijao anteriormente mencionadas tomando a identificacdo destes antecedidos
pela letra D (DPE, DOB, DDM, DBRS, DTL, DPE-Se e DPE+Se), e de duas dietas
denominadas de controle positivo (CP: com mistura de minerais com Se na forma
de Na;SeOs) e controle negativo (CN; com mistura de minerais isenta de Se)
(Quadro 2).

A composicao das dietas experimentais teve como base a dieta AIN-
93M (REEVES et al., 1993).

Considerando-se o requerimento de Se indicado na referida dieta
padrdo de 0,15 mg Se kg™ de dieta para roedores adultos com base na express&o
maxima da atividade GPx, foi estabelecido, neste ensaio, um nivel inferior de
fornecimento de Se (0,10 mg kg”') de modo a permitir a observacdo de possiveis
diferencas nos niveis de atividade da enzima entre os grupos experimentais.

Para o calculo das quantidades de feijao dos diferentes cultivares a
serem adicionadas as dietas, tomou-se a cultivar de menor concentragdo de Se (PE:
82,59 pg kg'), calculando-se a quantidade maxima de feijdo que se poderia
adicionar a dieta AIN-93M de modo a aproximar-se do teor de Se estabelecido,
resguardando os ingredientes considerados indispensaveis e considerando
informagdes bibliograficas relativas a quantidade maxima possivel de ingestdo de
feijdao por roedores que ndo promovessem transtornos intestinais. Com base no teor
de Se fornecido a dieta pela cultivar de menor concentracdo do elemento (PE=
0,075 mg kg’ de dieta), calculou-se a quantidade de feijao a ser utilizada na
composicao das dietas dos demais cultivares, com excecéo da dieta DPE+Se onde
foi empregada a mesma quantidade de feijdo calculada para o seu controle (DPE-
Se). Com o objetivo de totalizar o fornecimento de 0,10 g Se kg™ de dieta, foi

adicionado as dietas experimentais com feijdo uma mistura de minerais que

47



fornecesse os 0,025 mg Se Kg™' de dieta pela adicdo de Se na forma de selenito de
soédio (NaxSeO:s).

Determinados os quantitativos de feijdo empregados na composi¢cao
das dietas, calculou-se o fornecimento de proteinas por parte destas igualando-os
pela adicdo de caseina de modo a obterem-se dietas isoprotéicas (21,54 %).
Devido ao baixo teor de lipidios em feijées, nédo foi realizado ajustes na quantidade
de 6leo adicionado as dietas enquanto que, com relagao a celulose, por ser o feijao

uma boa fonte de fibra, optou-se pala supresséo do referido componente.

2.5.2. Sacrificio dos animais e coleta de material para anélise

Terminado o periodo experimental, os animais foram anestesiados sob
atmosfera de didxido de carbono, procedendo-se a abertura das cavidades
abdominal e toracica para coleta de sangue por pungao cardiaca. As amostras de
sangue foram acondicionadas em tubos contendo heparina como anticoagulante.
Em seguida, coletou-se o figado dos animais o qual foi lavado em solugéo salina,
pesado, embalado, identificado e congelado em nitrogénio liquido para posterior

processamento.

2.5.3. Andlise da atividade de GPx em plasma e figado

Para analise da atividade de GPx plasmatica, logo apds o sacrificio
dos animais, o sangue coletado foi centrifugado a 1.000 x g por 10 minutos a 4 °C
obtendo-se plasma sanglineo e massa eritrocitaria. Do figado parcialmente
descongelado, foi pesado aproximadamente 1 g de tecido e adicionado 10 mL de
tampéo frio (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM EDTA e 5 mM de betamercaptoetanol)
procedendo-se a homogeinizagao da amostra e posterior centrifugagdo a 10.000 x g
por 15 minutos a 4 °C removendo-se o0 sobrenadante para avaliagcdo da atividade
GPx celular.

A atividade GPx plasmatica e hepatica foi avaliada pelo método
modificado de PAGLIA E VALENTINE (1967) usando kit comercial da Cayman
Chemical (n° 703102) o qual emprega hidroperéxido de cumeno como substrato.
Para padronizacdo da analise, utilizou-se GPx de eritrocito bovino fornecida pelo
referido kit. A atividade de GPx das amostras foi obtida em leitora de ELISA a
temperatura de 25 °C por meio do monitoramento da oxidacdo de NADPH a 340

nm. A unidade de atividade da enzima foi definida como 1 umol de NADPH oxidado
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min™ e os resultados foram expressos umol min” mL™ de plasma ou em pmol min™
mg” de proteina para o figado. A determinacdo de proteinas totais no figado foi
realizada espectrofotometricamente pelo método colorimétrico de biureto com

absorcdo a 540 nm, utilizando-se kit comercial (CELM, Sao Paulo, Brasil).
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2.5.4. Determinacéo da concentragdo de Se em eritrocitos

A determinacdo da concentracdo de Se eritrocitario foi realizada por
espectrofotometria de absorgao atdmica com geracédo de hidretos de acordo com
método proposto por HANSSON et al. (1987) e FINLEY et al. (1996) com
modificagdes. Inicialmente, tomou-se 0,5 mL de amostra de eritrécitos por animal,
procedendo-se a sua mineralizacao pela adicado de 5 mL de solucao nitroperclorica
(3:1) seguido de pernoite e de um programa de aquecimento em bloco digestor,
descrito no Quadro 3. A elevagcdo programada da temperatura de digestdo das
amostras tem como objetivo, evitar a perda de Se por volatilizagdo em condi¢des de
rapido e elevado aquecimento. Em seguida a mineralizagdo das amostras, realizou-
se o processo de reducdo do Se*®, presente na solugdo, para o estado de oxidagao
Se** por meio da adicdo de 5 mL de HCI 6M seguido de aquecimento a 90 °C por 1
hora. Apds resfriamento, as solugbes tiveram seu volume aferido com &agua
deionizada para 25 mL. A determinacdo da concentragdo de Se nas amostras foi
realizada em espectrofotdbmetro de absor¢cao atdbmica acoplado de gerador de
hidretos desenvolvido por pesquisadores do Departamento de Geoquimica da
Universidade Federal de Ouro Preto. O coeficiente de recuperacédo do analito foi de

92 % pelo método de adi¢ao de padrao.

Quadro 3. Programa de aquecimento em bloco digestor para mineralizagdo de
amostras de eritrécitos submetidas a determinagao da concentragao de

Se
Temperatura (°C) Tempo (min)
50 30
70 30
100 30
120 30
180 até a auséncia de fumos de acido (cerca de 2 h)

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 10 repeticbes. Os tratamentos constaram de 7 dietas experimentais
constituidas com fontes diferenciadas de Se (cultivares de feijao e feijao

suplementado com seu controle) e de duas dietas controle, perfazendo o total de 9
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tratamentos. Os dados de consumo, ganho de peso, CEA, atividade GPx em plasma
e figado e concentragdo de Se nos eritrocitos foram submetidos a analise de
variancia sendo as meédias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa Sistema
para Analises Estatisticas - SAEG, versao 8.0, desenvolvido pela Universidade
Federal de Vigosa (FUNARBE, 1998).

3. Resultados e Discusséao
3.1. Composicado centesimal e concentracado de Se dos cultivares de feijao

A composicao centesimal e o teor de Se dos cultivares de feijao
utilizados encontram-se na Quadro 4. Os teores de proteina, lipidio e Se foram
utilizados como base para o célculo dos constituintes das dietas experimentais

usadas no ensaio biolégico.

Quadro 4. Composigao centesimal em base Uumida e concentracdo de Se em base
umida e base seca dos cultivares de feijao

Cultivar/cor Umidade Proteina Lipidio Cinza  Carboidrato Se Se

base umida base seca

g/100g ng/100g -----------
PE (MR) 6,31 21,78 2,22 3,82 64,00 8,26 8,81
OB (B) 5,65 24,80 2,32 3,58 64,00 10,49 11,12
DN (P) 7,03 22,67 2,64 3,97 62,81 12,92 13,90
BRS (MR) 5,17 24,28 2,31 3,55 65,64 8,44 8,90
TL (MR) 3,72 23,99 2,11 3,67 65,52 12,14 12,61
PE-Se 6,99 22,22 1,73 3,86 65,20 12,19 13,10
PE+Se 7,25 22,37 1,79 4,03 64,56 12,33 13,29

Média de trés determinagdes; PE: feijao pérola; OB: feijdo ouro branco; DN: feijdo diamante negro;
BRS: feijao BRS radiante; TL: feijao talisma; PE-Se; feijao pérola sem suplementagéo; PE+Se: feijao
pérola suplementado com Se; MR: marrom-rajado; B: branco; P: preto.

3.2. Concentracédo de Se

As plantas sao fontes primarias de Se e concentragdes variaveis deste
nutriente em alimentos de origem vegetal tém sido observadas em fungdo da
disponibilidade do elemento no solo onde foram produzidos e de possiveis limites
genéticos inter e intraespecificos (ZHANG et al., 2003).

A concentragao de Se aqui determinada, refere-se a feijdes macerados

e cozidos com a agua de maceragéo. Esta forma de processamento foi escolhida em
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funcdo das observacdes obtidas por RAMIREZ-CARDENAS (2006), quando do
estudo de quantificacdo e biodisponibilidade de minerais nestes mesmos cultivares
submetidas a distintas formas de processamento.

De acordo com os resultados de teor de Se apresentados na Quadro 4,
verificou-se variagao na concentragao do mineral nos cultivares de feijao produzidos
pela EMBRAPA (PE, OB, DN, BRS) e pela UFV (TL) apresentando o cultivar PE o
mais baixo valor (8,81 ug/100 g) e o cultivar DN o mais alto (13,90 ug/100 g)

Estudos de quantificagdo de Se em feijao tém mostrado haver variagéo
na concentragdo do elemento no grdo em funcdo do local de producdo e/ou da
variedade/cultivar estudada a exemplo do que ocorre em soja (ZHANG et al., 2003).

FERREIRA (1999), avaliando a contribuigdo em minerais de diversos
alimentos componentes da dieta brasileira oriundos de varias localidades, observou
que a concentragado de Se em feijées variou de 0,5 a 23,9 ug/100 g, sendo os feijdoes
dos cultivares de cor preta os que apresentaram niveis mais elevados do nutriente.
Embora a concentragdo de Se encontrada no feijao tipo preto utilizado no presente
estudo tenha diferido consideravelmente dos reportados por FERREIRA (1999), a
mesma tendéncia foi observada, ou seja, o cultivar DN (preto) apresentou maior teor
de Se que os demais feijées de cor mais clara.

Comparando-se os dados de concentragdao de Se no cultivar Pérola
fornecimento pela EMBRAPA (PE) em relagdo ao mesmo cultivar produzido pela
EPAMIG (PE-Se), verifica-se que o segundo apresentou um percentual de 28 % a
mais de Se em relagdo ao primeiro (Quadro 4). Considerando-se a auséncia
significativa de perdas entre os cultivares de feijao durante o seu procesamento, esse
fato pode ser atribuido a diferencas nas condicdes de cultivo, principalmente com
relacdo a disponibilidade de Se no solo onde foi produzido. Este mesmo cultivar,
quando produzido sob as mesmas condi¢des experimentais do PE-Se e submetido a
adubacao com selenito de sédio (PE+Se) ndo apresentou elevagdo na concentragao
do mineral. Diante do exposto, pode-se inferir que o cultivar PE suplementado com
Se (PE+Se) produzido no campo experimental da EPAMIG, possa ter chegado a sua
capacidade maxima de acumulo do nutriente ndo permitindo que houvesse maiores
incorporagdes do mineral no gréo.

Trabalhos ainda ndo publicados de mapeamento do Se em territorio
brasileiro realizado por pesquisador da Technical University of Braunschweig,

Germany em cooperagdo com pesquisadores da Universidade de Sao Paulo
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(MARTENS et al., 2004), tém utilizado o feijao como alimento nativo na predi¢ao da
distribuicdo e disponibilidade de Se nos solos brasileiros. Os resultados tém
mostrado, por exemplo, que o feijdo cultivado na regido de Sao Paulo contém muito
menos Se em relagao ao feijao produzido na regido sul ou nordeste do pais, onde o
solo € mais rico neste mineral. Todavia, de acordo com os pesquisadores, as
diferencas parecem nao ser tdo elevadas a ponto de interferir na nutricdo, uma vez
que caracteristicas genéticas da planta parecem regular a acumulagdo do nutriente

no gréo.

3.3. Perfil de aminoé&cidos

Alimentos de origem vegetal incorporam Se nas proteinas
principalmente na forma de selenometionina e selenocisteina (JAFFE, 1992).

Grande parte do Se presente em plantas e animais se encontra ligado a
proteinas originando as selenoproteinas (JAFFE, 1992). Estudos de enriquecimento
de alimentos com Se via adubagédo de culturas com sais inorgénicos do elemento tém
constatado alteragdes relativas ndo s6 a concentragdo de Se como ao perfil de
aminoacidos no alimento estudado.

Brécoli cultivado em solos adubados com niveis crescentes de selenato
de sodio apresentou elevagao no nivel de todos os aminoacidos detectados quando
produzido sob a concentracdo mais baixa do elemento, sendo observado ainda, que
niveis mais elevados de adubacgao produziram respostas mistas (LEE et al., 2005).

Em outro estudo com cha verde, HU e colaboradores (2001)
constataram elevacdo no nivel de aminoacidos essenciais, com destaque para
metionina e cisteina, em folhas produzidas sob adubacdo de Se na forma de
selenito de sadio.

No presente trabalho, a cultivar PE submetida a adugdo com Se
(PE+Se) apresentou apenas pequenas elevagdes na concentragdo da maioria dos
aminoacidos analisados em relagao ao seu controle (PE-Se) (Quadro 5) a exemplo
do observado com a concentragdo de Se (Quadro 4).

Avaliando a composicdo aminoacidica dos demais cultivares
estudados nao foi observada correlagao linear entre aminoacidos livres totais e
conteudo de Se. Entretanto, quando comparados isoladamente, os aminoacidos
acido aspartico (r= 0,98*), serina (r= 0,90**), acido glutamico (r= 0,87**), glicina (r=

0,82**) e metionina (r= 0,71**) apresentaram correlagdes lineares positivas com a
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concentracdo de Se nos feijoes.

Contudo, nédo se pode dizer qual a variavel

condicionante ou até mesmo se ambas estdo sob efeito de outra variavel

desconhecida.

Neste sentido, comparando-se ainda o cultivar PE produzido pela

EMBRAPA com o mesmo cultivar produzido pela EPAMIG (PE-Se), observou-se

distintos perfis aminoacidicos indicando um provavel efeito das condi¢cdes de cultivo

sobre a composicdo de aminoacidos dentro de um mesmo cultivar.

Quadro 5. Composicao aminoacidica dos cultivares de feijao em base umida

Aminoacidos

Cultivares de feijao

PE* OoB* DN* BRS* TL* PE-Se PE+Se
mg aminoacido/g proteina

Fenilalanina+tirosina 62,44 47,98 69,25 58,48 67,53 61,20 67,50
Histidina 19,28 15,72 15,88 15,24 18,34 23,85 24,13
Isoleucina 22,04 17,34 24,26 24,30 25,84 34,20 36,65
Leucina 45,91 33,87 50,73 47,78 50,02 57,60 62,13
Lisina 36,27 27,01 42,79 43,24 39,18 52,20 52,75
Metionina 9,18 8,06 10,58 9,06 11,25 9,00 10,73
2 Cistina nd nd nd nd nd 5,40 5,36
Treonina 22,95 19,35 26,02 21,00 22,09 36,90 38,89
Triptofano nd nd nd nd nd 10,35 11,17
Valina 27,09 22,58 28,23 26,36 30,01 39,15 42,02
Alanina 28,92 24,59 29,55 26,36 28,76 33,75 34,87
Arginina 42,24 32,26 34,85 28,83 38,76 42,75 45,15
Acido aspartico 73,92 68,55 77,19 68,37 74,20 91,36 94,32
Acido glutamico 89,99 86,69 93,51 81,96 94,20 116,56 118,01
Glicina 22,50 19,76 22,49 19,36 21,26 32,85 32,63
Prolina 33,51 25,00 28,67 25,95 30,01 28,35 30,40
Serina 34,89 30,64 37,05 30,48 34,18 41,40 44,70

Média de duas determinagdes; nd: ndo determinado; *Fonte: RAMIREZ-CARDENAS (2006) op cit;
PE: feijao pérola; OB: feijao ouro branco; DN: feijao diamante negro; BRS: feijao BRS radiante; TL:
feijdo pérola sem

feijao talisma; PE+Se: feijao pérola suplementado com Se;

suplementacéo.

3.4. Biodisponibilidade

PE-Se;

O feijao apresenta em sua constituicdo elevado conteudo de proteina,

fibra e minerais bem como de importantes fatores antinutricionais como polifendis e

fitatos, os quais limitam a utilizagdo de todo o seu potencial nutritivo pelo organismo,
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particularmente no que se refere a biodisponibilidade de minerais essenciais como
ferro e zinco (SANDBERG, 2002).

Com relacdo ao Se, sdo escassos o0s estudos sobre a influéncia de
fatores antinutricionais na sua biodisponibilidade, sendo quase ou senao
inexistentes pesquisas de biodisponibilidade deste mineral em feijao. Apenas
algumas indicagdes tém sido feitas por GIBSON (1994) sobre o possivel efeito
negativo de fibra alimentar soluvel (pectina) na biodisponibilidade deste mineral bem
como da necessidade de estudos sobre o efeito que o acido fitico possa ter sobre a
mesma.

Estudos com Se tém constatado ndo haver controle homeostatico para
a absorcdo do elemento pelo intestino e diferencas na biodisponibilidade do
nutriente estdo relacionadas, principalmente, a forma de Se ingerida (PATRICK,
2004).

Em alimentos de origem vegetal, grande parte do Se se encontra
incorporado a proteinas nas formas principais de selenometionina (SeMet) e
selenocisteina (SeCys) (JAFFE, 1992).

Embora estudos de determinagdo das formas de Se presentes no
feijao ainda nao tenham sido realizados, supde-se que, em condi¢des normais de
fornecimento de Se e a exemplo de outras leguminosas como a soja (YANG et al.,
2003), as principais formas do nutriente presentes no grao sejam aquelas ligadas as
proteinas.

De acordo com PADOVESE et al. (2001), o feijao, assim como a maioria
das leguminosas, apresenta em sua fragdo nitrogenada quantidade relativamente
elevada do aminoacido nao-protéico S-metil-cisteina, presente normalmente na forma
de dipeptideo (gama-glutamil-S-metil-cisteina).

Estudo com a leguminosa Phaseolus lunatus demonstrou aumento na
concentracdo do analogo Se-metil-seleno-cisteina pela substituicdo do enxofre
presente em S-metil-cisteina quando do fornecimento a planta de Se inorganico
(NIGAN e McCONNEL, 1973). Este aminoacido também foi identificado como a
principal forma de Se em plantas consideradas acumuladoras do elemento
submetidas ao enriquecimento como brocoli (FINLEY e CINDY, 2001) e alho (IP e
LISK, 1995), apresentando, nestes alimentos, atividade antimutagénica e
anticancerigena. Diante destas consideragdes, ndo se sabe se modificagbes nas

formas de Se presente no feijao PE+Se possam ter ocorrido em virtude de alteragdes
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no metabolismo da planta em condi¢cdes de elevagao no fornecimento do elemento
na forma de selenito de sdodio decidindo-se, portanto, pela avaliacdo de sua
biodisponibilidade no mineral.

No Quadro 6, sdo apresentados os valores médios para consumo
alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar nas diferentes dietas
experimentais. De acordo com os resultados da analise estatistica ndo foram
observadas diferencas significativas de consumo entre as dietas experimentais

estudadas, com excegao da dieta OB, cujo consumo foi inferior as dietas CN e CP.

Quadro 6. Consumo alimentar (CA), ganho de peso (GP) e coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) dos animais em fung&o das dietas experimentais

Dieta CA (g) GP (g) CEA (%)
CN 371,44a 28,10a 7,64a
CP 373,38a 28,00a 7,50a
DPE 333,13ab 9,90b 2,90b
DOB 313,14b 13,00b 4,07b
DDN 355,03ab 13,90b 3,90b
DBRS 339,10ab 13,20b 3,80b
DTL 344,21ab 14,70b 4,24b
DPE-Se 353,07ab 15,50b 4,38b
DPE+Se 341,48ab 13,60b 3,85b

PE: feijao pérola; OB: feijao ouro branco; DN: feijao diamante negro; RS: feijdo BRS radiante; TL:
feijao talisma; PE-Se: feijao pérola sem suplementacéo; PE+Se: feijao pérola suplementado com Se;
Para cada parametro avaliado, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nas colunas nao
diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

Com relagao ao ganho de peso e ao coeficiente de eficiéncia alimentar,
nao se constatou diferengca entre as dietas experimentais com feijao, sendo
observado, entretanto, que estas diferiram das dietas CN e CP, as quais se
mostraram iguais entre si e superiores as demais. Este fato deve ter ocorrido em
virtude do baixo valor biolégico da proteina presente no feijdo em relagéo a caseina
nas dietas controle, como observado pela avaliagdo do perfil de aminoacidos
apresentado no Quadro 5.

A determinacdo da atividade de GPx e da concentragdo de Se em

fluidos corporais e tecidos constituem os principais biomarcadores utilizados em
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estudos de biodisponibilidade de Se em humanos e animais (ORTUNO et al., 1996).
Entretanto, as respostas a estes parametros tém se mostrado amplamente
dependente de fatores como a dose de Se utilizada, o metabolismo das formas de Se
estudadas, o estado nutricional inicial dos animais ou humanos, e ainda da duraciao
do periodo experimental estabelecido para a pesquisa (DIPLOCK, 1993).

A atividade GPx em plasma e figado sdo considerados biomarcadores
funcionais da biodisponibilidade de Se enquanto que a sua concentragao eritrocitaria
€ um dos determinantes da retencéo do nutriente no organismo podendo, inclusive,
apresentarem-se ou nao positivamente correlacionados (REA et al., 1979).

No presente estudo, a determinagao da concentragao de Se eritrocitario
nao permitiu observar diferengas na retencao de Se entre as dietas estudadas. Tal
fato se deu, provavelmente, em fungdo do curto periodo experimental utilizado (28
dias). De acordo com ZACHARA (1992), a apreciagao de modificagdes significativas
nestas células, exceto a longo prazo (varias semanas), sdo raramente observadas
em virtude da sua vida média de 120 dias, sugerindo que a incorporagdo de Se em
eritrécitos s6 se produz durante a eritropoiese. Observa-se, entretanto, uma
tendéncia de superioridade da dieta CP em relacdo a dieta CN e uma posigcao
intermediaria a estas das dietas com feijao, indicando que diferencgas significativas
possivelmente seriam observadas com o prolongamento do periodo experimental.

Considerando-se a atividade GPx em plasma sanguineo, observou-se
diferenca significativa entre as dietas CP e CN (4531 e 3619 pmol min™ L™,
respectivamente) demonstrando a validade, neste estudo, da utilizagdo deste
parametro como biomarcador na deteccao de diferengas de biodisponibilidade de Se
(Quadro 7).

Considerando-se as dietas a base de feijdo, ndo foram observadas
diferencas significativas na atividade de GPx plasmatica entre os grupos de animais,
mostrando, de acordo com este parametro, ndo haver diferenga na biodisponibilidade
de Se entre os cultivares estudados e entre o cultivar submetido a adubagado com Se

e seu controle.
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Quadro 7. Atividade enzimatica de glutationa peroxidase plasmatica (GPx
plasmatica), glutationa peroxidase hepatica (GPx hepatica) e
concentracgao eritrocitaria de Se (Se eritrocitario) em ratos alimentados
com diferentes dietas experimentais

Dieta GPx plasmatica GPx hepatica Se eritrocitario
(nmol min” mL™") (nmol min” mg de P (ug L™
CN 3619b 266,15a 295,69a
CP 4531a 255,35a 424,50a
DPE 2553cd 249,81a 380,77a
DOB 2635cd 240,16a 360,30a
DDN 3104bcd 230,63a 343,48a
DBRS 2514d 242,99a 332,47a
DTL 2999bcd 244,38a 351,68a
DPE-Se 2800cd 277,57a 395,75a
DPE+Se 3242bc 317,21a 374,28a

PE: Feijao Pérola; OB: Feijao Ouro Branco; DN: Feijao Diamante Negro; BRS: Feijao BRS Radiante;
TL: Feijao Talisma; PE-Se; Feijao Pérola sem suplementacédo; PE+Se: Feijao Pérola Suplementado
com Se; Para cada parametro avaliado, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nas
colunas nao diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

Estes resultados demonstram ndo haver influéncia de fatores
antinutricionais presentes no feijdo, como fibra soluvel e fitatos, sobre a
biodisponibilidade de Se ja que, quantidades distintas destes componentes foram
ingeridas entre os grupos de animais, devido ndo so a diferencas de concentragéo
dos mesmos nos cultivares de feijdo cozidos (RAMIREZ-CARDENAS, 2006) quanto
ao emprego de quantidades distintas do alimento nas diversas dietas experimentais
estudadas.

Foi constatado, entretanto, que as dietas a base de feijao foram
significativamente inferiores a dieta CP apresentado biodisponibilidades relativas de
71,5 % (DPE+Se), 68,5 % (DDN), 66,2 % (DTL) 61,8 % (DPE-Se), 58,1 % (DOB),
56,3 % (DPE) e 55,5 % (DBRS). Observam-se, de acordo com os dados, diferencas
consideraveis de biodisponibilidade relativa entre os cultivares de feijado bem como
entre o cultivar submetido a adubagdo com Se e seu controle. Uma correlagao linear
positiva (r= 0,92**) foi observada entre os valores de biodisponibilidade relativa de Se
e os teores do elemento nos cultivares estudados, excetuando-se o cultivar PE+Se.

Esta observacédo pode levar a hipotese da existéncia de variagcdes qualitativas e/ou
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proporcionais nas formas de Se armazenadas no grao quando de sua acumulagao
em diferentes niveis de concentracdo. Este fato parece nao estar correlacionado com
diferencas entre cultivares, uma vez que o mesmo cultivar (PE e PE-Se) com
concentracdes distintas de Se apresentou valores variaveis de biodisponibilidade
relativa. Quando o cultivar PE+Se foi considerado, a correlagao foi reduzida para r=
0,87**, indicando que um mesmo cultivar com concentracbes de Se semelhantes
(PE-Se e PE+Se) pode apresentar valores de biodisponibilidade relativa diferentes
em funcdo de possiveis alteracbes metabdlicas na incorporagdao de Se quando
submetida a adubacao foliar com selenito de sédio. Desta forma, a mais elevada
biodisponibilidade relativa de Se na dieta PE+Se pode ter ocorrido em virtude de
alteragbes quantitativas e, ou qualitativas nas formas de Se presentes no cultivar

submetido a adubacéo.

Cerca de 30 % do Se armazenado nos tecidos animais encontra-se no
figado. Estudos tém demonstrado que em animais submetidos a deficiéncia de Se a
atividade GPx hepatica se reduz rapidamente a valores proximos de zero (KNIGHT e
SUNDE, 1988; WEISS et al., 1997).

Quando a atividade GPx no figado foi utilizada como biomarcador da
biodisponibilidade de Se, observou-se a auséncia de diferencgas significativas entre as
dietas controle (CN e CP). Este fato pode ter ocorrido em fungdo do emprego de

hidroperdxido de cumeno como substrato para GPx.

De acordo com LAWRENCE et al. (1978), ha no figado, em adigao a
atividade GPx dependente de Se, uma Glutationa S-transferase (GST) nao
dependente de Se com atividade peroxidase. Segundo os mesmos autores, animais
deficientes neste nutriente apresentam elevacdo da atividade de GST como
mecanismo de compensacdo. Uma afinidade enzimatica (Km) de 0,57 mM para a
GTS foi determinado quando hidroperéxido de cumeno foi usado como substrato
(PIERCE e TAPPEL, 1978).

Desta forma, nao foi possivel estabelecer consideracbes sobre a
biodisponibilidade de selénio entre os cultivares de feijao quando avalida pela

atividade GPx em figado utilizando hidroperdxido de cumeno como substrato.
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4. Conclusdes

A adubagao foliar do feijoeiro do cultivar Pérola com selenito de sédio na
dose de 10 g de Se ha™ nao elevou a concentracdo de Se no grdo tdo pouco alterou
sua composi¢cao aminoacidica.

Os cultivares de feijao estudados bem como o cultivar pérola adubado
com Se e seu controle ndo apresentam diferengas entre si na biodisponibilidade de
Se medida pela atividade GPx plasmatica ndo estando, portanto, condicionada por
fatores antinutritivos presentes no alimento.

Em termos de biodisponibilidade relativa dos cultivares de feijao,
calculada com base na diferenca de atividade da GPx plasmatica entre as dietas com
feijdo e a dieta padrédo, foram constatadas variagées entre os cultivares os quais
apresentaram percentuais de 68,5 % (DDN), 66,2 % (DTL), 58,1 % (DOB), 56,3 %
(DPE) e 55,5 % (DBRS).

O cultivar pérola submetido a adubacdo com Se apresentou maior
biodisponibilidade relativa do nutriente (71,5 %) em relagcado ao seu controle (61,8 %).
Este fato reflete na eficacia do processo de adubacado utilizado na melhoria da
biodisponibilidade de Se em feijdo, com possivel aumento dos seus efeitos

fisioldgicos.
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ANEXOS

Quadro 1A. Resumo da analise de variéncia para consumo alimentar (CA), ganho
de peso (GP) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de ratas
alimentadas com diferentes dietas experimentais

FV GL Quadrado Médio

CA (9) GP (9) CEA (%)
Dietas 8 3442,08** 704,48** 44 55**
Residuo 81 1066,42 124,26 7,69
CV % 9,41 62,28 55,38

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F

Quadro 2A. Resumo da analise de varidncia para atividade de Glutationa
Peroxidase plasmatica (GPx plasmatica) Glutationa Peroxidase
eritrocitaria (GPx eritrocitaria) e concentracéo eritrocitaria de Se (Se
eritrocitario) de ratas alimentadas com diferentes dietas

FV GL Quadrado Médio
GPx plasmatica GPx hepatica Se eritrocitario
(nmol min” mL™) (nmol min”" mg de P™) (ng L
Dietas 8 4118739,00** 5428,55™ 14087,92™
Residuo 81 239920,80 4022,77 10773,39
CV % 15,74 23,33 28,66

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
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CAPITULO 3 - Potencial anticarcinogénico de feijdo e castanha-do-Paréa sobre
o risco de cancer de célon induzido por 1,2-dimetilhidrazina em
ratos F344

RESUMO

A castanha-do-Para (Bertholletia excelsa H.B.K.), alimento nativo da
regido amazonica, € rica em selénio (Se), enquanto o feijao (Phaseolus vulgaris L.)
€ uma leguminosa consumida regularmente na dieta brasileira. Ambos tem sido alvo
de interesse por parte dos pesquisadores como alimentos promotores da saude em
virtude da presenca de compostos com relevantes propriedades funcionais. O
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anticarcinogénico da castanha-do-Para
e do feijao preto, utilizados isoladamente ou em combinagado, sobre o cancer de
colon induzido quimicamente em ratos. Apos um periodo de 28 dias de deplecéo de
Se, ratos machos F344 (45) foram alimentados por 12 semanas com as seguintes
dietas hiperlipidémicas: controle AIN-93 sem adigdo de Se (CN); controle AIN-93
suplementada com 4 mg Se kg™’ (CP); dieta contendo a mesma dose de Se da dieta
CP fornecidos pela castanha-do-Para (C); dieta C formulada com feijao (F+C) e;
dieta com feijao (F). O carcinégeno de cdélon 1,2-dimetilhidrazina - 2HCI (DMH) ou o
seu veiculo (controle) foram aplicados aos animais em duas doses consecutivas na
segunda e terceira semanas ap6s a introduc¢ao das dietas experimentais. Ao final do
periodo experimental foram realizadas a avaliagdo da atividade das enzimas
Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa S-transferase (GST) bem como a
determinacdo da concentragao plasmatica de Se. Os biomarcadores do risco de
cancer de célon avaliados incluiram diferenciagao celular medido pela relacédo entre
a percentagem de células secretoras de sialomucinas e de sulfomucinas
(SIM:SUM); proliferagdo celular, avaliada pela altura de cripta em numero de células
e; alteragées morfoldgicas da cripta (altura, didametro da base e didmetro do apice) e
do colon (densidade de cripta por mm de célon). As dietas CP, C, F e F+C
promoveram o mesmo nivel de expressdo das enzimas GPx e GST nao sendo
observadas alteragbes de suas atividades quando da aplicagdo do carcinégeno
(DMH+) em relagdo aos seus respectivos controles (DMH-). Estas dietas também
promoveram maior grau de diferenciagcao celular e menor grau de proliferagdo
celular da mucosa colbnica em relacdo a dieta CN, ndao sendo observadas

alteracbes de padrdo quando da aplicacdo do DMH. A administragdo de doses
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supranutricionais de Se na forma de SeMet ou fornecida pela castanha-do-Para e a
utilizac&do do feijdo de forma isolada ou em combinagdo com a castanha nas dietas
avaliadas favoreceu a homeostase do desenvolvimento colénico evitando alteracdes
na diferenciagao e proliferagdo celular em ratos tratados com DMH, sugerindo um
papel protetor destes alimentos no cancer de coélon. Os resultados indicam ainda um

possivel involvimento de mecanismos multiplos de agéo.
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CAPITULO 3 - Anticarcinogenic potential of common bean and Brazil nut on
1,2-dimethylhydrazine-induced colon cancer in F344 rats

ABSTRACT

Brazil nut (Bertholletia excelsa H.B.K.), the richest known natural food
source of selenium, is native of the Amazon rain, while the common bean
(Phaseolus vulgaris L.) is a legume consumed frequently in the Brazilian diet. Both
foods raised the attention of researchers for their potential as health promoters due
to the presence of components with excellent functional properties. The aim of this
study was to evaluate the anticarcinogenic potential of the Brazil nut and black
beans, used separately or combined, on 1,2-dimethylhydrazine-induced colon
cancinogenesis in rats. After 28 day-period of Se depletion, male F344 rats (45)
were fed during 12 weeks with the following hyperlipidic diets for 12 weeks: control
AIN-93 without addition of Se (CN); control AIN-93 supplemented with 4 mg Se kg’
(CP); diet with the same dose of Se of CP diet provided by Brazil nut (C); diet C
formulated with beans (F+C) and diet with beans (F). The colon carcinogen 1,2-
dimethylhydrazine - 2HCI| (DMH) or its vehicle (control) were applied to the animals
in two consecutive doses in the second and third weeks after the introduction of the
experimental diets. At the end of the experimental period, the activity of glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST) and the levels of plasm Se
were analyzed. The biomarkers for the risk of colon cancer evaluated included
cellular differentiation, measured by the ratio of producing cells of sialomucins and
sulphomucins (SIM:SUM); cellular proliferation, evaluated by the height of crypt in
cells numbers; morphologic alteration of crypt (height, diameter of the base and
diameter of the apex) and of colon (density of crypt for mm of colon). The diets CP,
C, F and F+C promoted the same level of expression of GPx and GST, showing no
alteration in the activity of these enzymes in the treated animals with the carcinogen
(DMH+) in relation to its respective controls (DMH-). These diets also promoted
higher degree of cellular differentiation and lower degree of cellular proliferation of
the colonic mucosa in relation to CN diet, not being observed alterations of standard
with the application of the DMH. The administration of supranutritional doses of Se in
the form of SeMet or supplied by the Brazil nut and the use of the beans of isolated

form or combinated with the nut favoured the homostasis of the colonic development
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preventing alterations in the cellular differentiation and proliferation in rats treated
with DMH suggesting a protective role of these foods in the colon cancer. The results

still indicate a possible envolvement of multiple mechanisms of action.
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POTENCIAL ANTICARCINOGENICO DE FEIJAO E CASTANHA-DO-PARA
SOBRE O CANCER DE COLON INDUZIDO POR 1,2-DIMETILHIDRAZINA RATOS
F344

1. Introducéo

O estudo do céncer nestas Uultimas décadas ganhou impulso
consideravel a partir do desenvolvimento de tecnologias que possibilitaram nivel de
conhecimento mais aprofundado sobre esta patologia, refletindo a preocupagao
politica, social e cientifica frente a esta importante causa de mortalidade e
morbidade mundial, responsavel pela morte anual de 7,0 milhdes de pessoas em
todo o mundo, e de 130.000 apenas no Brasil (BRASIL, 2006).

O avanco da ciéncia também permitiu estabelecer uma relagao entre
dieta e o bindmio saude-doenca, o que levou a geragcdo de novos produtos
denominados de alimentos funcionais. Estes produtos, além do seu papel
nutricional, apresentam capacidade de reduzir os riscos de doengas. Diversos
alimentos tem sido objeto de pesquisa visando a analise de suas caracteristicas e
propriedades funcionais. Constata-se que algumas espécies de plantas destinadas
a alimentacdo humana sao portadoras de componentes funcionais nutritivos e nao-
nutritivos, estes ultimos chamados também de compostos bioativos, fitoquimicos ou
fitoterapicos (FERGUNSON et al., 2004). Tais constituintes apresentam, em sua
maioria, atividade antioxidante e sao capazes de ativar sistemas de enzimas
antioxidantes e, ou detoxificantes que ajustam e modulam o sistema fisioldégico do
organismo humano, de modo a promover a saude e reduzir o risco de doengas
(WATTENBERG, 1983).

Desta forma, a ciéncia tem buscado cada vez mais determinar quais
alimentos e ingredientes — isoladamente ou em combinagdo - oferecem
significativas propriedades funcionais e nomear os alimentos que apresentam niveis
elevados dessas substancias.

A castanha-do-Para, alimento nativo da regido amazobnica, tem
despertado o interesse por parte de pesquisadores devido a sua elevada
concentracdo natural de Selénio (Se), mineral com fungcdo antioxidante e
comprovado potencial anticancer.

A acédo antioxidante do Se, mediada pela enzima glutationa peroxidase
(GPx), da qual faz parte como componente essencial, tem sido considerado como

um dos possiveis mecanismos pelos quais o Se exerce seu efeito quimioprotetor.
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Segundo alguns pesquisadores (IP e LISK, 1997; IP, 1998; ROVER JUNIOR et al.,
2001) a GPx faz parte do sistema secundario de defesa da célula contra danos
oxidativos, os quais estdo envolvidos em processos cancerigenos. O potencial
anticancer do Se parece também estar relacionado com alteragées no metabolismo
de carcindgenos via atividade de enzimas que participam da Fase Il do sistema de
detoxificagdo de xenobibticos, dentre as quais esta a Glutationa S-Transferase (IP e
LISK, 1997). Esta enzima age inativando os produtos da Fase | do sistema de
detoxificagao, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excregdo (ROSSIT
e FROES, 2000).

Pesquisas tém demonstrado que a utilizacdo de alimentos
enriquecidos com Se, por meio da adubagdo, ou de alimentos naturalmente ricos
neste nutriente parece ser um caminho mais seguro e eficaz em relagdo aos
suplementos, no aumento da ingestdo visando a prevencédo de deficiéncias ou
reducao do risco de cancer (IP e LISK, 1994a; IP e LISK, 1994b; LU et al., 1996;
FINLEY et al., 2001; CHEN et al., 2002). Além disso, a eficacia do Se como agente
anticarcinogénico parece estar intimamente relacionada com a forma quimica do
elemento, a qual se mostra variavel de acordo com o alimento (IP, 1998).

Com relagao a castanha, encontram-se ja disponiveis pesquisas de
quantificacédo e especiagao do elemento (CHANG et al., 1995; VO NDERHEID et al.,
2002; KANNAMKUMARATH et al., 2005) e de sua biodisponibilidade (CHANSLER
et al., 1986; THOMSON et al.,, 2006). Entretanto, no que se refere ao potencial
anticarcinogénico da castanha em virtude do elevado teor de Se, ainda sao
incipientes as pesquisas relativas ao assunto havendo a necessidade de um numero
maior de evidéncias cientificas que suportem os apelos sobre o efeito protetor do
céancer atribuido ao referido alimento.

A exemplo da castanha, o feijao, leguminosa bastante consumida no
Brasil, também tem sido, nos ultimos anos, objeto de pesquisa como alimento
promotor da saude em virtude da presenca de importantes substancias
consideradas funcionais, dentre os quais se destacam compostos fendlicos, fitato e
fibras. Taninos e outros polifendis (antocianinas e flavonoides) tém sido estudados
como possiveis fatores protetores contra patologias mediadas por radicais livres em
humanos como € o caso do cancer (GONZALEZ DE MEJIA et al., 1999; AZEVEDO
et al.,, 2003; BAWADI et al., 2005). O fitato, por sua vez, por complexagdo com o

ferro, pode provocar reducao favoravel na formacao de radicais hidroxil no colon
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(HARLAND e MORRIS, 1995). Ja a fibra, como fator protetor na carcinogénese de
coblon foi proposta pela primera vez por BURKITT (1971) e, posteriormente, diversos
estudos epidemioldgicos tém demonstrado a associagdo do consumo de fibra com
um menor risco de cancer gastrointestinal com destaque para o cancer coloretal
(TROCK et al., 1990; BOYLE e LEON, 2002).

Dentre os varios tipos de cancer ja estudados, o cancer de coélon € o
que parece sofrer maior influéncia dos fatores dietéticos, sendo o consumo de
dietas hiperlipidicas e o baixo consumo de fibra alguns dos fatores relacionados
com a maior incidéncia da doenca (REDDY, 2000). Pesquisas também tém
desmonstrado a eficacia do Se, isoladamente ou como componente de alimentos,
na prevengao do cancer de colon em animais e humanos (WHANGER, 2004).

Neste sentido, altera¢des histologicas da mucosa colénica bem como
do padrao de glicoproteinas do muco tém sido empregados como marcadores de
mudancgas premalignas em pacientes com risco de desenvolvimento de tumores
colénicos e na determinagdo do efeito potencial de alimentos ou de seus
componentes na prevencao do cancer de colon (YANG et al., 1996; CHANG et al.,
1997; HONG et al.,, 1997; JENAB e THOMPSON, 2000). Pesquisas (FILIPE e
BRANFOOT, 1974; ALTMANN, 1983) tém demonstrado a predominéncia de
mucinas sulfatadas em coélon distal considerado normal de ratos e humanos sendo o
quociente entre células secretoras de sialomucinas e sulfomucinas (SIM:SUM)
relacionado ao grau de diferenciagcdo celular da mucosa colénica (JENAB e
THOMPSON, 2000).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
protetor da castanha-do-Para e do feijdo, de forma isolada ou em conjunto, sobre o
risco de cancer de colon induzido quimicamente em ratos F344 alimentados com

dietas hiperlipidicas.

2. Material e Métodos

Este ensaio foi conduzido no Departamento de Nutricion, Bromatologia
y Tecnologia de Alimentos da Facultad de Veterinaria da Universidad de Murcia,
Espanha. As analises dos alimentos e do material biolégico animal foram realizadas
nos laboratérios do referido departamento, no Hospital Veterinario da Facultad de
Veterinaria e nos laboratérios do Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales

(SACE) pertencente a mesma universidade. As analises histolégicas foram
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conduzidas no Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral

da Universidade Federal de Vigosa, MG.

2.1. Animais

Foram empregados 45 ratos machos Fischer (F334), recém
desmamados com 21 dias de idade provenientes da Harlan, Barcelona, Espanha.
Apos dois dias de adaptagéo, os animais foram distribuidos em gaiolas (trés animais
por gaiola) e mantidos em condigdes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e ciclo

claro/escuro de 12 horas por todo o periodo experimental.

2.2. Dietas experimentais

No periodo de deplecao de Se os animais consumiram dieta baseada
na AIN-93, sem adicido de Se e hipercaldrica.

Durante o periodo experimetal os animais foram alimentados com
cinco dietas distintas: CN (controle negativo; sem adigdo de Se), CP (controle
positivo; 4 mg SeMet kg '), F (dieta com feijao), C (dieta com castanha-do-Para),
F+C (dieta com feijao+castanha-do-Para).

Para elaboragcao das dietas com feijao (Phaseolus vulgaris L.) foi
utilizado o tipo negro, cultivar “Uirapuru”, produzido em Vigosa, MG, Brasil, sob
condigdes de campo, seguindo os tratos culturais convencionais para a cultura.
Estudos tém constatado que os cultivares de feijao do tipo negro apresentam
elevada concentracdo de fitoquimicos como taninos e fitatos (RAMIREZ-
CARDENAS, 2006), bem como de selénio (FERREIRA et al., 2002). Os grdos de
feijdo, apos sua colheita, foram armazenados em camara fria até sua preparagao
para uso nas dietas.

A castanha-do-Para (Bertholletia excelsa, H.B.K.), branqueada e
embalada em bandejas de poliestireno cobertas com filme de PVC, foi obtida em
loja de alimentos no mercado de Bélem, PA, Brasil.

As dietas foram formuladas a partir da dieta padrao AIN-93G
(REEVES et al.,, 1993) com modificacbes, de modo que se obtivessem dietas
hiperlipidicas com composic¢éo final o0 mais semelhante possivel com relagéo ao teor
de proteina e valor energético (Quadro 1).

A quantidade de castanha-do-Para empregada na dieta C foi calculada

com base no fornecimento, pelo referido alimento, de 4 mg de Se por kg de dieta. A
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dieta C+F teve sua percentagem de feijdo calculada com base na quantidade
maxima permitida quando resguardados todos os ingredientes considerados
indispensaveis e considerando ainda informagdes bibliograficas relativas a
quantidade maxima possivel de ingestao de feijao por roedores, que nao provoque
transtornos intestinais. A dieta F teve sua quantidade de feijao semelhante aquela
calculada para a dieta F+C.

Neste trabalho, procurou-se ainda manter o mesmo teor de fibra nas
dietas alterando-se, todavia, a sua fonte. Nas dietas com feijao (F, F+C), o referido
alimento foi a principal fonte de fibra enquanto que nas demais (CN, CP e C), a fibra
foi adicionada como celulose. Sabe-se que o efeito protetor da fibra no cancer de
colon esta relacionado ndo apenas com o seu teor na dieta, mas também com o tipo
de fibra utilizado e que esta pode mitigar, por vezes, o efeito pro-carcinogénico do

consumo de dietas hiperlipidicas.

Quadro 1. Formulacdo das dietas experimentais com base na Dieta Padrao AIN-

93G (g kg”)
Ingrediente Dietas
CN CP F C F+C

Caseina (g) 238,533 238,533 71,000 167,5 0
Amido Dextrinizado (g) 66,000 66,000 0 0 0
Sacarose (9) 60,000 60,000 0 0 0
Celulose (g) 167 167 0 154 0
Mix de Minerais (g) 35 35° 352 35’ 35’
Mix de Vitaminas (g) 10 10 10 10 10
Oleo de milho (g) 220 220 250 0 0
DL-Metionina (g) 3 3 3 3 3
Bitartarato de colina (g) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
T-butyl (9) 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
Amido de milho (g) 197,953 197,953 43,944 263,042 0
Feijao (9) 0 0 584,542 0 584,542
Castanha (g) 0 0 0 364,944 364,944

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijao e castanha; 'Mistura de minerais AIN-93G sem Se; *Mistura de minerais AIN-
93G com Se; *Mistura de minerais AIN-93G com 4 mg de Se na forma de DL-SeMet.

2.3. Preparacéo do material experimental

O feijao utilizado neste experimento foi preparado de acordo com o
procedimento doméstico. Inicialmente realizou-se a separagéo e descarte dos graos
danificados, seguindo-se de lavagem e maceragdo em agua destilada na proporgcao

feijao:agua de 1:2 (w/v) por um periodo de 16 horas de acordo com metodologia
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descrita por RAMIREZ-CARDENAS (2006). Apds este periodo, o feijdo juntamente
com a agua de maceragéao, acrescido de uma quantidade fixa de agua destilada de
modo a cobrir os gréos, foi cozido em panela de pressédo doméstica marca Fagor, a
uma pressdo de 1 kg cm™ por cerca de 5 minutos, contados apos a saida constante
de vapor pela valvula de pressao. Ao final do cozimento, a presséao foi liberada e os
graos de feijao com sua agua de cozimento foram colocados em bandejas de ago
inoxidavel e secos em estufa de circulacdo de ar marca HERAEUS, a temperatura
de 55 °C, por aproximadamente 24 horas. Os graos secos foram ent&o triturados em
Termomix modelo TM-21, passados em peneira de 25 mesh, embalados em sacos
de PVC e armazenados sob refrigeragao até seu uso.

As castanhas foram inicialmente secas em estufa de circulagao
forcada de ar marca HERAEUS, a temperatura de 55 °C, por aproximadamente 24
horas e, em seguida, trituradas em Termomix modelo TM-21, embaladas em sacos

de PVC e armazenadas sob refrigeracao até sua utilizagao.

2.4. Composicao centesimal do material experimental e das dietas

Para a determinacdo do teor de umidade, proteina, lipidios, fibra e
cinzas no material experimental e nas dietas foram empregados os métodos oficiais
recomendados pela AOAC (1999). O teor de carboidratos foi obtido pela subtragéo

percentual dos teores de proteina, lipidios e cinzas.

2.5. Determinacéo de Se

Para a determinagdo de Se, foram pesados aproximadamente 0,3
gramas de amostra em potes de politetrafluoretilieno (PTFE) devidamente limpos e
identificados aos quais foram adicionados 5 mL de acido nitrico concentrado, 3 mL
de agua ultrapura e 2 mL de perdxido de hidrogénio a 30 %, procedendo-se a
digestdo em microondas marca Milestone, modelo Ethos sel. A programagao
utilizada no processo de digestdo encontra-se no Quadro 2. A exatiddo do método
foi determinada pela adicdo de padrao. As analises foram realizadas em ftriplicata e
utilizando brancos reativos.

A determinacdo da concentragcdo de Se nas amostras foi realizada por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) elegendo-
se dentre os isdtopos lidos ("*Se, "°Se, "'Se, "®Se e %?Se) o que apresentava menor

coeficiente de variagao para cada tipo de amostra. A precisdo do método foi medida
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por 3 leituras seqlenciais da mesma amostra de modo a obter-se o coeficiente de

variagao.

Quadro 2. Programa de digestdao do material experimental e dietas em microondas
marca Milestone, modelo Ethos sel

Etapas Tempo Temperatura Poténcia do microondas
1 5 minutos Até 100 °C até 500 W
2 10 minutos 100 °C até 500 W
3 5 minutos 100 a 200 °C até 500 W
4 20 minutos 200 °C até 500 W

2.6. Desenho experimental

O desenho experimental seguido esta representado na Figura 1 e
tomou como referéncia o modelo proposto por FINLEY et al. (2000), com algumas
modificacdes.

Quarenta e cinco ratos F344 machos, com 3 semanas, recém-
desmamados, foram pesados e inicialmente alimentados com dieta controle sem Se
(CN) por um periodo de 28 dias (periodo de deplecdo em Se). Ao término deste,
amostras de sangue de aproximadamente 2 mL foram coletadas da cauda dos
animais devidamente anestesiados, e preparadas para determinagcdo de Se
plasmatico por ICP-MS (descrita no item 2.9) e atividade enzimatica de Glutationa
Peroxidase (GPx) em eritrocitos (item 2.8.2). Estes indices foram utilizados como
biomarcadores do estado nutricional inicial de Se nos animais.

Determinado o estado nutricional inicial de Se, os animais foram
divididos em cinco grupos de nove animais (G1, G2, G3, G4 e G5) aos quais foram
administradas as dietas anteriormente especificadas (C, F, F+C e CP)

permanecendo um grupo com a dieta deficiente em Se (CN).
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45 ANIMAIS (Ratos F344)
Periodo de Deplecao (4 semanas)

Distribuicdo dos animais e introducdo das dietas experimentais (5 semana)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
9 animais 9 animais 9 animais 9 animais 9 animais
(Dieta C) (Dieta F) (Dieta F+C) (Dieta CP) (Dieta CN)

6 animais 6 animais 6 animais 6 animais 6 animais

Aplicagdo de duas doses do carcindgeno de c6lon DMH em semanas consecutivas (72 e 82 semanas)

[—]

—

Manutencéo das dietas experimentais
(+ 8 semanas)

Sacrificio dos animais e coleta de sanaue, fiaado e colén (162 semana)

Figura 1. Desenho experimental seguido para avaliagéo do efeito de distintas dietas
experimentais na prevencédo do cancer de célon induzido em ratos F344
por 1,2-dimetilhidrazina (DMH)

Trés semanas apos a introdugao das dietas experimentais, iniciou-se a
indugdo de céancer pela aplicagdo subcutanea, a seis animais de cada grupo, de
duas doses, ministradas em semanas consecutivas, do carcinégeno de colon 1,2-
dimetilhidrazina - 2HCI (DMH, 25 mg kg™ de peso corporal, dissolvido em solugao
de EDTA 1 mmolar e corrigido para pH 6,5 com NaOH 0,1 M). Aos trés animais
restantes foram aplicadas injecbes do veiculo (solvente) os quais constituiram os

grupos controle para indugéo de cancer dentro de cada tratamento.

Apoés a aplicagao das injegdes, os animais foram mantidos nas dietas

experimentais por mais oito semanas consecutivas até seu sacrificio.

Durante todo o periodo experimental, o peso e consumo alimentar dos

animais foram registrados semanalmente e utilizados para os calculos de ganho de
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peso e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA= ganho de peso (g) / consumo

alimentar (g) x 100).

2.7. Sacrificio dos animais e coleta de material para analise

Ao término do periodo experimental, os animais foram sacrificados por
exsangulinagdo via puncgao cardiaca, apdés anestesia intraperitonial com uma
combinacdo de ketamina (75 mg kg™ de peso corporal) e xilazina (10 mg kg™ de
peso corporal). O sangue foi coletado em tubos com heparina e distribuido em
microtubos para sua devida preparacdo e/ou acondicionamento de acordo com o
protocolo da analise a que se destinava. O figado foi rapidamente coletado, limpo
em solucao salina, pesado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C
para posterior anadlise. O célon dos animais foi coletado e a sua porcéo distal foi
esvaziada por meio da passagem pelo seu interior de solugcdo fixadora de
formaldeido a 10 %. Em seguida, os fragmentos de célon distal foram fixados na

mesma solugao e destinados as analises histologicas.

2.8. Andlise enzimatica
2.8.1. Preparo das amostras

Imediatamente apds a coleta do sangue, tomou-se uma aliquota de
cada amostra e procedeu-se a sua separacdo em plasma e eritrocitos por meio de
centrifugacéo a 1.000 x g por 10 min a 4 °C. Desta forma, a camada de plasma
sobrenadante foi pipetada e armazenada em microtubos a -80 °C. Descartada a
camada de leucdcitos que separa as duas fracdes, foi adicionado aos eritrocitos
precipitados 4 volumes de agua fria grau HPLC sendo, em seguida, centrifugados a
10.000 x g por 15 minutos a 4 °C, provocando assim a ruptura das células
vermelhas. Ao final do processo de centrifugagdo, o sobrenadante foi coletado e

armazenado a -80 °C até a realizacdo da analise de atividade enzimatica.

Para obtengdo de homogenato de figado, pesou-se 1 g de amostra ao
qual foi adicionado 5 mL de tampéao frio (tampéao fosfato de sédio 50 mM com 0,40
mM de EDTA e 1 mM de DTT, pH 7 a 25 °C), seguindo-se sua homogeneizagéo e
centrifugagdo do homogenato a 12000g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi

armazenado a -80 °C até sua analise.
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2.8.2. Analise da atividade de glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-
transferase (GST)

As amostras de plasma, eritrécitos e homogenato de figado foram
analisadas para atividade de GPx seguindo-se o método proposto por PAGLIA e
VALENTINE (1967) com algumas modificagdes. Peroxido de hidrogénio foi utilizado
como substrato. A analise foi realizada a temperatura de 37 °C, em autoanalizador
Cobas Mira plus. O controle de qualidade foi obtido pela utilizacdo de padrao da
enzima GPx, originada de eritrocito bovino, e pelo estudo de precisao a partir da

obtencao de sete leituras consecutivas da mesma amostra.

A analise de GST em homogenato de figado seguiu 0 método descrito
por HABIG et al. (1974) utilizando-se 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato. A analise foi realizada a temperatura ambiente (25 °C) utilizando-se
espectrofotometro UV-visivel, modelo U-2000, marca Hitachi. O controle de
qualidade foi obtido pelo estudo de precisdo a partir da obtencdo de sete leituras

consecutivas da mesma amostra.

2.9. Andlise da concentracéo de Se em plasma sanglineo

Para analise da concentragdao de Se em plasma sanguineo, procedeu-
se, inicialmente, a digestao fechada das amostras em microondas marca Milestone,
modelo Ethos sel.

Aliquotas de 100 pL de plasma foram acondicionadas em potes de
TFM aos quais foram adicionados 400 pL de acido nitrico e 200 yL de perdxido de

hidrogénio. O programa de digestao utilizado encontra-se no Quadro 3.

Quadro 3. Programa de digestdo de amostras de plasma sanguineo em Microondas
Marca Milestone modelo Ethos sel

Etapas Tempo Poténcia do microondas
1 2 minutos 250 W
2 1 minuto ow
3 5 minutos 400 W
4 5 minutos 500 W

Apos a digestédo, as amostras foram diluidas com agua ultra pura para
um volume de 10 mL e analisadas por espectrometria de massas com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS) conforme descrito no item 2.5.
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2.10. Andlises histoldgicas do célon

As amostras de colon distal foram submetidas a técnica padrdo de
coloracéo (HE) e a técnica histoquimica Orceina-Azul de alcian para determinagao
morfométrica de alteragdes histoldgicas das criptas e do padrao de glicoproteinas
do muco, respectivamente.

Fragmentos de célon distal foram desidratados em concentragbes
crescentes de etanol, clareados em xilol e incluidos em parafina histolégica a 58 °C.

Foram obtidas secg¢des histologicas semi-sequenciais, transversais e
longitudinais, de 3 ym de espessura, com inetrrvalo de 50 ym entre secgdes. As
preparagdes foram entdo coradas segundo as técnicas descritas a seguir.

A analise do padrao de secrecdo de mucinas acidas e quantificacdo de
células secretoras de sulfomucinas, sialomucinas e de secre¢ao mista foi realizada
empregando-se a técnica alternativa Orceina-Azul de alcian (Orceina-AA), descrita
por SINGH e GORTON (1989) com algumas modificacbes. Secdes de 3 uym de
tecido embebido em parafina foram hidratadas e oxidadas em solug¢ao de 0,25 % de
permanganato de potassio diluido em solugédo de acido sulfurico a 0,25 % por 1
minuto, seguindo-se de sua descoloragdo em solugdo de acido oxalico a 2 % por
aproximadamente 5 segundos. As sec¢des foram entdo lavadas em agua destilada e
coradas por 6 horas em solugdo de orceina (pH 1,5), obtida pela diluicdo de 1 g de
orceina sintética em 100 mL de alcool 75 % adicionado de 2 mL de &cido sulfurico
concentrado. As preparagdes foram entdo lavadas por 10 minutos em agua corrente
e diferenciadas em solugao alcodlica acidificada por 10 segundos. As prepracdes
foram novamente lavadas em agua e coradas, por 2 minutos, em Azul de Alcian (pH
2,5) 1 %, diluido em 3 % de &cido acético, seguindo-se os procedimentos de
desidratacao, diafanizagao e montagem. Realizadas as contagens, obtiveram-se as
percentagens de células secretoras de sulfomucinas (SUM), sialomucinas (SIM) e
de secregao mista (SUMSIM) bem como o quociente entre as percentagens de SIM
e SUM (SIM:SUM).

As sec¢des histologicas de colon submetidas as técnicas de coloragao
acima descritas foram analisadas por microscopia de luz em conjunto com o
software Image-Pro Plus da Cybernetic.

No estudo morfométrico, utilizando secgdes de tecido colbnico coradas
com HE, foram determinados a altura de cripta em numero de células, obtida pela

contagem das células colunares, altura de cripta pela medigdo do comprimento da
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cripta desde a base até seu apice, diametro da base da cripta medindo-se o maior
diametro da porcgao inferior da cripta com lumen visivel, didametro do apice da cripta
medindo-se o maior diametro da por¢ao superior da cripta voltada para o lumen do
célon e densidade de cripta, obtida pela contagem do numero de criptas por mm
linear de colon.

As medicbes e contagens foram realizadas em criptas inteiras,
seccionadas longitudinalmente, onde pudesse ser observado, tanto quanto possivel,
a luz da glandula desde a base, logo acima da muscular da mucosa, até o apice,
voltado para o lumen colbnico. Para as determinagdes acima especificadas foram

analisadas, no minimo, 20 criptas por animal.

2.11. Analise estatistica

O experimento foi montado seguindo-se o0 esquema fatorial 5x2,
correspondendo a cinco dietas e a aplicagao ou nao do carcinégeno de colon DMH.
Os tartamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado com 6
repeticdes para aplicagdo de DMH e 3 repeticdes sem aplicagdo do carcindgeno.

Os dados foram interpretados por meio de analise de variancia, e as
médias testadas pelo teste Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade. Para tanto,
langou-se mao do programa Sistema para Andlises Estatiscas - SAEG, versao 9.0,
desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa (FUNARBE, 2000).

3. Resultados e Discusséao
3.1. Composicao centesimal e concentracéo de Se

A composicdo centesimal e concentragdo de Se do feijao e da
castanha-do-Para e das dietas estudadas encontram-se no Quadro 4. Os teores de
proteina, lipidio, fibra e Se no material experimental foram utilizados como base
para o calculo dos constituintes das dietas experimentais usadas no ensaio

bioldgico.
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Quadro 4. Composicao centesimal e concentracdo de Se de feijao e castanha-do-
Para e das dietas experimentais em base umida

Material Umidade Proteina Lipidio Fibra Cinza Carboidrato Se
experimental g/100g ug/100g
Feijao 6,35 24,36 1,45 23,55 4,29 63,55 12,36
Castanha 1,89 16,55 70,58 nd 3,56 7,42 1199,80
Dieta mg kg™
CN 3,05 20,97 22,47 nd 3,67 49,84 0,15
CP 2,64 21,36 22,24 nd 3,42 50,34 4,34
F 4,39 19,97 25,41 nd 5,41 44,82 0,26
C 3,48 20,92 24,13 nd 4,77 46,70 4,25
F+C 4,53 20,75 24,64 nd 6,59 43,49 3,82

Média de trés determinacdes; CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com
feijao; C: dieta com castanha; F+C: dieta com feijdo e castanha; nd= ndo determinado.

Embora a dieta CN tenha sido elaborada com mistura de minerais
isenta de Se, observa-se, de acordo com os dados de concentracdo de Se nas
dietas, que a mesma apresentou o nivel recomendado do nutriente para os animais
em estudo. O Se presente nesta dieta deve, em grande parte, ser proveniente da

caseina utilizada na sua composicéo.

3.2. Ensaio Bioldgico
3.2.1. Consumo, ganho de peso e CEA

No periodo de deplecao de Se, os valores médios de consumo diario,
ganho de peso e CEA dos animais foram, respectivamente, 16,46+0,22 g por dia,
108,61+13,17 g e 24,75+1,70 %. Ao final deste periodo, os animais apresentaram
atividade média de GPx em eritrécitos de 209,14+29,41 nmol min” mg™”' de Hg (CV=
14,06 %) e concentracdo de Se plasmatica de 219,54+24,49 ng L™ (CV=11,15 %). A
concentracdo de Se plasmatica observada encontra-se abaixo dos valores
reportados por UTHUS et al. (2002), de 588,25 ug L™, e por FINLEY et al. (2000), de
577,20 ug L'1, em ratos F344 com niveis normais de Se, 0 mesmo ocorrendo para a
atividade GPx em eritrocitos de acordo com resultados obtidos por FENG et al.
(1999).

Tem sido demonstrado que a suplementacado de Se, em doses acima
da recomendacgao nutricional, apresenta maior efeito sobre a redug¢ao da incidéncia

de varios tipos de cancer em individuos onde o nivel de Se no plasma mostrou-se
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relativamente mais baixo ao inicio da investigacdo (CLARK et al., 1996) denotando

que o estado nutricional inicial de Se tem efeito sobre a resposta a suplementagao.
Os dados médios de consumo alimentar total, ganho de peso e CEA

dos animais durante o periodo experimental que se seguiu a deplegdo de Se sao

apresentados no Quadro 5.

Quadro 5. Consumo alimentar (CA), ganho de peso (GP) e coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) dos animais em fung&o das dietas experimentais

Dieta CA (9) GP (g) CEA (%)
CN 1357,81a 161,32a 11,88c
CP 1344,33a 160,94a 11,97bc
F 1178,93bc 155,64a 13,20ab
C 1194,21b 144 ,54a 12,10bc
F+C 1156,50¢c 155,48a 13,44a

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijdo e castanha. Para cada pardmetro avaliado, médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste
Tukey.

Os valores médios de consumo das dietas controle (CN e CP) foram
estatisticamente semelhantes e significativamente mais elevados que os das dietas
F, C e F+C sendo observado, entre estas, reducgao significatica de consumo da dieta
F+C em relagdo a dieta C. Entretanto, tais diferengcas de consumo entre as dietas
nao influenciaram nos resultados de ganho de peso dos animais, 0s quais se
mostraram estatisticamente iguais. Este fato pode ser explicado pelo maior
coeficiente de eficiéncia alimentar dos grupos de animais alimentados com as dietas
experimentais de menor consumo (F e F+C) os quais apresentaram valores médios
superiores aos grupos das dietas de consumo mais elevado (CN e CP) n&o sendo
observadas diferengas significativas entre as dietas CN, CP e C.

Considerando-se a auséncia de diferengas significativas de consumo
entre as dietas CN e CP e do CEA entre as dietas CN, CP e C, pode-se inferir que o
teor de Se parece nao ter influenciado tais parametros.

Grande parte das diferengcas observadas no CEA entre os grupos de
animais parece estar relacionada com a presencga de feijao nas dietas experimentais
F e F+C as quais apresentaram valores mais elevados.

As alteracbes na ingestdo média de Se promovidas pelo consumo

diferenciado das dietas experimentais, com dose elevada do nutriente (CP, C e
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F+C), mostraram-se insignificantes em virtude, principalmente, da magnitude da
concentragdo de Se presente nas mesmas (4,0 mg kg”') ndo sendo, portanto,

consideradas na avaliacado dos efeitos relativos ao nutriente.

3.2.2. Atividade enzimatica de GPx e GST e concentracdo plasmatica de Se

O efeito do Se na prevencao do cancer é frequentemente observado
em nivel supranutricional ou farmacologico, e a bioatividade especifica do Se
depende de sua forma quimica (COMBS e GRAY, 1998). Entretanto, 0 mecanismo
especifico pelo qual o Se inibe o cancer ndo esta claro. Potenciais mecanismos
podem incluir vias mediadas pelas selenoproteinas, alteragdo na atividade de
enzimas de detoxificacdo, protecdo antioxidante, controle do ciclo celular,
estimulacado do apoptose e inibicdo especifica do crescimento de células tumorais
pela produgao de metabdlitos especificos de Se (WHANGER, 2004).

Considerando-se que a GPx age na conversao de peroxidos para
compostos menos danosos e devido aos danos peroxidativos associados com o
cancer, € razoavel assumir que estas peroxidases poderiam estar envolvidas na
reducdo de tumores. Todavia, ha poucas informagdes que suportam esta
possibilidade. De acordo com WHANGER (2004), a maior protecdo do Se contra
tumores ocorre em niveis elevados de ingestdo do elemento, mas a atividade de
GPx atinge seu ponto maximo a niveis nutricionais com nenhum aumento a niveis
mais elevados em muitos tecidos.

Por outro lado, é dificil predizer o comportamento da GPx nos varios
tecidos, em niveis mais elevados de ingestdo de Se e sob condigbes fisioldgicas
distintas, como observado por BELLISOLA et al., (1996). A presenga de
polimorfismos genéticos de GPx e sua associacdo com o risco de cancer € outro
fator que pode alterar o requerimento minimo de Se para expressao maxima da
atividade GPx em humanos (RATNASINGHE et al., 2000; HU e DIAMOND, 2003;
ICHIMURA et al., 2004).

O sangue contém trés tipos de selenoproteinas ja identificadas. No
plasma sanguineo sdo encontadas a GPx plasmatica ou extracelular e a
selenoproteina P enquanto que os eritrocitos contém a mais abundante forma de
GPx contendo Se, a GPx intracelular, celular ou citosolica (COHEN et al., 1985).

Os valores obtidos de atividade GPx em plasma e eritrocitos

encontram-se no Quadro 6. Foram observadas diferengas significativas, tanto na
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atividade de GPx plasmatica quanto eritrocitaria, entre os grupos de animais
alimentados com as dietas CN e CP. Considerando-se a atividade de GPx
plasmatica, ndo foi observada diferenga significativa entre as dietas CP, F e C.
Entretanto, a dieta F+C mostrou-se significativamente inferior a dieta CP. Ao que
parece, o consumo conjunto da castanha e do feijao na dieta F+C reduziu a
atividade GPx plasmatica dos animais, levando a diferengas significativativa na
inducdo da atividade da enzima quando comparado com a dieta com mesmo nivel

de Se suprido na forma de selenometionina.

Quadro 6. Atividade de glutationa peroxidase plasmatica (GPx plamatica) e
glutationa peroxidase eritrocitaria (GPx eritrocitaria) nos animais em
funcdo das dietas experimentais

Dieta GPx plasmatica GPx eritrocitaria
(nmol min™ mL™") (nmol min” mg de Hg™)

CN 2170,62c 231,65b

CP 2834,91a 315,98a

F 2535,64ab 241.,46b

C 2505,36abc 310,04a

F+C 2333,83bc 299,58a

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijao e castanha. Para cada parametro avaliado, médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra nas colunas n&o diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste
Tukey.

Foi observado ainda, que as dietas com niveis supranutricionais de Se
fornecido pela castanha (C e F+C) apresentaram atividade GPx plasmatica
semelhante a dieta sem adi¢cao de Se (CN). Este fato se deu, provavelmente, devido
a saturagao da enzima em niveis de Se proximos a recomendagao nutricional ndo
sendo, portanto, atribuida a biopoténcia das formas de Se presentes na castanha-
do-Para na expressao da atividade GPx plasmatica.

WEISS et al. (1997), estudando o efeito de niveis crescentes de Se
(0,0 a 0,2 mg kg™') na forma de selenito de sédio na regulacdo da atividade GPx em
ratos, observaram que a atividade GPx plasmatica alcangava o seu platé proximo a
0,1 mg kg™ ndo sendo observado nenhum aumento significante quando dietas com
0,15 e 0,20 mg kg™ foram empregadas.

Avaliando-se a atividade GPx em eritrocitros, verificou-se que as
dietas C e F+C apresentram-se estatisticamente iguais a dieta CP enquanto a dieta

CN mostrou-se inferior a estas e estatisticamente semelhante a dieta F.
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A promocado da atividade GPx eritrocitaria nos grupos de animais
alimentados com doses supranutricionais de Se (dietas CP, C e F+C) indica que
niveis acima da recomendac¢ao nutricional do elemento podem ser requeridos para
obtencdo da expressdo maxima da enzima. Estes resultados estdo de acordo com
as observagdes feitas por WEISS et al. (1997), que estudando o padrdao de
comportamento da enzima em niveis crescentes de suplementacdo com Se,
constataram elevacdo da atividade GPx eritrocitaria em doses de Se acima da
recomendagao nutricional, em contraste com a atividade da enzima em plasma e
tecido hepatico. J& FENG et al. (1999), avaliando o efeito protetivo de doses
crescentes de Se na forma de sais inorganicos (selenito e selenato de sédio) e
selenometionina sobre a carcinogénese de célon em ratos, observaram elevagao da
atividade GPx, tanto hepatica quanto eritrocitaria, quando do emprego de doses
supranutricionais do elemento em relagao as dietas deficientes e adequadas em Se
em todas as formas estudadas. Outros pesquisadores (HAFEMAN et al., 1974),
constataram ainda que a atividade de GPx eritrocitaria continua a elevar-se até
niveis dietéticos de Se proximos a toxidez.

Em ambas as variaveis nao foi verificado efeito do carcinogeno e da
interagcéo dieta x carcindgeno, indicando que as diferengas observadas na atividade
GPx plasmatica e eritrocitaria entre os grupos de animais nao foram influenciadas

pela presenca de DMH (Quadro 7).

Quadro 7. Resumo da andlise de variancia para atividade de glutationa peroxidase
plasmatica (GPx plasmatica) e glutationa peroxidase eritrocitaria (GPx
eritrocitaria) de ratos alimentados com dietas experimentais e
submetidos a indug¢ao de cancer de célon com DMH

FV GL Quadrado Médio
GPx plasmatica GPx eritrocitaria

(nmol min™" mL™") (nmol min™" mg de Hg™)
Dietas 4 493401,20** 12806,89**
Carc 1 74002,17" 417,14
Dietas*Carc 4 38644,70™ 1129,36"
Residuo 35 69226,80 1183,01
CV(%) 10,69 12,34

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F

No Quadro 8 séo apresentados os valores médios das atividades de

GPx e GST hepaticas. De acordo com a analise estatistica dos dados observaram-
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se efeitos significativos isolados, das dietas e da aplicagdo de DMH. Ambas as
enzimas apresentaram comportamento idéntico com relagdo as dietas estudadas,
ou seja, os niveis hepaticos de atividade das enzimas antioxidantes GPx e GST
foram significativamente maiores nos grupos de animais alimentados com as dietas
CP, F, C e F+C em relagao ao grupo da dieta controle sem adicdo de Se (CN), o
que implica em uma promogao, por parte destas dietas, da capacidade antioxidante
para defesa contra o estresse oxidativo.

O efeito na redugédo da atividade de ambas as enzimas no grupo de
animais alimentados com a dieta CN ocorreu, provavelmente, em fungcéo do seu
nivel reduzido de Se quando comparado com a dieta CP, C e F+C. Este fato denota
a participacao do Se na modulacao da atividade enzimatica, tanto de GPx quanto de
GST hepaticas, sob niveis diferenciados do elemento, corroborando com resultados
obtidos por outros pesquisadores (MASUKAWA et al., 1984; DAVIES et al., 1987;
CHRISTENSEN et al., 1994).

Quadro 8. Atividade de glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase
(GST) em homogenato de figado de ratos alimentados com dietas
experimentais e em ratos submetidos ou n&o a indugéo de céancer de
célon com DMH

Dieta GPx hepatica GST hepatica
(nmol min™ mg de P™) (nmol min” mg de P™)

CN 95,06b 56,20b

CP 141,63a 70,49a

F 137,20a 69,51a

C 125,96a 68,63a

F+C 133,52a 79,01a

DMH

+ 119,94b 71,39a

- 133,41a 66,14b

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijdo e castanha; DMH: 1,2-dimetilhidrazina - 2HCI ; (+) com DMH; (-) sem DMH.
Para cada pardmetro avaliado, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nas colunas nao
diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

Em estados de deficiéncia de Se, a atividade GPx hepatica tem
mostrado decrescer mais rapidamente que outras selenoproteinas (YANG et al.,
1989). Na dieta CN, a dose de Se em nivel aproximado ao requerimento nutricional,
preveniu a saturacao da atividade GPx, uma selenoproteina, segundo WEISS et al.

(1997), de relativamente baixa hierarquia para uso do Se. Entretanto, nas demais
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dietas, o Se foi suficiente para maximizar a atividade da enzima, ndo sendo
verificadas diferencas significativas entre elas.

Vale salientar, que para GST, estudos tém constatado elevacdo de
sua atividade hepatica quando do emprego de dietas deficientes no nutriente como
mecanismo compensatério da reducdo da atividade GPx sob tais condi¢des
(CASES et al., 1999; FINLEY et al., 2000). Todavia, nesse estudo, o nivel de Se
presente na dieta CN n&o deve, provavelmente, ter sido suficientemente baixo para
promover o efeito compensatério mencionado.

A auséncia de diferengas significativas entre os niveis de atividade de
GPx hepatica entre a dieta com feijao (F; Se= 0,26 mg kg™') e as demais dietas com
niveis elevados de Se (CP, C e F+C; aprox. 4,0 mg kg™') sugere um possivel efeito
platdé da atividade GPx no figado quando do emprego de concentragbes acima do
nivel de ingestdo considerado adequado para roedores como verificado por WEISS
et al. (1997).

Entretanto, considerando ambas as enzimas hepaticas, outros fatores
presentes no feijao, podem estar contribuindo na modulagéo de suas atividades.

De acordo com alguns pesquisadores (WATTENBERG, 1992;
DASHWOOD, 1999; MANSON et al., 2000; REDDY, 2000), alimentos vegetais sao
portadores de numerosos agentes anticarcinogénicos os quais apresentam varios
mecanismos potenciais de ag¢do na iniciagdo e em estagios posteriores de
carcinogénese. Compostos classificados como agentes bloqueadores podem
previnir ou reduzir consideravelmente a iniciagdo do processo cancerigeno em
funcdo de varios fatores dentre os quais estdo a capacidade de alteragdo da
atividade de enzimas que metabolizam drogas tanto na fase | como na fase Il do
sistema celular de detoxificagdo de xenobidticos bem como pela captura ou reducéo
na formagcao de oxigénio reativo e outras espécies de radicais livres, ou seja, na
capacidade antioxidante da célula.

No que se refere ao feijao como agente protetor do cancer, estudos
desenvolvidos por AZEVEDO et al. (2003) tém constatado a agao antimutagénica de
polifendis presentes no feijdo ou de seus extratos em ratos submetidos a
substancias mutagénicas. De acordo com estes autores, os polifendis presentes no
feijao poderiam ter agido de quatro maneiras diferentes: (1) inibindo o metabolismo
de benzopireno e reduzindo a concentracéo final de seus metabdlitos ativos; (2)

capturando metabdlitos eletrofilicos intermediarios; (3) interagindo diretamente com
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o composto mutagénico final e; (4) estabelecendo um complexo com o composto,
reduzindo sua biodisponibilidade. Uma outra possibilidade seria a alteracdo do
metabolismo hepatico promovendo reducdo da quantidade de metabdlitos ativos
circulando pelo sangue e, consequentemente, induzindo menos dano ao DNA.

HELSBY et al. (2000), estudando o efeito antimutagénico de dieta com
farelo de trigo por meio da modificagdo de enzimas que metabolizam xenobibticos
observaram que a suplementagédo de dietas com farelo de trigo, alimento rico em
fibras, reduziu a atividade de GST hepatica enquanto que a atividade GST colbnica
foi elevada. Todavia, os mesmos autores observaram que, a utilizacdo de um
produto comercial derivado do farelo de trigo com menor teor de fibra e acrescido de
vitaminas, minerais e varios fitoquimicos mostrou um potente efeito na elevacao de
ambas as enzimas mencionadas.

Diante do exposto, pode-se inferir que o efeito da dieta F na atividade
GST deve provavelmente estar relacionado com a presenga de micronutrientes e
fitoquimicos promovidos pelo feijdo, adicionando-se ou n&o ao efeito da fibra
presente nesta leguminosa. Estas observagdes podem ser corroboradas pela
verificagcdo de uma tendéncia de elevagao da atividade enzimatica de GST no grupo
de animais alimentados com a dieta F+C em relacdo aqueles das dietas onde a
castanha e o feijdo foram utilizados isoladamente (C e F), embora ndo tenha sido
possivel detectar diferengas significativas entre eles.

Independente da dieta utilizada, a aplicagdo de DMH promoveu
reducdo na atividade de GPx e elevacdo da atividade de GST. Tal efeito deve
relacionar-se com a fungao especifica de cada enzima o que, por sua vez, pode
estar influenciando na utilizacdo do cofator glutationa (GSH) comum as duas
enzimas sob estudo.

DESAI et al. (2001), estudando a atividade de enzimas dependentes
de glutationa em ratos suplementados com antioxidantes e tratados com
carcinégenos, verificaram que a atividade GPx hepatica reduziu em animais
expostos aos carcindgenos enquanto que a atividade GST se elevou quando o Se
foi utilizado como suplemento antioxidante.

GSH, GST e Se apresentam um importante papel na detoxificacdo de
xenobidticos. A GSH e suas enzimas relacionadas assim como GPx e GST estéo
envolvidas na detoxificacdo intracelular (GUY et al., 2000). Sabe-se que a GST

possuir um papel fisioldgico no sistema de detoxificagao de xenobidticos iniciando a
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detoxificacdo de potentes agentes alquilantes (TRAKSHEL et al., 1988, HABIG et
al., 1974). Esta enzima cataliza a reagdo de tais compostos com o grupo SH da
glutationa, originando produtos que s&o mais soluveis em agua (HABIG et al., 1974).
O Se é um elemento trago essencial na nutricdo humana funionando como co-fator
da GPx (EDENS et al., 2001). A GPx dependente de Se bem como outras enzimas
antioxidantes estdo envolvidas na eliminagao de radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ROS).

O DMH é um procarcinégeno que requer ativagdo dentro do organismo
para transfromar-se em carcinégeno ativo (LAMONT e O'GORMAN, 1978). A
ativacdo metabdlica do DMH inclui primeiramente sua oxidagdo a azometano
(FIALA et al.,, 1976); uma segunda oxidacdo converte o azometano em
azoximetano, que € logo N-hidroxilado a metilazoximetanol, transformagdes que
ocorrem no figado e possivelmente em outros tecidos (LAMONT e O'GORMAN,
1978). O metilazoximetanol é instavel quimicamente a temperatura corporal; in vitro
€ descomposto espontaneamente em formaldeido, agua e nitrogénio. Durante este
processo se forma um agente alquilante, o metildiazénio, o qual gera um ion
carbdnico capaz de metilar DNA, RNA e proteinas (MATSUMOTO e HIGA, 1966). A
agao carcinogénica do DMH envolve, portanto, metilagio do DNA de células
epiteliais do célon (HAWKS e MAGEE, 1974).

Nesse contexto, a principal fungao da enzima GST esta relacionada a
degradacdo do DMH na Fase Il do sistema de detoxificagdo de xenobidticos
presentes nas células hepaticas. A presenga do carcindégeno, portanto, pode ter tido
efeito sobre a modulacéo da atividade das duas enzimas no sentido de promover a
metabolizagdo do DMH e seu consequente processo de eliminagao.

Os dados médios de concentracdo plasmatica de Se estéo

apresentados no Quadro 9.
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Quadro 9. Concentragdao plasmatica de Se nos animais em fungao das dietas
experimentais e da aplicagdo de DMH

Dieta Concentracéo plasmatica de Se (ug L)
DMH + DMH -
CN 211,61dA 233,96¢cA
CP 473,57cA 484,59cA
F 374,28cA 325,07cA
C 1768,87aB 2076,83aA
F+C 1266,53bA 1317,77bA

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijao e castanha; DMH: 1,2-dimetilhidrazina - 2HCI; (+) com indug&o quimica e (-)
sem indugdo quimica de cancer de coélon. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
minuscula nas colunas ou mailscula nas linhas ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste Tukey.

De acordo com a analise estatistica foi verificado efeito significativo da
interacao dieta x carcindgeno. Em ambos os grupos de animais submetidos e nao
submetidos ao DMH, as dietas tenderam a apresentar o mesmo efeito sobre a
variavel estudada. Neste sentido, os grupos de animais alimentados com a dieta
sem adicao de Se (CN) apresentaram niveis inferiores de Se plasmatico em relagao
aos demais, enquanto que as dietas com niveis supranutricionais fornecidos pela
castanha (C e F+C) promoveram elevacéo consideravel deste parametro, diferindo-
se significativamente da dieta CP com mesmo nivel de Se suprido na forma de
SeMet. Observa-se ainda, que a dieta F manteve niveis plasmaticos de Se idéntico
a dieta CP. Quando o feijao foi adicionado a dieta com castanha (F+C), verificou-se
reducao significativa na concentragao plasmatica de Se em relagdo a dieta onde a
castanha foi utilizada isoladamente.

Em relagdo as diferengas observadas entre os grupos de animais
submetidos e ndo sumetidos ao carcindbgeno, dentro de cada dieta experimental,
verifica-se que apenas o0s animais alimentados com a dieta C apresentaram redugao
na concentracdo plasmatica de Se quando expostos ao carcindgeno de colon,
enquanto que nos demais grupos experimentais ndo houve diferenga significativa.

De acordo com BURK et al. (2001), a concentracdo total de Se
plasmatico reflete a soma de dois “pools” principais. O primeiro envolve o Se que
estad presente como selenometionina e que é incorporado na albumina (principal
proteina plasmatica) de forma n&o especifica. O segundo, diz respeito ao Se que é
incorporado em selenoproteinas como a selenoproteina P e GPx plasmatica, as

quais, por sua vez sao claramente reguladas por mecanismos intrinsecos.
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BURK e LEVANDER (1999) afirmam que em condi¢des adequadas de
Se em humanos, aproximadamente 8 ug de Se dL" de plasma sdo necessarios
para satisfazer os requerimentos fisiolégicos da enzima GPx plasmatica e da
selenoproteina P. Concentragdes de Se no plasma abaixo deste nivel constituem
bons indices do grau de comprometimento da ingestdo e do estado nutricional de
Se. Em niveis de ingestdao mais altos, o Se no plasma continua a elevar-se, mas a
intensidade de correlagdo com a ingetao dietética depende da forma quimica do Se
na dieta.

FINLEY e colaboradores (2000) pesquisaram o efeito de dietas com
doses supranutricionais de Se na forma de selenato de sddio e brocoli enriquecido
com Se na protecdo do cancer colon em ratos F344 submetidos a indugédo quimica
da doencga. Foi observado que na dieta com selenito o nivel de Se plamatico atingiu
seu maximo na dose de 0,1 ug kg”' ndo havendo acréscimo quando dose mais
elevada do nutriente foi empregada. Entretanto, na dieta com brocoli, observou-se
elevacao continua da concentracdo de Se no plasma quando da utilizagdo do nivel
supranutrional do nutriente. Isto indica, de acordo com o autor, diferengas no
metabolismo do Se em virtude, provavelmente, da presenca de diferentes formas
quimicas do elemento no brocoli enriquecido 0 que promoveu a elevacao paulatina
dos niveis de Se plasmatico nos animais.

Estudos de “especiacao” de Se em castanha-do-Para identificaram a
selenometionina como a principal forma do elemento (VONDERHEID et al., 2002;
KANNAMKUMARATH et al., 2002; WROBEL et al., 2003; KANNAMKUMARATH et
al., 2005). CHUNHIENG et al. (2004) e DUMONT et al. (2006), detectaram
selenometionina e selenocisteina como os principais componentes dessa matrix
sendo o primeiro o maior componente encontrado. Tais estudos tém confirmado a
associacdo do Se as proteinas da castanha, contudo, a natureza destas
selenoproteinas ainda necessita ser caracterizada bem como a identificagdo e
quantificacdo das demais formas de Se presentes em menor quantidade na
castanha-do-Para. Em adigao, tem sido constatado que a concentracdo de Se em
castanha-do-Para pode variar de 0,20 a 253 pug kg'1 dependendo da sua area
geografica de produgédo (SECOR e LISK, 1989; CHANG et al., 1995). Tal variagao
pode promover alteragdes qualitativas nas formas do elemento a exemplo do que
ocorre em alho enriquecido com Se onde, a baixas concentragdes do nutriente, a

selenometilcisteina (SeMCys) € a forma principal de Se, predominando, em altas
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concentragbes, a forma alfa-glutamil-selenometilcisteina (y-glutamil-SeMCys)
(DONG et al., 2001).

O fornecimento, pela castanha-do-Para, de niveis supranutricionais de
Se nas dietas C e F+C elevou sobremaneira a concentragao plasmatica do nutriente
em relac&o a dieta com o mesmo nivel de Se na forma de selenometionina (CP). De
modo contrario, a percentagem de Se associada a GPx plasmatica foi maior em
animais alimentados com nivel elevado de Se na dieta CP comparativamente com
0s animais alimentados com as dietas C e F+C (Tabelas 3 e 5). Desta forma, € de
se supor que a elevacado da concentragcado de Se plasmatica observada em animais
alimentados com as dietas C e F+C pode estar relacionada ndo s6 a incorporacao
nao especifica em proteinas plasmaticas do elemento presente na forma principal
de selenometionina na castanha, mas também com um possivel metabolismo
diferenciado das outras formas de Se contidas na noz.

Contudo, estudos realizados por IP e LISK (1999) ndo confirmam esta
hipotese. Estes pesquisadores, objetivando verificar um possivel acumulo
diferenciado de Se em tecidos e plasma de ratos alimentados com dietas elevadas
no nutriente (3 mg kg™) fornecidos por fontes diferenciadas, observaram que, nos
animais supridos com Se na forma de SeMeta ou de castanha-do-Para, a
concentracado de Se nos tecidos e no plasma superou aquelas verificadas quando a
fonte de Se foi o selenito ou o alho e a cebola enriquecidos. Eles observaram ainda
que, contrariamente o verificado neste trabalho, os niveis de Se plasmatico nos
animais alimentados com SeMet e castanha-do-Pard nao diferiram entre si,
apresentando concentracdes de 940,0 ug L™ e 900,0 ug L™, respectivamente, o que
denota um comportamento semelhante no metabolismo e acumulo de Se no plasma
entre a SeMet e o Se presentes na castanha-do-Para quando ingeridos a doses
elevadas do elemento.

O efeito pronunciado do Se fornecido pela castanha-do-Para sobre a
concentragdo do nutriente no plasma sanguineo dos ratos deve-se, portanto, as
condigdes experimentais especificas neste estudo, as quais podem ter alterado a

resposta dos animais a incorporagao de Se no plasma.

3.2.4. Analises histoquimicas e morfométricas
No processo de carcinogénese de colon o intercambio entre a

proliferacéo, diferenciacdo e apoptose € muito importante. De acodo com CHANG et
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al., 1997, o aumento ou descontrole da proliferacdo celular, falhas no processo de
diferenciagao e reducédo da apoptose podem coletivamente levar a mudangas na
morfologia e arquitetura do célon e da cripta, aumentando o volume celular e
elevando a probabilidade de progressdao de mutacgdes celulares que podem estar
presentes. Desta forma, tem sido sugerido recentemente que a medigao destes
fatores pode apresentar maior significancia prognostica na avaliagdo dos efeitos
dietéticos sobre a incidéncia de tumores e o risco de cancer de colon.

O epitélio da mucosa colbnica apresenta células secretoras de
mucosubstancias que se diferenciam principalmente em fungao das caracteristicas
do muco produzido e liberado por elas (SHEAHAN e JERVIS, 1976).

Numerosos estudos tém utilizado analises histoquimicas e do padréo
de secregao e da distribicdo de mucosubstancias do epitélio gastrointestinal como
biomarcadores de alteragdes em estados patoldgicos induzidos experimentalmente
em animais de laboratério (SHEAHAN e JERVIS, 1976; HONG et al., 1997; JENAB
e THOMPSON, 2000) ao mesmo tempo em que estudos histoquimicos similares
tém sido conduzidos em epitélio gastrointestinal humano sob varias condigdes
(FILIPE e BRANDFOOT, 1974; SHEAHAN e JERVIS, 1976; BOLAND et al., 1982;
SUNTER, 1984; HOLT et al., 1998; BERNSTEIN et al., 2002).

3.2.4.1. Diferenciacao celular: determinacao de sulfomocinas e sialomucinas

Dentre os métodos histoquimicos mais usados na determinacdo do
padrao de secre¢cdao de mucinas acidas esta o método introduzido por SPICER
(1965) de Alto ferro diamina-azul de alcian (HID-AB). Este método distingue
mucosubstancias acidas nao sulfatadas (AB positivo) de coloracdo azul e
denominadas de sialomucinas das mucosubstancias sulfatadas (HID-positivo)
coradas de preto, denominadas de sulfomucinas.

Neste trabalho, a determinacido do padrdo de mucosubstancias acidas
foi realizada pela utilizagdo de um método alternativo desenvolvido por SINGH e
GORTON (1989) utilizando orceina e azul de alcian (Orceina-AB) e cujos resultados
apresentaram alta corelacdo com aqueles obtidos pela técnica HID-AB.

A relacédo entre sulfomucinas (SUM) e sialomucinas (SIM) em células
da mucosa colbnica esta associada ao seu estado de maturacgao; ela tem sido

usada como marcador valido no grau de diferenciagdo da mucosa colénica em
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estudos com animais (YANG et al., 1996; CHANG et al., 1997; HONG et al., 1997;
JENAB e THOMPSON, 2000) e humanos (HOLT et al., 1998).

SHEAHAN e JERVIS (1976), estudando varias espécies animais
incluindo roedores € o homem, constataram a predominancia de mucosubstancias
acidas no intestino grosso e, em particular, de sulfomucinas no colon distal das
especies estudadas.

O reducédo da razao SIM:SUM ¢ indicativo do aumento da maturidade
ou do grau de diferenciagdo celular, uma vez que o decréscimo na producao de
SUM tem sido observado em tecido colénico anormal, preneoplasico e neoplasico
(FILIPE e BRANFOOQOT, 1974; BOLAND et al., 1982; CAMPO et al., 1988; SHAH et
al., 1989; SAMS et al.,, 1990). Desta forma, falha ou redu¢do na diferenciagao
celular tem sido proposta como um importante fator na avaligdo do risco de cancer
de célon (YANG et al., 1996). Quanto mais as células do célon s&o estimuladas a se
diferenciar menos provavelmente elas irdo se proliferar e, hipoteticamente, maior
sua taxa de apoptose.

Na Figura 2 é apresentado corte tranversal de colon distal tingido pela
técnica histoquimica Orceina-AA. Os dados médios das percentagens de células
secretoras de sialomucinas (SIM), sulfomucinas (SUM) e células de secrecdo mista

(SUM+SIM) bem como a raz&o SIM:SUM sao apresentados no Quadro 10.
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Figura 2. Corte transversal de célon distal de ratos F344 corado pela técnica
histoquimica Orceina-AA mostrando cripta seccionada longitudinalmente
com células caliciformes secretoras de sulfomicinas (a), de sialomucinas
(b), e de secregao mista (c).
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Quadro 10. Percentual de células secretoras de sulfomucinas (SUM), células
secretoras de sialomucinas (SIM), células de secregdo mista
(SUM+SIM) e coeficiente entre sialomucinas e sulfomucinas
(SIM:SUM) em mucosa colbnica de ratos alimentados com dietas
experimentais e submetidos a inducédo de cancer com DMH

Dieta SUM SIM SUM+SIM SIM:SUM
DMH + DMH - DMH + DMH - DMH + DMH - DMH+  DMH -
%
CN 54,71aA 58,35aA 19,10aA 7,32aB  26,19bB  34,33aA 0,42aA 0,15aB
CP 55,90aA 55,07aA 15,81aA 15,28aA 28,29bA 29,64aA 0,33aA 0,30aA
F 61,80aA 60,93aA 9,67bA 10,18aA 28,53bA 28,89aA  0,20bA 0,19aA
C 61,84aA 54,49aA 9,04bA 11,70aA 29,12bB 33,81aA 0,17bA 0,24aA

F+C 58,33aA  57,31aA 8,56bA  9,83aA 34,78aA 32,86aA 0,20bA  0,22aA

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijao; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijao e castanha; DMH: 1,2-dimetilhidrazina - 2HCI; (+) com indugédo quimica e (-)
sem indugdo quimica de cancer de coélon. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
minUscula nas colunas ou mailscula nas linhas nao diferem entre si, ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste Tukey.

As percentagens de células SUM presentes nas criptas da mucosa
colénica dos animais foram estatisticamente iguais entre as dietas experimentais e,
dentro de cada dieta, entre os animais com e sem aplicacdo de DMH. Com relacéo
a percentagem de células SIM, as dietas F, C e F+C apresentaram-se iguais entre si
e significativamente inferiores as dietas CN e CP quando da aplicagao de DMH, nao
sendo observadas diferengas significativas entre as dietas experimentais nos grupos
de animais ndao submetidos ao carcinogeno. O mesmo foi verificado para a
percentagem de células de secreg¢ao mista (SUM+SIM) no célon dos animais DMH-,
enquanto que naqueles tratados com carcinégeno (DMH+), observou-se a elevagao
destas células na mucosa do grupo de animais alimentados com a dieta F+C em
relagdo as demais dietas estudadas.

Obtendo-se a relacdo SIM:SUM, constatou-se ndao haver dierencgas
significativas entre as dietas experimentais nos grupos de animais DMH- enquanto
que nos animais DMH+ foi observada reducéo desta relagdo nas dietas F, C e C+F,
as quais apresentaram-se iguais entre si e diferentes das dietas CN e CP.

Comparando-se os animais submetidos ou ndao ao DMH dentro de
cada dieta experimental, foi observado o mesmo comportamento na percentagem
de células SIM e na relagdo SIM:SUM, sendo constatada a elevagdo de tais
parametros em animais alimentados com a dieta CN e submetidos a aplicacdo do
carcinégeno, enquanto que, nas demais dietas, ndo foram verificadas diferencas

significativas.
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Os resultados da analise estatistica demonstram, portanto, nao ter
havido diferencas no padrdao de secrecdo de mucosubstancias acidas entre os
grupos de animais nas dietas experimentais quando da auséncia do carcinégeno de
célon. Entretanto, quando os grupos de animais foram submetidos a aplicagéo de
DMH o padrao de secrecao foi modificado como observado pelas alteragbes na
percentagem de células SIM e de células SUM+SIM. Estas mudancgas
influenciaram, por sua vez, o coeficiente entre sialomucionas e sulfominas

(SIM:SUM), utilizado como indice de maturidade e diferenciagdo celular da mucosa.

As alteragdes observadas no coeficiente SIM:SUM demonstram que
0s animais alimentados com a dieta sem adicao de Se (CN) sofreram reducéo na
diferenciagao celular quando sumetidos ao carcinégeno de cdélon, enquanto que a
mesma dieta acrescida de dose supranutricional do nutriente (CP) manteve o
indice de diferenciacdo nos animais DMH+, indicando um possivel efeito do Se na
protecao contra alteragdes da mucosa colénica. Nas demais dietas experimentais, a
exemplo da dieta CP, a presenga do DMH nao promoveu alteragcées no processo de
diferenciagao celular, denotando a influéncia positiva destas dietas na manutencéao
da homeostase do desenvolvimento colénico e, em consequéncia, na protecdo da

mucosa contra alteragdes pré-malignas.

Analisando-se o efeito das dietas entre si, nos grupos de animais
submetidos a indugdo de cancer, observou-se que 0s animais alimentados com
dose supranutricional de Se suprido pela adigdo de castanha-do-Para a dieta (C)
mostraram-se mais protegidos contra alteragdes no grau de diferencao celular do
que o grupo alimentado com a mesma dose de Se adicionado na forma de SeMet
(CP). Considerando-se que a forma de Se utilizada esta intimamente relacionada
com seus efeitos anticarcinogénicos € de se esperar que as formas de Se presentes

na castanha estejam condicionando, ao menos em parte, os resultados obtidos.

Em trabalhos de “especiagdo” de Se desenvolvidos por
CHUNHIENG et al. (2004), foi detectado que a maior percentagem de Se presente
em castanha-do-Para esta na forma de SeMet, tendo sido detectadas outras formas
de Se sem que fosse possivel a identificacdo e quantificagdo das mesmas. Todavia,
nao se pode descartar a hipotese do efeito conjunto de outros fatores presentes em
matrizes tdo complexas como os alimentos e de sua interagdo com o ambiente

colbnico.
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A auséncia de diferencas significativas entre as dietas F, C e F+C
indicam nao ter havido efeito sinérgico ou aditivo sobre a percentagem de células
SUM e SIM e na relagcdo SIM:SUM quando da utilizagdo conjunta de feijdo e
castanha (F+C) em relagédo a acao destes alimentos utilizados isoladamente.

Ressalte-se ainda, que o efeito semelhante da dieta F em relacédo as
dietas C e F+C indicam que o feijado ofereceu o mesmo nivel de prote¢cado que estas
contra possiveis alteragdes no grau de diferenciagdo da mucosa avaliado por este
parametro.

Os feijdes sdo uma boa fonte tanto de fibra dietética quanto de uma
ampla faixa de fitoquimicos, os quais tém sido relacionados a reducgao do risco de
cancer de célon (HUGHES et al., 1997; BAWADI et al., 2005).

Neste trabalho, a elevada percentagem de fibra alimentar soluvel e
insoluvel fornecida pelo feijao pode ser considerada um dos fatores condicionantes
dos efeitos na reducao do risco de cancer das dietas baseadas neste alimento.

Fibra alimentar € a soma de lignina e polissacarideos originados de
plantas, que n&o séo digeridos pelas enzimas do intestino delgado, mas podem ser
degradados por fermentacdo microbiana. Elas podem ser classificadas em fibras
soluveis e insoluveis.

As fibras insoluveis como celulose, ndo fermentaveis, sédo excretadas
de forma inalterada (WIJNANDS et al., 1999). Resultam em fezes mais volumosas e
consequente diluicdo de carcindbgenos e promotores luminais. Em adigdo, seu
transito é acelerado, reduzindo o tempo de exposicdo a irritantes e (co-
)carcindgenos. Ja as fibras soluveis sdo substratos fermentaveis para bactérias
anaerobicas no intestino grosso. O principal produto da fermentacdo sdo acidos
graxos de cadeia curta como acetato, propionato e butirato. Os acidos graxos de
cadeia curta reduzem o pH colbnico resultando na precipitacdo de acidos biliares e
inibicdo da formagdo de acidos biliares secundarios os quais sdo citotoxicos e
considerados favorecedores da carcinogénese (CHEAH, 1990; Van MUNSTER e
NAGENGAST, 1993). Altas concentragdes de acidos graxos secundarios tém sido
associadas com aumento no risco de cancer de célon. O butirato tem mostrado
suprimir a formagédo de tumores coloretais (MCINTYRE et al., 1993), protegendo o
epitélio colénico de mudancas displasicas, estimulando a diferenciacdo celular,
induzindo a apoptose e diminuindo a proliferagao das células colénicas in vivo e in
vitro (AWAD et al, 1991; HAGUE et al., 1996).
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A fibra alimentar também tem mostrado reduzir os efeitos
précarcinogénicos observados quando do consumo de dietas hipercaldricas e/ou
hiperlipidicas. O aumento dos niveis de insulina e da energia intracelular pode
promover estimulos proliferativos no epitélio colénico levando ao aumento de
células e criptas anormais com promog¢ao da carcinogénese (BIRD et al., 1985).
Além disso, o aumento da energia intracelular poderia resultar em um aumento da
oxidagdo e formagcdo de espécies reativas de oxigénio, aumentando os danos
celulares, a oxidacdo do DNA e a frequéncia de mutagdes com consequente

influéncia na iniciagdo e promog¢ao da carcinogénese colénica (BRUCE et al., 2000).

WIJNANDS et al. (1999) estudando o efeito protetor de fibras
fermentaveis (galactooligossacarideos) e ndo fermentaveis (celulose) sobre o
cancer de colon induzido por DMH em ratos alimentados com dietas com niveis
diferenciados de gordura, verificaram que a tumorigénese foi favorecida pelo
aumento do conteudo de gordura da dieta e que as dietas que continham fibra
fermentavel conferiram maior protecdo contra o cancer colorretal em relacdo as

dietas contendo celulose ndo fermentavel.

Desta forma, os ja conhecidos efeitos fisiologicos da fibra alimentar
indicam que para promover protecdo maxima sobre o cancer de colon uma fibra
dietética deveria: a) ser rica em fibra alimentar insoluvel, particularmente celulose; b)
conter suficiente fibra alimentar soluvel para produzir butirato sob fermentacgéao e; c)

ndo aumentar a concentracao de acidos biliares nas fezes (HUGHES et al., 1997).

Diante destas consideragodes, a fibra alimentar do feijao apresenta-se
como um bom candidato para as propriedades anticarcinogénicas do feijao uma vez
que a mesma: a) esta entre as melhores fontes conhecidas de fibra alimentar
insoluvel contendo maior percentagem do que muitos cereais (HUGHES e
SWANSON 1989); b) é rica em fibra soluvel a qual tem mostrado converter-se
facilmente a butirato no célon (FLEMING et al., 1985); c) ndao aumentam
significantemente a concentragao de acidos biliares fecais a exemplo do observado
com o farelo de aveia (ANDERSON et al., 1984) e; d) mostram-se igualmente
efetivas ao farelo de aveia na redugdo das concentragbes de colesterol sanguineo
(ANDERSON et al., 1984).

Além de boa fonte de fibra alimentar, os feijdes sao também ricos em

muitos fitoquimicos com propriedades anticarcinogénicas.
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Neste sentido, a presenca de consideravel concentragdo de acido
fitico ou inositol hexafosfato (IP6) em feijdo € outro fator que pode estar
influenciando, a exemplo de estudos com trigo (JENAB e THOMPSON, 1998;
REDDY et al., 2000), a manutengdo da homeostase do desenvolvimento do epitélio
coldnico.

O acido fitico € uma substéncia presente em muitas leguminosas
sendo considerado um antinutriente em virtude de sua acdo na complexacao de
proteinas, vitaminas e sais minerais reduzindo o aproveitamento destes pelo
organismo (URBANO et al., 2000). Entretanto, estudos com animais tém mostrado
que esta substancia pode inibir o crescimento neoplasico em diversos tipos de
cancer incluindo o céncer de colon (SHAMSUDDIN et al., 1989; ULLAH E
SHAMSUDDIN, 1990; PRETLOW et al., 1992). Os mecanismos de a¢ao propostos
sdao o aumento da morte natural da célula, alteracbes na traducdo de sinais,
estimulacdo de genes que levam a maior diferenciacdo celular e atividade
antioxidante (SHAMSUDDIN, 1992; FOX e EBERL, 2002).

Os taninos, outro consituinte do feijdo com propriedades antinutritivas,
também tém sido relacionados com o efeito protetivo do cancer por esta
leguminosa. Estudo realizado por BAWADI et al. (2005), demonstrou o efeito de
taninos condensados, extraidos do feijdo preto, na inibicdo do crescimento de

células Caco-2, denotanto sua agao protetora sobre a carcinogénese coldnica.

3.2.4.2. Morfologia da mucosa col6nica

Alteragcdes na morfologia da cripta e do epitélio colébnico como um todo
tém sido utilizadas como indicadores da agdo de carcindbgenos sobre a mucosa
coldénica bem como do efeito protetor de agentes anticarcinogénicos.

A Figura 3 apresenta corte transversal de colon distal corado pela
técnica HE indicando o procedimento adotado de medicdo dos parametros
morfométricos estudados. Os dados médios de altura da cripta em numero de
células, obtidos pela contagem das células colunares do epitélio da mucosa col6nica

sao apresentados no Quadro 11.
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Figura 3. Corte transversal de colon distal de ratos F344 corado pela técnica HE. (a)

altura da cripta; (b) didmetro do apice da cripta; (c) didmetro da base da
cripta; (d) célula colunar.

Quadro 11. Altura de cripta em numero de células de mucosa colénica de ratos

alimentados com dietas experimentais e submetidos a indugdo de
cancer com DMH

Dieta Altura da cripta em numero de células
DMH + DMH -
CN 60,34bA 49,88bB
CP 64,06bA 61,64aA
F 64,89bA 66,42aA
C 72,54aA 72,01aA
F+C 64,86bA 61,69aA

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijdo; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijao e castanha; DMH: 1,2-dimetilhidrazina - 2HCI; (+) com indugdo quimica e (-)
sem indugdo quimica de cancer de célon. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra

minUscula nas colunas ou maiuscula nas linhas ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste Tukey.
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A manutencdo do comprimento constante da cripta é obtida pelo
balango entre proliferacdo e morte celular. Desta forma, a altura da cripta em termos

de numero de células colunares, da uma idéia do seu nivel proliferativo.

MASKENS (1976), estudando a histogénese e o padrdao de
crescimento de adenocarcinomas em coélon de ratos induzidos com DMH, observou
anterior a formacédo de tumores, significativa elevagdo na profundidade da cripta,
expressa pelo numero de células colunares, de mucosa de ratos tratados com DMH

em relagao ao seu controle (ratos nao tratados).

Constatou-se que a dieta sem adigdo de Se (CN) promoveu um
padrao diferenciado de altura apresentando-se significativamente inferior a dieta CP
e as demais dietas estudadas nos animais nao tratados com o carcinégeno (DMH -).
Entretanto, quando da aplicagdo do carcinégeno de cdélon (DMH +), observou-se
elevagao significativa da altura de cripta no grupo de animais tratados com a dieta
CN enquanto que no grupo CP e nas demais dietas nao foram verificadas
alteracdes. Estes resultados indicam o efeito do Se na forma de SeMet na
manutencdo do padrao de proliferacao celular da cripta medido pela altura de

criptas em numero de células.

Considerando o efeito das dietas entre os grupos de animais tratados
com DMH, observou-se que a dieta C apresentou maior grau de proliferacédo celular
em relac&o as dietas com o mesmo nivel de Se (CP e F+C) e a dieta com feijao (F).
Entretanto, constatou-se que a utilizagdo conjunta de castanha e feijao na dieta
F+C, promoveu reducao da proliferacédo celular comparado a dieta onde a castanha
foi empregada isoladamente (C). Este fato indica um possivel efeito interativo entre
os constituintes destes dois alimentos no grau de proliferagdo celular da mucosa

colbnica, medida pela altura da cripta em numero de células.

JENAB e THOMPSON (2000) estudaram o efeito do trigo e do acido
fitico de forma isolada e conjunta sobre biomarcadores do cancer de célon induzido
com azoximetano em ratos. Foi constatado, que tanto o trigo quanto o acido fitico
promoveram redug¢ao na altura de criptas medida em numero de células colunares
bem como na razdo SIM:SUM, indicando o efeito potencial dos mesmos na redugao

do risco de cancer de célon.

A analise estatistica dos parametros de altura de cripta, diametro da

base, didametro do apice e densidade de cripta avaliados no estudo morfométrico da
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mucosa colbnica dos grupos de animais submetidos as dietas experimentais

encontram-se no Quadro 12.

Quadro 12. Altura, didmetro da base e didmetro do apice de criptas em ym e
densidade de criptas de coélon de ratos alimentados com dietas
experimentais

Dieta Altura da cripta Diametro da Diametro do Densidade de cripta
base apice (n° de criptas/mm linear
pm de colon)

CN 180,63b 42,90a 40,44b 20,60ab

CP 254,98a 45,07a 44,43ab 20,13b

F 228,80a 42,17a 42,13b 21,31ab

C 237,18a 42,96a 46,32a 20,31b

F+C 226,83a 40,82a 42,47ab 22,11a

CN: dieta controle negativo; CP: dieta controle positivo; F: dieta com feijdo; C: dieta com castanha;
F+C: dieta com feijdo e castanha; Para cada parametro avaliado, médias seguidas de pelo menos
uma mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste
Tukey.

TSUKAMOTO e colaboradores (2006) estudaram o efeito de
alteragdes na atividade de hexosaminidase, em criptas normais e aberrantes (ACF)
de ratos F344 tratados com DMH e sua relagdo com caracteristicas morfoléligas e
proliferativas. Estes pesquisadores observaram que, apés a décima semana
experimental, houve elevagéao significativa no comprimento da cripta (316,3 um) de
ratos tratados com DMH e com atividade hexosaminidase reduzida em relacdo aos
grupos nao tratado com DMH (224,7 um) e tratados com DMH mas com atividade
enzimatica normal (280,0 um). Em estudo anterior realizado por TSUKAMOTO et al.
(2001), foi observado ainda que criptas com atividade hexosaminidade decrescida
apresentam-se mais largas que criptas com atividade enzimatica normal tendo sido
consideradas normais, criptas com didmetro igual ou inferior a 60 um e aberrantes
aquelas com didametro superior a 115 um.

Nao obstante a constatagao, por diversos pesquisadores (BARNES et
al., 1999; JENAB e THOMPSON, 2000; MA et al., 2002), de alteragbes morfolégicas
da mucosa colbnica e de suas glandulas em ratos submetidos a carcindbgenos de
célon, nenhuma diferenga foi observada, neste trabalho, entre os grupos de animais
tratados com DMH e seus controles nas dietas experimentais estudadas (resultados
nao mostrados).

Diante dos resultados obtidos, ndo se pode fazer inferéncias sobre o

possivel efeito das dietas experimentais sobre a preservagdo da morfologia
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colonica, avaliada pelos parametros morfométrico aqui estudados, quando da
aplicagdo do DMH, sendo apenas possivel discutir as diferengas promovidas pelas
dietas experimentais de forma individual e da relagao entre eles.

Comparando-se as dietas experimentais entre si, foram constatadas
diferencas em todos os parametros avaliados com excecao do didmetro da base.

Considerando-se a altura de cripta em um, verificou-se que os animais
alimentados com a dieta CN apresentaram a menor altura média em relacéo as
demais dietas estudadas. No que se refere ao didmetro ndo foi observada diferenca
significativa entre as dietas com nivel supranutricional de Se (CP, C e F+C) com o
maior valor sendo observado para a dieta C. Contudo, quando o feijao foi utilizado
conjuntamente com a castanha-do-Para (F+C), observou-se redugao no didmetro do
apice da cripta levando a valores proximos aqueles observados para a dieta com o
mesmo nivel de Se na forma de SeMet (CP).

Nao foi observada diferenga significativa na densidade de criptas,
medida em numero de criptas por milimetro linear de célon, entre as dietas CN, CP,
F e C. Entretanto, quando os animais foram alimentados com a dieta F+C, verificou-
se elevacéo significativa desta medida em relagdo as dietas C.

Estas observacdes indicam que as dietas alteraram, de forma distinta,
a morfologia da mucosa colbnica avaliada pela medida altura da cripta, diametro da
base, diametro do apice e densidade de cripta e pela correlagcdo entre elas.

BUTLER e colaboradores (1992), objetivando determinar os fatores
que influenciaram a proliferacdo celular no cdlon distal, observaram, por meio de
estudo morfométrico, que o indice proliferativo, obtido pela densidade de criptas e o
numero de colonocitos por densidade de area, era mais elevado no célon distal em
relagdo ao proximal e que a proliferacdo celular das distintas por¢des do intestino
grosso pode ser modificada com a dieta.

Em adicdo a isto, estudos tém demostrado que alteragdes
morfoldgicas e proliferativas da mucosa coldnica aparentemente normal podem ser
observadas como indicativo de suscetibilidade ou predisposicdo a doencgas do
intestino grosso, com destaque para o cancer (SHAMSUDDIN, et al.,, 1981;
TERPSTRA et al., 1987; BARNES, et al., 1999).
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4. Conclusdes

Nas dietas estudadas, a atividade enzimatica de GPx em plasma,
eritrocitos e figado bem como de GST hepatica n&o foram alteradas com a presenca
do carcinégeno de colon DMH, em relagdo aos seus controles. Entretanto,
independente da dieta utilizada, a aplicacdo de DMH promoveu reducdo da
atividade GPx no figado com concomitante elevacado da atividade GST no mesmo
orgao.

Todas as dietas com nivel supranutricional de Se elevaram a atividade
GPx e GST em todos os tecidos avaliados, bem como a concentracido plasmatica de
Se em relagdo a dieta sem adicdo do nutriente sendo as dietas com nivel
supranutricional de Se fornecido pela castanha-do-Para tdo habeis quanto a dieta
com SeMet na promoc¢ao da atividade destas enzimas.

A dieta com feijdo promoveu o mesmo nivel de atividade GPx
plasmatica e hepatica e de GST hepatica observados nos grupos de animais
alimentados com as dietas elevadas em Se.

Todas as dietas, com excecdo da dieta sem adigcao de Se, mantiveram
o grau de diferenciacdo e proliferacdo celular da mucosa colénica, medido pelo
quociente entre as percentagens de células secretoras de sialomucinas e células
secretoras de sulfomucinas e pela altura de cripta em numero de células, quando da
aplicagao do carcinégeno de célon DMH.

A administracdo de doses supranutricionais de Se na forma de SeMet
ou fornecida pela castanha e a utilizagdo combinada do feijao e da castanha em
dietas hiperlipidicas favoreceu a homeostase do desenvolvimento col6nico evitando
alteracbes na diferenciacado e proliferacdo celular em ratos tratados com DMH,

reduzindo, consequentemente o risco de cance de célon.
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ANEXOS

Quadro 1A. Resumo da analise de variéncia para consumo alimentar (CA), ganho
de peso (GP) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de ratos
alimentados com dietas experimentais e submetidos a inducédo quimica
de cancer com DMH

FV GL Quadrado Médio

CA(9) GP (9) CEA (%)
Dietas 4 74722,190** 367,02 4 41**
Carc 1 0,009 464,66"° 2,81™
Dietas*Carc 4 49,823 53,00™ 0,27™
Residuo 35 564,628 142,10 0,87
CV(%) 1,91 7,72 7,53

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F

Quadro 3A. Resumo da analise de variancia para atividade de Glutationa
Peroxidase (GPx) e Glutationa S-Transferase (GST) no figado de
ratos alimentados com dietas experimentais e submetidos a indugao
quimica de cancer com DMH

FV GL Quadrado Médio
GPx hepatica GST hepatica
--------------- nmol min™ mg de P----—-——————-

Dietas 4 2762,37* 532,87**
Carc 1 1813,42** 275,86*
Dietas*Carc 4 274,45 79,90™
Residuo 35 175,79 64,06
CV(%) 10,64 11,49

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
* significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F

Quadro 4A. Resumo da analise de variancia para concentragao de Se em plasma
sanguineo de ratos alimentados com distas experimentais e
submetidos a indugao quimica de cancer com DMH

FV GL Quadrado Médio
Concentragdo plasmatica de Se (ug/L)

Dietas 4 4255521,0**
Carc 1 47155,6*
Dietas*Carc 4 38466,6**
Residuo 35 9151,4
CV(%) 11,36

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
* significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
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Quadro 5A. Resumo da andlise de variancia para células secretoras de
sulfomucinas (SUM), células secretoras de sialomucinas (SIM),
células de secre¢cdao mista (SUM+SIM) e coeficiente entre
sialomucinas e sulfomucinas (SIM:SUM) em mucosa colbnica de
ratos alimentados com dietas experimentais e submetidos a indugao
quimica de cancer com DMH

FV GL Quadrado Médio

SUM SIM SUM+SIM  SIM:SUM

%

Dietas 4 39,57 56,56** 34,95* 0,02391**
Carc 1 16,47"° 24,77 63,70* 0,01870"
Dietas*Carc 4 30,74™ 67,76** 30,98* 0,03503**
Residuo 35 24,09 7,66 10,58 0,00473
CV(%) 8,45 23,24 10,76 27,52

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
* significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F

Quadro 6A. Resumo da analise de variancia para altura de cripta em numero de
células (ALTNC), altura de cripta (ALTC), diametro da base (DB)
diametro do apice (DA) e densidade de criptas (DC) em mucosa
colbnica de ratos alimentados com dietas experimentais e submetidos
a indugao quimica de cancer com DMH

FV GL Quadrado Médio
ALTC DB DA ALTNC DC
pm (n° de células) (N° de criptas/mm
linear de colon)

Dietas 4 6062,4** 18,99" 41,05* 303,83** 5,29**
Carc 1 141,7™ 496" 532" 90,77** 5,26
Dietas*Carc 4 1100,5™ 9,88™  14,70" 41,33* 0,65
Residuo 35 508,3 10,92 9,13 10,88 1,29
CV(%) 10,02 7,70 7,02 5,13 5,47

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F
* significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F
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