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“Muitas vezes as pessoas sio egocéntricas, ilogicas e insensatas.

Perdoe-as assim mesmo.

Se vocé é gentil, as pessoas podem acusa-lo de egoista, interesseiro.

Seja gentil assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, tera alguns falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros.

Venc¢a assim mesmo.

Se vocé é honesto e franco, as pessoas podem engana-lo.

Seja honesto e franco assim mesmo.
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Construa assim mesmao.
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Faca o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso nunca pode ser o bastante.

Dé o melhor de vocé assim mesmao.

Veja vocé que, no final das contas, é entre vocé e Deus.

Nunca foi entre vocé e as outras pessoas.”

(Madre Tereza de Calcuta)
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

ESTUDO DA DISTRIBUICAO DE SELENIO EM ANIMAIS EXPERIMENTAIS EM
FUNCAO DA ESPECIE DE SELENIO INGERIDA E VIA DE ADMINISTRACAO
AUTORA: EMILENE MENDES BECKER
ORIENTADORA: PROF. DR* DENISE BOHRER

O selénio (Se) ¢ um micronutriente essencial que atua em muitos processos fisiologicos
importantes, participa da atividade de muitas enzimas. Sua significincia clinica esta relacionada a
atuacao de seus compostos como coadjuvante na prevencao e combate de diversas doengas entre
elas o cancer, doencas cardiacas e doengas imunoldgicas. A atuag@o nas diversas fungdes vitais,
no entanto, esta relacionada a sua forma quimica. Varios estudos tém ressaltado a importancia da
suplementagdo do selénio na dieta, tanto na forma oral como parenteral, porém ha uma incerteza
sobre a melhor espécie de Se a ser utilizada.

Neste trabalho, primeiramente, adequou-se a metodologia para quantificacdo do selénio
total em amostras bioldgicas entre elas levedura e tecidos como musculo e pele. Fez-se um
comparativo entre as técnicas de espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e
geragdo de hidretos para esta determinagdo. Os resultados demonstraram que a técnica de
Espectrometria de Absor¢do Atomica por Geracdo de Hidretos (HG AAS) se mostrou mais
adequada para quantificagdo do Se ap6s o procedimento de digestdo da amostra, uma vez que as
interferéncias causadas pela técnica de Espectrometria de Absor¢do Atomica por Forno de
Grafite (GF AAS) ndo puderam ser minimizadas.

Para o estudo da absor¢ao e distribuicao do selénio utilizaram-se dois modelos animais,
aves domésticas e coelhos.

O Se foi determinado na gordura extraida do musculo de frango e no residuo deste apos a
digestdo. A gordura foi extraida com solventes organicos (metanol:diclorometano 1:3) e o Se
determinado por GF AAS. O residuo foi digerido com a mistura de acidos nitrico e perclorico, € a

reducdo do Se (VI) a Se (IV) realizada com NaBr/acido sulfamico, antes da medida por HG AAS.
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Os limites de detec¢cdo (LOD) encontrados foram 1 pg/L e 6 pg/L para as técnicas de GF AAS e
HG AAS. Os resultados mostraram que ocorre a distribuicdo do selénio entre a gordura extraida
(20%) e residuo (80%).

A anélise de especiacdo dos selenoaminodcidos, selenometionina (SeM) e selenocistina
(SeC), foi realizada utilizando os reagentes de derivagdo para aminoacidos 9-metilfluorenil
cloroformio (FMOC) e o-ftaldeido (OPA) com detec¢do ultravioleta (pré-coluna) e fluorescente
(pos-coluna), respectivamente. O método cromatografico foi a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC-FMOC) o qual utilizou separag@o em fase reversa, obtendo-se valores de LOD
de 0,50 mg/L e 0,20 mg/L respectivamente para SeM e SeC. As curvas analiticas apresentaram
linearidade entre 1,6 e 8,0 mg/L para SeM e 0,80 a 8,0 mg/L para SeC. O método HPLC-OPA
baseou-se na cromatografia de troca anidnica, com coluna AminoPac PA1 para aminodacidos,
obtendo-se valores de LOD de 0,005 e 0,009 mg/L para SeM e SeC, respectivamente.

A caracterizagdo da levedura (Experimento 1) que ¢ utilizada como suplementacdo
alimentar de aves foi realizada. O Se total, a fracdo soltivel em 4gua e o Se presente nas proteinas
foram determinadas através da digestdo acida, extragdo com agua e separagao das proteinas por
adsor¢do em coluna de polietileno em pd, respectivamente. As medidas da concentracao de Se
foram realizadas por HG AAS (amostra digerida) e GF AAS (extratos aquosos e fracdo ligada a
proteina). Adicionalmente, determinaram-se os selenoaminoacidos no extrato aquoso € na fragcdo
ligada a proteina, apds a hidrolise, por HPLC-OPA. Verificou-se que no extrato aquoso 6% sao
Se inorganico e 94% ¢ organico. Considerando a parte organica 98% ¢ SeM, 58% esta ligado a
proteina e 37% esta na forma livre.

O comparativo entre suplementagdo oral com Se inorgénico (selenito de sddio) e organico
(levedura enriquecida com Se) em aves foi realizado (Experimento 2). O tratamento com
levedura promoveu um aumento da concentragdo de Se total no musculo e na gordura. O valor
médio da concentragdo de Se nas aves tratadas com selenito de sodio foi de 0,13 pg/g e de 0,32
ug/g apos a suplementacdo com Se organico (levedura).

Também foi investigado a avaliagdo da suplementacdo de Se inorganico (selenito de
sodio) e Se organico (SeM) através da via parenteral em coelhos. A administragdo realizou-se
através de dois experimentos diferentes (4 e 5). O experimento 4 foi o estudo cinético,
administrando 0,2 mg/kg de Se, e avaliando-se o Se total e as espécies SeM e SeC no soro apos

15, 30, 60 e 120 minutos. O Se total teve uma concentragdo méxima de Se em 15 minutos apos a



administracdo de Se inorganico. O grupo que recebeu SeM possui valores elevados neste mesmo
tempo, porém ndo pronunciados, podendo evidenciar a sua mais rapida distribuicdo. Os
resultados também mostram que ndo houve interconversao do Se (IV) em selenoaminoacidos,
sendo as variagdes de concentracao similares para os grupos apos a administracao do Se (IV). A
administracdo de SeM mostrou reducdo gradual de concentragdo apds 15 minutos, mas nenhuma
alteragdo na concentragao de SeC foi observada.

O experimento 5 foi o estudo sub-cronico. A administracdo de Se orginico aumentou
significativamente o Se total no soro sanguineo e na urina, bem como nos tecidos cérebro,
coracgdo, musculo e baco. Por outro lado, o figado foi o tecido que mostrou maior acimulo de Se
com a administracdo de Se (IV). O rim ndo mostrou diferenca significativa entre as formas de Se.
Os parametros de avaliagdo toxicoldgica (medida dos niveis de ALA-D, TBARS, é&cido
ascorbico) ndo mostraram alteracdes significativas entre os tratamentos com as diferentes formas
de Se.

Os resultados obtidos com o tratamento oral das aves se mostraram similares ao
tratamento parenteral, onde a forma organica produz uma disponibilidade maior de selénio em

relagdo ao encontrado no musculo.
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ABSTRACT

Selenium is an essential micronutrient that plays an important role in many physiological
processes. Its clinical significance is related to the action of selenocompounds as adjuvant in
preventing diseases such as cancer and heart failure and also in improving the immunological
defenses of the organism. Since the ability of selenium in acting as a protective agent depends on
its form, it is important to investigate which form of selenium ingested promotes the best
absorption and distribution in the organism.

In this work, the methodology for selenium quantification in biological samples such as
yeast, blood and tissues was evaluated. Graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF
AAS) and hydride generation atomic absorption spectrometry (HG AAS) were compared for total
selenium quantification. The results showed that the HG AAS is more adequate for Se
determination after acidic digestion procedure, since the interferences caused by the acids in the
GF AAS measurements could not be minimized.

Two different animals were used as model for studying the absorption and distribution of
selenium in different organs, chicken and rabbit.

Selenium was determined or in the fat extracted from the muscle of chicken meat and in
the residue of this tissue after fat extraction. Fat was extracted with organic solvents
(methanol:dichloromethane 1:3) and analysed by GF AAS. The muscle residue was digested with
a HNOs/HCIO4 mixture and the selenium reduction, before the HG measurement, carried out
with NaBr/sulfamic acid. The limits of detection were 1 pg/L and 6 pug/L for GF AAS and HG
AAS respectively. The results showed that selenium is distributed between fat (20%) and tissue
residue (80%).

The speciation of the selenoamino acids, selenomethionine (SeM) and selenocistine (SeC)
was carried out by chromatography using the reagents 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC)
and o-phthaldehyde (OPA) with UV and fluorimetric detection, respectively. The High
Performance Liquid Cromatography (HPLC) method was carried out with reversed phase and
FMOC. The limits of detection were 0.50 and 0.20 mg/L. for SeM and SeC respectively. In the
HPLC-OPA method the amino acids were separated by ion-exchange and the limits of detection

were 0.005 and 0.009 mg/L for SeM and SeC, respectively.
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The yeast used as selenium supplementation for the chicken analyzed in this work was
characterized according to its selenium content. Total selenium, the fraction soluble in water and
the selenium present in the proteins were determined by acid digestion, extraction with water, and
separation of proteins by adsorption in a polyethylene powder column, respectively. The
measurements were carried out by HG AAS (digested sample) and by GF AAS (aqueous extract
and proteic fraction). The selenoamino acids were also determined in the aqueous extract and in
the protein fraction after protein hydrolysis using the HPLC-OPA method. From the total
selenium present in the aqueous extract, 6% was inorganic and 94% organic. Considering the
organic part, 98% was present as SeM. Fifty eight per cent was bound to proteins, whereas 37%
was found as free amino acid.

Two groups of chicken were treated with selenium, one group with sodium selenite and
the other with the above mentioned yeast. The animals treated with the yeast presented higher Se
levels in the muscle and also in the fat. The mean value of selenium found in these chickens was
0.13 ng/g for the ones treated with sodium selenite and 0.32 pg/g for those treated with the yeast.

It was also investigated the supplementation of selenium, using both forms, inorganic
(sodium selenite) and organic selenium (SeM) through the parenteral via in rabbits. The
administration was carried out in two different ways. In one experiment 0.2 mg/kg Se was
administrated, and the species SeM and SeC were evaluated in the animal’s blood after 15; 30;
60; and 120 min after the injection. In the other, both forms of selenium (0.1 mg/kg) were
administrated for 6 weeks, in alternating days (sub-chronic treatment). In the fist experiment,
significant changes were observed in the total Se in the serum of the animals treated with sodium
selenite, whereas in the animals treated with SeM a high but constant Se level was observed. No
changes were observed in the SeC level for both groups of animals after the administration of
both Se forms. On the other hand, as could be expected, there was a peak of SeM just after the
administration (15 min) in the group that received SeM. After the sub-chronic treatment, Se was
increased in serum, urine, and also in the brain, heart, muscle, and splen of the animals treated
with SeM. By contrast, Se was increased only in the liver of the animals treated with inorganic
selenium. In the kidney no difference was observed either for SeM or selenite administration. The
parameters for toxicological evaluation (measurement of ALA-D activity, TBARS, ascorbic acid,

among others) did not show any difference between both administrated forms of selenium.
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1. INTRODUCAO

O selénio, um mineral essencial a muitos processos fisiologicos, pode ser encontrado no
solo, em plantas e animais [1-2, 6]. No corpo humano, ele esta presente em quase todas as
células, sendo mais abundante, contudo, nos rins, figado, bago, pancreas e testiculos.

O selénio, tanto na sua forma inorganica, como selenito de sdédio, ou na forma organica,
através de leveduras enriquecidas, tem recebido muita atencdo recentemente com relacdo ao seu
papel na prevencdo de véarias doencas, entre elas o cancer [2]. Além disso, o selénio pode
proteger o coracdo, principalmente por reduzir o risco de formagao de codgulos, diminuindo, por
sua vez, o risco de ataque cardiaco e de derrame. Quando combinado com vitamina E, na sua
forma inorganica (selenito de sddio) pode ter efeito protetor para o estresse oxidativo e, na sua
forma organica (ebselen) parece apresentar também alguns beneficios antiinflamatorios [3]. Esses
compostos de selénio associados a outros nutrientes podem agir como coadjuvantes no

tratamento doengas cronicas, como artrite reumatoide, psoriase, lupus e eczema [5].

Primeiramente, o efeito do selénio em humanos foi associado a sua toxicidade,
especialmente, pela exposi¢ao ocupacional em processos industriais que o utiliza, bem como pela
exploragdo de rochas, em areas mineradoras, e consumo de alimentos contaminados. Varios
estudos da sua toxicidade em animais, centrados na possibilidade deste elemento ser
carcinogénico, estdo relacionados a este tipo de exposicdo. Porém, os estudos ndo chegaram a
resultados conclusivos. Além disso, os compostos de selénio ndo atuam como agente
carcinogénico em doses baixas ou moderadas. O aumento de evidencias experimentais, no
entanto, sugeriram que a suplementacdo com selénio na dieta poderia inibir tumores induzidos
quimicamente em varias espécies de animais, como também canceres provocados por virus. Dos
trinta e nove estudos publicados a partir de 1949, trinta e quatro demonstraram que o selénio foi
capaz de diminuir o crescimento de tumores, ao passo que trés destes estudos ndo mostraram
nenhum efeito e dois demonstraram que o selénio teria efeito no aumento de tumores. Os
mecanismos possiveis para o selénio atuar como medida de protegdo contra a ocorréncia de

tumores seria a diminui¢do da concentracdo dos radicais livres e hidroperdxidos nos tecidos via



acdo da glutationa peroxidase, sendo este mecanismo dependente de selénio. O primeiro trabalho
que relata a fung@o biologica do selénio como componente da glutationa peroxidase foi relatado
em 1973. Desde entdo, varias selenoproteinas funcionais tém sido identificadas. Revisdes na
literatura da década de 80 mostram que existe uma associa¢ao inversa entre a concentracdo de
selénio no solo e a ocorréncia de cancer do sistema gastrintestinal, do pulmao e de mama, entre
outros. Deste modo, apds extensiva discussdo, foi estipulado pela WHO (World Health
Organization) um protocolo para limites considerados seguros para ndo produzir toxicidade bem

como evitar a sua deficiéncia. [6].

A deficiéncia de selénio nas pessoas ¢ pontual e dependente da regido onde vivem,
uma vez que pessoas dependentes de alimentos provenientes de solos com deficiéncia de
selénio também estdo sob risco. Ela pode ocorrer, porém, em pacientes com a funcao

intestinal seriamente comprometida, ou que estdo submetidos a nutri¢cdo parenteral.

A absorc¢ao, metabolismo e utilizac¢ao final do selénio para fungdes vitais sdo dependentes
da sua forma quimica. Em plantas ocorre como selenometionina (SeM), mas espécies inorganicas
podem estar presentes. Animais e humanos sdo capazes de incorporar SeM em proteinas.
Contudo, outros estudos mostram que a maior espécie de Se em alimentos de origem animal ¢é
selenocisteina (SeCys) presente na enzima glutationa peroxidase € em outras enzimas
dependentes de Se [5-6].

A andlise de especiacdo do Se no organismo e em fluidos biologicos ¢
importante para o entendimento do ciclo bioldgico e para definir a difusdo e a toxicidade deste
elemento no ecossistema, bem como sua incorporacdo as proteinas e sua distribuicdo e

biodisponibilidade no organismo [4].

A primeira parte deste estudo consistiu da investigacdo do pré-tratamento de amostras
para quantificagdo de selénio total, por espectrometria de absor¢do atdmica (AAS), e a analise de
especiagdo, para determinagdo de selenometionina e selenocistina, por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC), conforme demonstrados na Figura 1.

Uma vez estabelecido os métodos fez-se um estudo para avaliar a influéncia da forma de
selénio na sua distribuicdo em animais que receberam suplementagdo de selénio, tanto na dieta

quanto através da administragao endovenosa. Aves, tratadas com ragdo suplementada, e coelhos,



tratados parenteralmente, foram utilizados como modelos animal. Devido a forma como as aves
sdo tratadas na industria, optou-se pela administragdo oral. A suplementacdo de selénio se deu
através do inorganico, como selenito de sodio, bem como através do suporte organico deste

elemento, na forma de levedura enriquecida.

Posteriormente, fez-se a investigacdo do selénio inorganico, Se (IV), e organico, SeM, em
outra via de administragdo que ndo a oral, através da administragdo parenteral, utilizando neste
caso os coelhos como animais de experimentagdo. O estudo foi dividido em duas etapas. A
primeira etapa do experimento consistiu da administragdo aguda, na qual o objetivo foi avaliar a
conversdao do selénio inorganico em organico, apds a administragdo de solugdo de selenito de

sodio, bem como a biodisponibilidade ap6s a administra¢ao da selenometionina.

O estudo sub-cronico foi realizado na segunda parte do estudo da administra¢do das duas
diferentes formas de selénio em coelhos, para avaliar a distribuicdo nos tecidos e, também,
comparar a toxicidade das espécies de selénio inorganico e organico apds a administracao de
selenito de sodio e da selenometionina. Uma vez que o Se ¢ administrado parenteralmente como
elemento trago em pacientes através da forma inorgénica selenito de sodio, a proposta do presente
estudo foi verificar se outra espécie de Se, como Se organico na forma de selenometionina, ndo

teria uma toxicidade menor do que a forma que vem sendo administrada atualmente
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2.

OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a distribui¢ao do selénio em animais

experimentais em func¢ao da espécie ingerida e da via de administragao.

Os objetivos especificos foram:

Adequagao da metodologia para determinagdo de selénio total e selenoaminoacidos em
amostras biologicas entre elas levedura, tecidos como musculo, pele, figado, rim,
cérebro, coracdo, bago, tiredide, gordura e os fluidos bioldgicos soro sangiiineo e urina.
Caracterizagdo da levedura utilizada como fonte de Se organico na suplementacdo de
selénio em aves, através da quantificagdo do Se inorganico e das espécies SeM e SeC.
Avaliacao da distribuicdo da concentracdo de Se em musculo e pele em aves através da
suplementac¢do oral com Se inorganico e organico (levedura).

Avaliacdo da distribuicdo de Se no sangue, urina e em diferentes tecidos apods
administracdo parenteral de Se inorgénico e organico em coelhos em estudo sub-cronico
(6 semanas).

Avaliacdo da distribui¢do e concentracdo de Se total e selenoaminoacidos no sangue
apds administracao parenteral de Se inorganico e organico em coelhos em estudo agudo

(2 horas).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Selénio

O selénio (Se) ¢ considerado um elemento-traco importante em muitos processos
bioquimicos e fisiologicos. Por ser um nutriente essencial ¢ de fundamental importancia na
saude humana [5-10].

O Se pertence ao grupo 16 da tabela perioddica localizado entre o enxofre e o telurio.
Possui propriedades fisicas e quimicas as quais sdo consideradas intermediarias inorganicas
entre metal e ndo-metal, com semelhanc¢a mais pronunciada com o enxofre. Ele pode existir em
quatro estados de valéncia que sao I, 0, IV e VI. A maioria da quimica de coordenagdo organica
envolve o estado de oxidagdo -II, sendo que este elemento frequentemente substitui o enxofre
em espécies organicas de aminodcidos tais como selenometionina e selenocisteina [6-7]. Os
compostos nos quais tém o estado de oxidagdo IV e VI incluem SeF4 e SeFq, didxidos SeO,,
trioxidos SeO; e oxi acidos tais como OSe(OH); e acido selénico H,SeO4. Muitos oxi sais como
selenitos e selenatos sdo soluveis em agua [6].

Este elemento vem também tendo crescente reconhecimento de sua potencialidade para
aplicacdes industriais. E amplamente utilizado em processos e produtos industriais tais como
industria do vidro, onde perfaz 27% do seu uso. Usos eletronicos de selénio de alta pureza sdao
relatados pelas suas caracteristicas semicondutoras e fotoelétricas. Aproximadamente 14% do
seu uso estdo na produgdo de pigmentos inorgéanicos [6].

Sua utilizagdo na medicina foi relatada primeiramente como medicamento para tratar
caspa, no qual os compostos eram usualmente utilizados na forma de mono e disulfetos de
selénio. Sabe-se também do uso da espécie “Selenometionina como marcador radioativo para
diagnostico de varios tumores malignos [6].

Recentemente, o Se tem sido amplamente utilizado para suprir as necessidades
nutricionais como elemento-trago antioxidante tanto na nutri¢do enteral como na nutrigdo

parenteral [8-9].



Sabe-se que nos tecidos o selénio esta presente em duas formas: como selenocisteina
(SeCys) e selenometionina (SeM). A SeM ndo pode ser sintetizada no organismo e deve ser
fornecida pela dieta. Esta espécie pode substituir a metionina em uma variedade de proteinas [7].
A SeM ¢ considerada como um forma de deposito de selénio; quando o suporte de selénio da
dieta ¢ interrompido, este compartimento ¢ movimentado e repde o selénio no organismo.

A selenocisteina ¢ um composto andlogo da cisteina contendo Se, considerada o 21°
aminoacido codificado no DNA [5,7, 10]. O selénio constituinte de proteinas, denominadas
selenoproteinas, algumas das quais tem fung¢des enzimdticas importantes, estd na forma de
selenocisteina, sendo a forma bioldgica ativa de selénio. Sao exemplos de selenoproteinas que
contém SeCys a glutationa peroxidase, iodotironina deiodinase, selenoproteina P, selenoproteina
W e tiorredoxina redutase.

Virias selenoproteinas sdo enzimas envolvidas nas defesas antioxidantes e regulagdes
redox, tais como a glutationa peroxidade, tiorredoxina redutase e a metionina sulfoxido redutase
[11]. O selénio nestas enzimas pode, entdo, atuar como centro redox, por exemplo quando a
selenoenzima, tiorredoxina redutase, reduz nucleotideos na sintese do DNA e ajuda a controlar o
estado redox intracelular, ou ainda quando uma iodotironina deiodinase produz o horménio da
tiredide ativo a partir do precursor inativo. O melhor exemplo da fun¢do redox, porém, ¢ a
reducdo do perdxido de hidrogénio a produtos indcuos como agua e alcoois, pela familia das
enzimas peroxidases selénio-dependentes tais como glutationa peroxidase [5]. Estas fungdes
ajudam a manter a integridade da membrana, reduzem a probabilidade de propagacao de danos
oxidativos de biomoléculas, como lipideos, lipoproteinas € DNA, com o associado aumento de
risco de cancer ¢ arterosclerose [7].

O maior papel na defesa antioxidante ¢ da enzima glutationa peroxidase. Ela reduz o
peréxido de hidrogénio, lipidios e fosfolipidios hidroperdxidos impedindo que ocorra
propagacao dos radicais livres e espécies oxigénio-ativas. A baixa atividade da GSH-Px em
pacientes criticamente doentes estd associada com os baixos niveis de Se, onde hd um aumento
da glutationa oxidada e dos radicais livres podendo contribuir para a faléncia dos multiplos
orgaos nestes pacientes [11].

A tiorredoxina ¢ uma proteina pequena (12 kDa), com dois residuos de cisteina, que ¢é
regulada e contribui para a tolerancia de endotoxinas. A tiorredoxina reduz a glutationa bem

como outros perdxidos lipidicos, sendo sua forma oxidada regenerada por diferentes subtipos de



tiorredoxinas redutases selénio-dependentes. Estudos em ratos demonstraram que a atividade
desta enzima aumenta com a atividade da GSH-Px ap0s a suplementagdo com selénio, indicando
uma hierarquia na sintese de selenoenzimas [10].

Comparada com outras selenoproteinas, a selenoproteina P (SePP) ¢ incomum uma vez
que possui 10 residuos de SeCys por molécula, contribuindo com até¢ 70% do Se no plasma. A
SePP no plasma humano ¢ fortemente dependente da disponibilidade do selénio presente no
figado, local onde ela ¢ quase totalmente sintetizada [7,11-12]. Logo apo6s ter sido identificada, a
SePP foi reconhecida como proteina responsavel por transportar selénio. Também possui
propriedades de defesa oxidativa, uma vez que estudos mostram a defesa do figado contra
necrose e peroxidacdo lipidica pelo aumento das concentragdes desta enzima apds a
administracao de Se em ratos deficientes em selénio [7, 12].

As enzimas iodotironina deiodinase tipos I, II e III sdo selenoproteinas. Estas enzimas
removem iodo das moléculas hormonais na tiredide por meio da ativacdo da tiroxina (T4) e
inativagcdo da triiodotironina (T3). A iodotironina tipo I, presente no figado, rim, e tiredide
abastece T3 ao tecido periférico a partir do T4 secretado pela glandula tiredide. A atividade da
enzima tipo I decai com deficiéncia de selénio. A iodotironina deiodinase tipo II € encontrada no
cérebro, glandula pituitaria e placenta, regula o Ts intracelular nestes tecidos e controla a
secre¢ao do hormdnio que estimula a tiredide. O tipo III inativa T3 e degrada outros hormonios
da tiredide, porém pouco ¢ conhecido sobre sua relagdo com a deficiéncia de selénio. A
deficiéncia de Se causa uma diminui¢do de 15 a 20% dos niveis de T3 e T4 [13]. Estudos com
animais tém demonstrado que as deficiéncias de iodo e selénio levam ao hipotireoidismo mais
severo do que apenas a deficiéncia de iodo. Além disso, o cretinismo, doenga cronica devida a
auséncia de secregdo tircoidea, em recém-nascidos sao devido a deficiéncia destes dois
elementos nas respectivas maes [7].

A selenoproteina W também contém SeCys e foi assim denominada pela possivel
associacdo com uma patogenia de degeneracdo muscular (white muscle disease). Esta disfun¢ao
¢ uma desordem metabdlica que ocorre em animais domésticos caracterizada pela calcificacdo
do musculo esquelético que pode ser aliviada pela suplementagdo combinada de selénio e
vitamina E [5, 13]. Os niveis desta proteina sdo afetados pelo status de Se no organismo e ela

pode ter um papel fundamental no metabolismo muscular.
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3.2. Significancia clinica

O reconhecimento da importancia do papel das selenoproteinas no metabolismo ajuda a
explicar os efeitos adversos da deficiéncia de selénio na satide humana e animal. Varias doengas
cronicas tém sido relacionadas ao baixo status de Se. A manutengao da concentragdo 6tima de
selénio no organismo, bem como as atividades da selenoproteinas, torna-se evidente para
prevengdo destas doengas.

Baixas concentracdes de Se no sangue tem sido associadas a incidéncia de infarto do
miocérdio e aumento da mortalidade de doencas do coragdo [13-14]. Além disso, a deficiéncia
de selénio pode resultar em acumulo de peroxidos de acidos graxos no coracao e levar a
formacao de substancias que aumentam a formagao dos coagulos de sangue. Adequados niveis
de Se e da atividade da enzima glutationa peroxidase podem ajudar a proteger as células
endoteliais dos vasos sanguineos contra danos causados por lipoproteinas de baixo peso
molecular [13].

A ingestdo de baixas quantidades de selénio tem sido relacionada a um aumento do risco
de cancer. Experimentos com modelos animais e estudos com humanos tem demonstrado um
efeito protetor dado por varios compostos de selénio, em niveis que excedem a nutri¢do, na
inibi¢ao do crescimento de tumores [2, 5, 7, 13].

Muitos estudos tém enfatizado a relagdo entre as doengas renais e o baixo status de Se,
tanto para os niveis de Se no plasma, como para a atividade da glutationa peroxidades em
pacientes com insuficiéncia renal cronica e que sofrem hemodialise [9,15-16]. Embora ndo se
pense a deficiéncia do selénio como causa da disfuncdo renal, a diminuicdo da sua concentracao
pode agravar as condi¢des dos pacientes. A suplementagdo com selénio tem provado ser efetiva
no melhoramento do quadro de pacientes renais, melhorando a funcdo imune e diminuindo o
estresse oxidativo.

Pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) tém
relatadas baixas concentracdes de selénio. Varios estudos também sugerem que este elemento
pode ter um efeito benéfico no tratamento destes pacientes, uma vez que provavelmente
permitam reforgar o sistema antioxidante endogeno. As fracas defesas antioxidantes parecem ter

um importante papel no aumento do estresse oxidativo, observado dentre as pessoas soro-
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positivas. A associagdo entre mortalidade relatada em pacientes com HIV-1 e a deficiéncia
nutricional de vitaminas, tais como A e B12, e minerais como zinco e selénio mostrou que
apenas a deficiéncia do selénio teve correlacdo com a diminui¢do de sobrevivéncia nestes
individuos [17]. Estes estudos indicam que a deficiéncia de selénio ¢ forte indicadora de
aumento de mortalidade [8], independentemente do tratamento anti-retroviral.

Outros estudos de relevancia clinica do selénio tém sido relatados, como a sua
importancia na reproducdo. Por um longo periodo, o selénio foi utilizado com sucesso na
reprodu¢do animal [5]. Estudos realizados com homens inférteis suplementados com Se e
vitamina E mostraram melhora na morfologia do esperma. Individuos tratados com selenito de
s6dio mostram aumento dos niveis de Se no fluido seminal, e, aqueles que receberam Se na
forma de levedura enriquecida, tiveram um aumento também na atividade da glutationa
peroxidase [5, 13].

Nas atividades cerebrais e no humor hé indica¢do que o selénio também ¢ importante,
uma vez que o movimento de neuro-transmissores ¢ selénio-dependente. A concentra¢do de Se
no cérebro de pacientes com Alzheimer foi de apenas 60% da concentragdo encontrada no grupo
controle. Baixas concentragdes de Se no plasma de pessoas com idade avancada mostrou relagao
significativa com senilidade [5].

Pacientes com processos inflamatorios, como fibrose cistica, e injirias provocada por
queimaduras também tem substancial perda de selénio. A suplementagdo com minerais como
zinco, cobre e selenito de sodio resultam em significante redu¢do da infecgdo [10].

Compostos organicos de selénio tais como ebselen e disseleneto de difenila podem
também estar relacionados com propriedades antiinflamatérias em estudos relacionados com
animais [18].

O selénio pode ter ainda um importante papel antagonista na toxicidade de varios metais,
tais como caddmio, mercurio, arsénio, prata, chumbo e cobre, pela formag¢do de complexos

inertes com estes [5-6].
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3.3. Selénio na nutriciao

A primeira funcdo bioldgica conhecida do selénio foi como um componente da
glutationa peroxidase, relatada em 1973 [19]. Desde entdo, varias outras funcdes bioldgicas tem
sido identificadas com uma variedade de fung¢des, onde seu papel antioxidante foi o primeiro
foco de atencdo de diversos estudos. Essas pesquisas levam as aplicagdes tais como
suplementagdo de selénio de formulas nutricionais infantis, enterais e solucdes de nutrigao
parenteral total [13, 15, 20].

As maiores fontes de dieta de selénio sdo as plantas na maioria dos paises ao redor do
mundo. A quantidade de Se no solo ¢ que vai determinar a concentra¢do de Se naquele alimento,
ou seja, cereais e graos dependem do conteudo de Se presente no solo nos quais sao produzidos.
Frutas, vegetais e agua nao possuem quantidades substanciais deste elemento, com excecdo da
castanha brasileira, que possui quantidades consideraveis na sua composi¢ao [6-7].

Uma vez que o selénio estd associado as proteinas nos tecidos animais, a formagao
destas ligacdes ¢ dependente da fonte deste mineral na dieta. Alguns produtos de origem animal
como carne, frutos do mar, ovos contém quantidades elevadas deste elemento, principalmente
aqueles que se alimentam de plantas ricas em Se [21].

A ingestdo nutricional varia mundialmente e chega até niveis de 750 pg/dia de selénio
organico sem manifestacdes de desordens associadas com o selénio. As principais fontes
nutricionais de selénio sdo a selenometionina, de origem vegetal, e a selenocisteina obtida dos
produtos de origem animal [6-7]. Os compostos inorganicos normalmente sdo fornecidos como
suplementos e em dietas experimentais.

Formulacdes enterais sdo atualmente suplementadas com selénio, como pode ser
observado na Tabela 1. Estes produtos sdo utilizados para suprir as necessidades nutricionais de
pacientes portadores de diversas doengas complexas como cancer, AIDS, doengas pulmonares e
intestinais cronicas, diabéticos, bem como para pacientes cirirgicos pré e pds-operatorio, os

quais sdo capazes de se manter parcialmente por via oral [13].
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Tabela 1 — Formulag¢des enterais contendo selénio [13]:

Produto Se (ug/L) Espécie de Se
Novasource ®* 100 Selenito de so6dio
Novasource Renal ®" 100 Extrato de levedura
Isosource ®* 110 Sem identificacao
Kindercal ®" 32 Sem identificagdo
Peptamen ®"° 40 Selenato de sodio
Replete ®° 100 Sem identificagdo
Diabetisource ®* 67 Selenito de sodio
Advera ®"° 60 Sem identificagao

*Novartis Nutrition Corp.; ®Mead Johnson Nutritionals; ¢ Nestlé; T Abott.

Quando os individuos sdo completamente incapazes de comer normalmente ou ingerir
alimentos, os quais ndo podem se manter do ponto de vista nutricional, torna-se necessaria a
nutricdo parenteral total (TPN). Para produzir as necessidades bésicas estas formulagdes além
dos nutrientes basicos, aminoacidos e lipideos, contém elementos-traco essenciais. Estes
elementos-traco normalmente incluem cromo (15 pg), cobre (1,5 mg), iodeto (120 pg),
manganés (2 mg), zinco (5 mg) e selénio (100 pg) por um periodo de 24 horas [15]. Grande
parte destes elementos tem um papel fundamental nos processos antioxidantes do organismo,
protegendo tecidos contra os nocivos radicais livres.

Formulagdes de nutrigdo parenteral contendo selénio também ja vém sendo publicadas,
onde selenito, selenato e selenometionina sdo adicionados a TPN prevencao e tratamento das
deficiéncias de Se. Embora exista uma incerteza sobre a melhor espécie de Se a ser utilizada
nestas solugdes, selenato e selenito de sddio parecem ser as formas de escolha [9, 13, 22].

Quantidades didrias recomendadas de Se sdao 20 a 60 pg por dia [6]. Outros autores
sugerem que para a populagdo saudavel a ingestdo recomendada esta entre 80 e 100 ng,
associada com a quantidade 6tima para a atividade da glutationa peroxidase nas plaquetas,
podendo variar para as demais enzimas selénio-dependentes [23]. Para recém nascidos e
criangas menores de 5 anos, 2 a 3 pg de selénio por kilograma por dia tem sido recomendada,

até um limite de 30 pg/dia [13].
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Um estudo com pacientes que recebem TPN suplementado com selénio, na forma de
selenito de sodio, foi realizado, e os resultados comparados com o grupo de TPN nao
suplementado. Os niveis de Se e atividade da glutationa (GSH-Px) no soro diminuiram com o
tempo de tratamento da nutricdo parenteral no grupo que nao recebeu suplemento de Se. A
suplementagdo com Se, 100 pg/dia, resultou em um acentuado aumento da excre¢do urinaria do
Se, porém ndo aumentou os niveis de Se do soro e das células vermelhas, como também nao
produziu efeitos na atividade da GSH-Px [9].

A concentracdo de Se no sangue total, plasma e nas células vermelhas ¢
significativamente menor em pacientes renais cronicos que sdo submetidos a hemodidlise
semanal comparados a pessoas saudaveis [20]. De maneira similar a concentracdo de Se, a
atividade da GSH-Px nas células vermelhas também foi reduzida nestes pacientes. O estudo
demonstrou, adicionalmente, que a suplementagao oral de Se, na forma de levedura, juntamente
com a eritropoetina, apos 3 meses de tratamento, provocou um aumento da concentragdo do Se
neste grupo em relacdo ao grupo que recebeu apenas a levedura enriquecida com Se.

Terada [24] investigou a relagdo entre geracdo das espécies oxigénio-ativas € 0s
conseqiientes danos as ce€lulas causados por compostos de selénio e de enxofre. Selenito,
selenato e selenometionina foram adicionados a um meio celular contendo cisteina ou glutationa
reduzida e, apds incubag¢do a 37°C por 3 horas, os danos celulares foram avaliados. Os
resultados obtidos pelos autores demonstraram que 10 pmol/L de selenito, mesmo na presenga
de glutationa reduzida e cisteina, gerou espécies oxigénio-ativas. As espécies selenato e SeM
podem ser mais recomendaveis ao uso parenteral por nao terem causado os danos similares
mesmo na presenca de grupos tidis, podendo ser entdo administrado juntamente com solugdes
parenterais que contenham cisteina como aminodcido.

De Bem [25], em 2006, avaliou a toxicidade de selénio através da exposi¢do oral do
composto organico diseleneto de difenila em coelhos, por um periodo 8 meses, nas
concentragdes de 0,3, 3,0 e 30 mg/kg. Os parametros avaliados foram a §-aminolevulinato
dehidratase (3-ALA-D), catalase, glutationa peroxidase, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), uréia, cratinina, indice de peroxidacao lipicida (TBARS),
acido ascorbico e também o nivel de selénio no sangue e no tecido adiposo. Os resultados
demonstraram que 30 mg/kg deste composto causaram aumento significativo da atividade da d-

ALA-D no soro ap6s 6 a 8 meses do tratamento. A ingestdo de 3,0 mg/kg aumentou a atividade



15

da catalase apds 8 meses. Porém, outros parametros indicadores de toxicidade ndo foram
alterados. O estudo também relata a lipofilicidade do composto uma vez que houve aumento

significativo de selénio no tecido adiposo com a ingestdao de 30 mg/kg.

3.4. Metabolismo e distribuiciao

Mais de 50% dos compostos de selénio sdo absorvidos no trato gastrintestinal pelos
mesmos mecanismos de transporte dos aminodcidos correspondentes de enxofre [11]. Porém, a
absor¢do aparentemente ndo € regular, depende da sua disponibilidade e forma quimica ingerida
[6]. A homeostase do selénio € completada normalmente pela sua excrec¢ao via urina [7].

Selenito ¢ absorvido por difusdo passiva no trato gastrintestinal muito eficazmente (40-
95%). Selenato, a forma 4cida, ¢ rapidamente absorvido via um sistema co-transportador de
selenato/sodio.

O selénio ¢ encontrado em todos os tecidos, em concentragdes variaveis, de acordo com
a quantidade e a espécie ingerida [5, 6]. A absor¢cdo da SeM foi mais rapida (96%) comparada
ao selenito (80%) em estudos com mulheres na Nova Zelandia [6, 26]. A absor¢do
gastrintestinal dos compostos organicos ¢ mais completa que a absor¢do da forma inorganica
como selenito. Apds a absorcdo, ocorre distribuigdo pelo sangue até o6rgao e tecidos, sendo o
figado e o rim os 6rgdos nos quais sdo encontradas as maiores concentragdes em varias espécies
animais, suplementados com adequada dieta ou com altas doses de selénio [27, 28].

Os niveis de selénio no sangue tém sido utilizados como indicadores do Se ingerido na
dieta bem como o seu status em animais € humanos. O Se presente nas células vermelhas, os
eritrocitos, ¢ um indicativo da absor¢do a longo prazo, acumulado ha mais de 4 meses [6, 13].
As concentragdes no plasma ou soro dizem respeito ao Se ingerido recentemente ou a curto
prazo, podendo indicar o status agudo.

Virios estudos de suplementagdo oral com selénio tém sido relatados em animais para
verificar a disponibilidade no tecido e nos produtos originarios destes animais [29]. O Se

contido em tecidos de suinos alimentados com selénio inorganico, como selentio de sodio,
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promoveu aumento de 180% e 110% da concentracdo de Se no figado e no rim destes animais
em relagdo ao controle [30].

Dentro de certos limites fisiologicos quantidades tragco de selénio sdo retidas no
organismo, enquanto que excessivas quantidades sdo excretadas [31]. A excrecao ocorre
principalmente na urina, mas uma pequena parte da quantidade absorvida ¢ excretada nas fezes.

Estudos mostram que os compostos de Se sdo metabolizados em duas etapas: reducdo e
posterior metilagao ou incorporagdo direta as proteinas [6]. O estado de oxidagdo VI (selenato)
primeiramente ¢ reduzido a IV (selenito). Selenato pode sofrer ativacdo enzimatica com ATP
formando adenosina-5-selenofosfato, a qual sofre redu¢do nao-enzimatica a selenito por meio da
glutationa. A via da redugdo-metilagdo ¢ responsavel pela producdo de dimetil seleneto para
eliminacdo, o qual tem sido considerado como a forma nao-tdxica de selénio, o qual tem baixa
atividade biologica tanto nutricional como toxicologica [6].

A Figura 2 mostra as varias interagdes metabodlicas que podem ocorrer entre as espécies
inorganicas e organicas de selénio, enquanto que a relagio entre o selénio ingerido e o acimulo

no tecido ¢ mostrada na Figura 3.
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Figura 2 — Interagcdes metabdlicas entre as formas inorganicas e orginicas de selénio [6].

A sintese de selenoproteinas envolve a conversdo do selénio, obtido na dieta e
acumulado nos tecidos, a seleneto ou a um composto similar e apds, a sintese de selenofosfato, o
qual serve como substrato para a conversdo de seril-tRNA a selenocisteril-tRNA contido no
anticodon UGA. Este ¢ utilizado para incorporar selenocisteina para a formacao de polipetideos

até mRNA [5].
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Figura 3 — Distribuicao do selénio apds a ingestao [6]

Estudos recentes de Suzuki e colaboradores mostraram que os compostos de Se
provenientes da dieta sdo transformados em selenetos, compostos intermediarios que serao
utilizados para sintese de selenoproteinas ou excretados como seleno-agucar [32]. Os autores
também demonstraram que a SeCys ¢ incorporada a selenoproteina P de maneira similar a SeM,
mas a incorporacdo foi menor que selenito. Além disso, os autores concluiram que SeCys e SeM
chegam aos 6rgaos e tecidos sem sofrerem reagdes, ou seja, na sua forma intacta, ao contrario da
forma inorganica e que ha formacdo de seleno-acticar A e B como metabdlito a partir da SeClys,

SeM e selenito.

3.5. Toxicologia

A toxicidade de selénio em humanos ¢ baseada tanto em observagoes individuais como
em relatos epidemiologicos. Geralmente ndo sdo observados efeitos prejudiciais com a ingestao
de 5 pg/kg (63 nmol/L) por dia. A suplementagdo de selénio pode atingir limite maximo entre
750 e 1000 pg/dia por um periodo curto de tempo. A ingestdo oral, através da alimentacao, de 5

a 15 mg de selénio, como selenato, por kg de peso corpéreo pode ser considerada intoxicagao
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cronica. Doses consideradas letais estdo na faixa de 1,5 a 6,0 mg/kg de peso corporeo por dia
[6].

Sintomas da intoxicagdo cronica por selénio incluem halito com odor de alho, erupgdes
na pele, dermatite, artrite, disturbios gastrintestinais, queda de cabelo, anomalias do sistema
nervoso [7].

Selenoses endémicas foram descritas na China em 1983, com sintomas nao
especificos incluindo fragilidade de unhas e cabelo e erup¢des na pele. Odores de alho ocorrem
quando dimetilseleneto ¢ exalado. Os niveis toéxicos no plasma foram encontrados como sendo
1054 pg/L, com uma dose diaria de Se estimada em 910 pg. Os dados epidemiologicos sugerem
que 750 pg de selénio na forma organica ¢ o limite seguro maximo para exposicdo didria [6].
Contudo, ndo sao considerados os diferentes compostos organicos. A ingestao diaria de 1600 e
3200 pg de selénio, na forma de levedura enriquecida, por um periodo de 12 meses, resultou na
concentragdo plasmatica de Se de 492 e 640 pg/L, respectivamente. Alteracdes brandas foram
observadas apenas no grupo que recebeu a dosagem maior [33]. A Organizacio Mundial de
Saude (WHO, World Health Organization) estipula que a concentragdo maxima de Se na dgua

para consumo devera ser 0,01 mg/L [6].

3.6. Avaliacido da metodologia para determinacgido de selénio e analise de especiacio

O selénio ¢ encontrado frequentemente em amostras ambientais e biologicas em
concentragcdes muito baixas. Em vista disso, técnicas analiticas altamente sensiveis bem como
cuidados especiais na manipulagdo da amostra como coleta, estocagem e preparo sao

necessarios.

3.6.1. Espectrometria de absor¢ao atdmica
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Os métodos geralmente empregados para determinacdo de selénio em matrizes
bioldgicas e ambientais inicialmente envolvem a destruicdo dos constituintes organicos com
simultdnea oxidacdo dos compostos ao estado tetravalente ou hexavalente e sua subseqiiente
determinagdo por uma variedade de técnicas tais como espectrometria de absor¢do atomica,
fluorimetria, espectrometria com plasma indutivamente acoplado e polarografia, entre outras.
Dentre estas técnicas, a espectrometria de absor¢ao atdmica tem sido extensivamente utilizada
para determinagado de selénio por que combina excelente sensibilidade com alta especificidade e
rapidez de andlise.

Uma vez que o selénio pode ser determinado espectrometricamente tanto por forno de
grafite (GF AAS) como por geragdo de hidretos (HG AAS), a escolha entre estas duas técnicas
depende do volume de amostra disponivel, composicao da matriz bem como a espécie presente
na amostra. Enquanto a resposta da HG AAS ¢ fortemente dependente da espécie de selénio, GF
AAS ¢ adequada para medidas tanto dos compostos inorganicos como também dos organicos
[34], desde que condigdes tais como o uso de modificadores quimicos e condigdes de
temperatura da plataforma do forno sejam bem estabelecidas. Os 4cidos normalmente utilizados
na decomposi¢do da amostra devem ser levados em consideragdo: acido nitrico, perclorico e
sulfurico podem interferir na determinacdo de Se tanto por HG AAS [35, 36, 37] como GF AAS
[38-39]. Varios estudos demonstram a existéncia de interferéncias em ambas as técnicas [40, 41,
42, 43], porem poucos estudos relatam a comparacao por forno de grafite e geracdo de hidretos
com relacdo a determinagdo de Se por espectrometria de absor¢ao atdmica. Welz e Schubert-
Jacobs [44] compararam caracteristicas de massa, volume de amostra e também a possibilidade
de realizacdo da determinacdo de selénio por sistema de injecdo em fluxo e batelada.

Lambert e Turoczy [45] realizaram um estudo comparativo de métodos de digestdo para
determinac¢do de selénio em amostra de peixe. As técnicas de digestdo incluiram digestdo umida
e seca, combustdo com oxigénio, irradiagdo ultravioleta e alta pressdo. Os resultados obtidos
pelos autores demonstraram que apenas a combinacdo de digestdo seca/umida seguida pela
decomposicdo a alta pressdo e determinacdo por HG AAS foi satisfatoria. O estudo também
mostrou que a decomposi¢do incompleta da matéria organica e perdas do selénio por
volatilizag¢ao foram as causas de insucesso dos demais procedimentos.

A técnica de HG AAS ¢ livre de interferéncia espectral se apropriados equipamentos sao

utilizados [46]. Sabe-se, todavia, que um niimero de metais de transi¢do, principalmente aqueles
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dos grupos VIII e XI, podem causar significante diminui¢do do sinal, sendo o selénio um dos
elementos que mais sofre interferéncia [47]. Contudo, estas interferéncias podem ser
minimizadas pelo aumento da acidez da amostra ou pela adicdo de agentes mascarantes, tais
como 1, 10 fenantrolina, telario, co-precipitagdo de lantanio ou hidréxido férrico, tiocianato
(SCN) e 1,1,3,3 tetrametil-2-tiouréia (TMTU) antes da reacdo de geracao do hidreto [48-49].

Uma das vantagens da técnica de espectrometria de absor¢do atomica com forno de
grafite (GF AAS) ¢ a auséncia da necessidade do processamento de uma variedade de amostras.
Amostras liquidas e solidas, freqiientemente, podem ser analisadas sem etapas de pré-
tratamento, com o uso de modificadores para minimizar possiveis interferéncias da matriz [28].

As técnicas de modificacdo quimica tém geralmente duas finalidades: i) diminuir a
volatilidade do analito para prevenir a perda por volatilizagdo na etapa de pirolise e i1) aumentar
a volatilidade da matriz para remover sua remog¢ao antes da atomizagao [50]. Varios estudos t€ém
sido realizados na investigacdo de modificadores quimicos para determinacao de Se por GF
AAS [28]. O niquel tem sido muito utilizado como modificador para diminuir a volatilidade do
Se e modificacdo da matriz [43] em diferentes matrizes, se mostrando adequado para evitar as
perdas de selénio até temperatura de 1200° C. O efeito do niquel €, provavelmente, a formagao
de selenetos de niquel relativamente ndo volateis dentro do forno. Fernandez [43] obteve bons
resultados utilizando niquel como modificador para a determinagdo de Se por GF AAS e
correcao de background com efeito Zeeman.

O efeito de estabilizagcdo térmica do selénio parece ndo ser decorrente unicamente do
niquel. Misturas de sais de niquel, cobre e paladio, na forma de nitratos, com magnésio foram
investigadas para determina¢do de Se em amostras dgua e soro sanguineo utilizando deutério
como corre¢do de background [51]. Os autores concluiram que a mistura de cobre e palddio com
magnésio permitiu a determinacdo de Se diretamente nestas amostras, utilizando curvas de
calibracdo com padrdes aquosos. Porém o uso dos modificadores de niquel, bem como a mistura
deste com magnésio, por sua vez, ndo foi capaz de estabilizar o selénio da mesma maneira nas

diferentes matrizes, sendo necessario utilizarem a técnica de adi¢ao do padrao.

3.6.2. Pré-tratamentos
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O conjunto dos procedimentos necessarios para converter quimicamente uma amostra
em uma forma que permita efetuar a determinacao do(s) analito(s) e realizar sua quantificacao o

quanto mais precisa e exata ¢ o termo que indica pré-tratamento de amostra [52].

O objetivo da etapa de pré-tratamento das amostras € 1) dissolver a amostra; e ii) separar
o analito dos componentes da matriz [53]. A exigéncia da eliminag@o de interferentes impde-se
com muita freqiiéncia, dependendo de muitos fatores, mas particularmente, do tipo de técnica de
deteccao [53]. A preparagdo de amostras deve contemplar a obtengdo do melhor resultado, no
menor tempo, com minima contaminagdo, baixo consumo de reagentes e geragdo de poucos
residuos e efluentes. Algumas técnicas analiticas permitem que seja possivel analisar a amostra
sem a etapa de pré-tratamento tais como raios X, métodos nucleares, termo-analise e
espectrométricos com fontes de arco e centelha e ablagdo com laser. As demais técnicas
disponiveis para analise como métodos classicos, métodos espectrométricos, eletroanaliticos e
cromatograficos, requerem, contudo, de solubilizacdo completa da amostra ou separagcdo dos

analitos de interesse da matriz e, em alguns casos, também pré-concentracao [54].

3.6.2.1.Procedimentos de digestdo para determinagdo de selénio total por HG AAS

Na técnica de HG AAS os elementos que formam hidretos devem ser reduzidos ao seu
menor estado de oxidagdo antes da reagdo com NaBH,. As etapas de pré-reducao utilizadas para
reducgdo de Se (VI) para Se (IV), ap6s os procedimentos de decomposicao da amostra, incluem o
uso de HCI [34, 55], irradia¢do ultravioleta [37], € o uso de sais de brometo [57-58]. A
velocidade de geracdo do hidreto ¢ muito répida, porém a reducdo de Se (VI) para Se (IV) ¢
lenta.

A determinacdo de selénio em amostras bioldgicas tem sido realizada utilizando a
técnica de geracao de hidretos. Esta técnica requer a decomposicao total da amostra a qual pode
ser realizada por via imida em sistema aberto. Contudo, completa mineralizagdo e oxidacdo da
amostra devem ser realizadas, uma vez que os efeitos de volatilizacdo podem acarretar em perda
do analito. A mistura de acidos HNO3/HCI1O,4 tem sido utilizada por causar oxidagdo da amostra,

e reter o Se em solucdo evitando perda por volatilizagdo [56].
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Estudos realizados por Brown [48] mostraram que o procedimento de oxidagdo de
amostras so6lidas empregando 4cido nitrico causa a formagdo de 6xidos de nitrogénio no
procedimento de digestdo. Estes Oxidos inibem evolucdo dos hidretos de arsénio (AsHj) e
selénio (SeH,) e podem resultar em efeito memodria para analises subseqiientes. Estes
interferentes podem ser minimizados pela adi¢do de acido sulfamico, para remover os 0xidos de
nitrogénio. Os autores também relatam o uso de BH3CN™ como agente redutor efetivo para
reacdo de formagdo do hidreto a partir de As (III) e (V) e Se (IV) na presenca de metais de
transicdo como cobre e niquel, para eliminar ou minimizar a interferéncia causada por estes
metais.

A determinagdo de Se (VI) e Se (IV) em amostras de dgua do mar foi realizada
utilizando como etapa de pré-tratamento para reducdo de Se (VI) a acidificacdo da amostra e o
tratamento com NaBr 4 % (m/v) e aquecimento a 70°C por 60 minutos [57]. A determinacao do
selénio foi feita por espectrometria de fluorescéncia com geragao de hidretos e fluxo continuo.

A investigacdo de condigdes suaves para reducdo de Se (VI) foi realizada pela mistura de
HCl1 0,48 mol/L e KBr 1,4 mo/L e os resultados comparados com a etapa de pré-redugao
utilizando HCl 5mol/L. A pré-reducdo com brometo possibilitou uma alternativa, onde
concentragdes minimas de tetraborato de sodio e HCI para geracdo do hidreto foram obtidas
[58].

O estudo de especiagdo de selénio com amostras biologicas foi realizado por
cromatografia idnica e detecgdo por HG AAS em um sistema onl/ine utilizando microondas para
conversao das espécies de selénio para Se (IV). A pré-redugdo de selenato a selenito, antes da
reacdo de formagao do hidreto, foi realizada com a mistura de acido bromidrico ¢ brometo de
potéssio. Resultados satisfatorios da etapa de pré-redugdo foram obtidos comparando-se com o
uso de HCI [59].

Irradiagdo ultravioleta e por ultra-som tem sido relatadas como procedimento para
reagdes redox para determinagdo de Se e espécies de selénio por absorgdo atdmica com geracao
de hidretos e deteccdo fluorescente [60]. A andlise de especiagdo de Se inorganico e organico
também tem sido investigada utilizando a HPLC e irradiacdo UV online com detec¢ao por HG

AAS [61].
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3.6.2.2.Procedimentos de extracdo para a andlise de especiacdo de selénio em amostras

biologicas

A identificacdo e determinagdo quantitativa de espécies quimicas de metais em
diferentes matrizes tais como alimentos e amostras bioldgicas e ambientais apontam um desafio.
As etapas de extragdo e separagao devem cuidadosamente consideradas para se manter a
integridade das diferentes espécies quimicas. As condi¢des de extracao devem ser quimicamente
brandas e suficientemente eficazes para liberar as espécies da matriz [62].

Geralmente as metodologias para andlise de especiacdo de selénio em amostras
bioldgicas incluem procedimentos de hidrolise 4cida, alcalina e enzimatica [62]. Os
procedimentos enzimaticos tradicionais conduzem a um consumo excessivo de tempo, além de
ndo serem quantitativos e poderem causar interconversao entre as espécies. Tais procedimentos
devem ser realizados com incubagdo a 37° C, ou com ajuda de ultra-som, e sdo utilizados na sua
grande maioria para amostras de levedura enriquecidas com selénio, onde este se encontra na
forma de selenoaminoécidos.

A analise de especiacdo de selenoaminoacidos e compostos orgéanicos de Se foi realizada
por Bird e colaboradores utilizando procedimentos de extragdo com agua, e temperatura elevada,
sendo comparadas ao procedimento utilizando hidrolise enzimética, com protease ndo especifica
[63]. Os resultados semi-quantitativos obtidos mostraram que 10% do selénio foram extraidos
com agua, enquanto que 90% foram extraidos através da hidrolise enzimatica.

Chassaigne desenvolveu um procedimento de extragdo seqiiencial foi realizado para o
fracionamento dos compostos em amostras de levedura [64]. Este procedimento permitiu a
extracdo da fracdo soltivel em agua e a fracdo ndo soluvel utilizando agua, dodecil sulfato de
sodio, respectivamente, com auxilio de ultra-som. Os resultados para quantificagdo do selénio
nestes extratos foram comparados com o procedimento de digestdo via imida. O fracionamento
dos compostos de selénio nestes extratos foi também realizado utilizando colunas preparativas
Superdex 75 e 200. Os resultados mostraram que o Se na estava presente nas fragdes com
variada distribuicdo de massa, tanto de baixo peso molécula (< 10000) como na

selenocompostos de alto peso molecular na faixa entre 10000 e 100000.
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Procedimentos seqiienciais de extragdo em amostra de levedura para andlise de
especiacdo foram também realizados por Spunar e colaboradores [65]. O estudo mostrou o
fracionamento do selénio em duas classes de compostos, a caracterizagao da fracao das proteinas
soliveis em 4agua e o fracionamento das espécies de alto peso molecular através da
cromatografia de exclusdo por tamanho, apds a extracdo seqiiencial com dodecil sulfato de
sodio, enzimas proteoliticas e hidrolise.

Camara [66] descreveu um procedimento mais eficaz para determinag¢dao de Se total e
especiagcdo de compostos de selénio, utilizando enzimas proteoliticas combinado com ultra-som.
Em ambos os casos o meio aquoso foi utilizado, minimizando o risco de interconversdo das
espécies e contaminac¢ao, bem como o tempo total de analise.

As espécies de selénio presentes em fracdes de proteinas soliveis em agua de amostras
biologicas liofilizadas tais como peixes, ostras, tecidos vegetais e levedura enriquecida com
selénio foram investigadas por Moreno. As fracdes aquosas com e sem dodecil sulfato de sodio
foram analisadas por cromatografia por exclusdo de tamanho acoplado ao espectrdmetro de
massa indutivamente acoplado (SEC-ICP-MS) e ao espectrometro UV. Os extratos aquosos
sofreram hidrolise enzimatica e os residuos foram analisados por cromatografia idnica, com
troca cationica, sendo detectadas por ICP-MS. Foram encontradas selenoproteinas de alto peso
molecular (150-50 KDa) nas amostras estudadas, exceto para amostras marinhas [67].

Embora o uso de hidrdlise enzimadtica seja bastante difundido, a hidrdlise 4cida tem sido
também uma alternativa bastante eficiente tanto para utilizagdo em amostras de leveduras como
também para analise de polipeptideos e matrizes bioldgicas. A quantificacdo de selenometionina
em amostras de levedura foi realizada com um método de digestdo utilizando 4cido
metanosulfonico 4 mol/L por 16 horas e a determinagao realizada por GC ICP-MS [68].

A determinagdo de selenoaminoicidos em amostras bioldgicas foi realizada por
cromatografia idnica e deteccdo eletroquimica. A hidrdlise das proteinas foi realizada com 4cido
cloridrico 6 mol/L e fenol utilizando irradiacdo por microondas. A caracterizagdo dos
aminodcidos foi realizada nos extratos de proteina de figado de animais marinhos, onde o
processo de desintoxicagdo do metil mercurio por compostos de selénio foram também relatados
[69].

A analise de especiagdo por HPLC, especialmente em fluidos biologicos, requer

que compostos macromoleculares, como proteinas, sejam removidos uma vez que podem
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precipitar pela presenca de solventes organicos ou a presenca de sais que contenham as fases
moveis utilizadas. Estas interagdes podem causar uma ligacdo irreversivel com conseqiiente
efeitos deletérios as fases estacionarias, levando a reducdo de vida util das colunas
cromatograficas.

Virios métodos de pré-tratamento (clean up) de amostras de fluidos bioldgicos sdo
descritos na literatura, sendo a desproteinizagdo por precipitacdo com adi¢do de 4cidos,
solventes organicos e ultrafiltragdo os mais utilizados [70]. Outros métodos incluem a extragao

em fase solida que favorecem a limpeza da amostra e a pré-concentracao dos analitos [71].

Atualmente, um grande namero de publicacdoes relatam o uso preferencial de
procedimentos de extragdo em fase solida (SPE), no pré-tratamento de diversas matrizes. A
partir desta técnica, os analitos sdo simultaneamente extraidos ou separados e pré-concentrados
durante a passagem da amostra por uma pré-coluna, contendo material adsorvente apropriado.
Apbs, os analitos sdo quantitativamente eluidos com um pequeno volume de solvente adequados
e levados a quantificacdo [71]. A SPE ¢ uma técnica de separacao e pré-concentragdo, realizada

principalmente com uso de pré-coluna, muito utilizada na determinagdo de tragos metalicos [72].

Estudos relatam a utilizacdo de polietileno (PE) em p6 como adsorvente para separacao
online das proteinas do soro e determinagdo de sdédio, potassio, calcio e magnésio e
quantificagcdo utilizando a técnica de HPLC. A metodologia proposta se mostrou concordante

com as metodologias consagradas na determinagdo destes analitos [73].

O clean up para quantificacdo da tiamina, vitamina B1, em amostra de soro sanguineo
[74] foi também investigado utilizando coluna de PE. Os resultados obtidos relatam que o
polietileno foi adequado para reten¢do de proteinas da amostra. Este estudo também demonstrou
que ¢ possivel utilizar o PE para quantificar o cobre no soro, sem alteracdes das propriedades
fisico-quimicas da matriz, demonstrando resultados concordantes com a ultrafiltracdo. Outros
polimeros, como o politetrafluoretileno, teflon, também se mostraram adequados para esta

proposta podendo ser utilizados para realizar o clean up de fluidos bioldgicos.
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3.6.3. M¢étodos cromatograficos

O método atualmente mais empregado para andlise de especiagdo do selénio emprega
técnicas cromatograficas com uma variedade de detectores, tais como os eletroquimicos [69],
UV [75], fluorimétrico [76], ou deteccdo por espectrometria atdmica [77,78,79]. Deteccao
eletroquimica e por espectrometria molecular sofrem numerosas interferéncias da amostra e
reagentes. Os detectores que utilizam a espectrometria atdmica tais como absorcao atdmica,
plasma indutivamente acoplado com espectroscopia de emissdo Otica (ICP-OES) e plasma
indutivamente acoplado ao espectrometro de massa (ICP-MS) s3o boas ferramentas para

minimizar estas interferéncias, porém sao bastante dispendiosas.

A determinagdo cromatografica de aminoéacidos ¢ muito estudada devido a importancia
bioldgica dos mesmos. A separacdo cromatografica de aminodcidos baseia-se, em principio, na
carga ou hidrofobicidade dos aminodcidos. Devido ao elevado nimero de aminoacidos e
diferentes aplicagdes, as técnicas podem ser muito variadas [80]. Considerando a natureza dos
aminoacidos, existem basicamente dois modos de conduzir a separa¢do. Um, envolve o uso de
resinas idnicas (normalmente cationicas), e eluicdo através de um gradiente de tampdes que
alteram gradativamente a carga dos aminoacidos devido aos seus diferentes pontos isoelétricos.
O outro modo, faz uso de sistemas de fase reversa com derivagdo pré ou pds-coluna. Nos dois
casos a deteccdo tanto pode ser espectrofotométrica (ninidrina, 2,1,3-oxadiazol e fenil

isotiocianato), quanto fluorimétrica (o-ftalaldeido ou dansil).

Baffi e colaboradores [81] realizaram o estudo da fase-reversa Cig-silica em
cromatografia para a determinacdo de aminodcidos livres dissolvidos e complexos de
aminoacidos-cobre II em matrizes marinhas. Georgi e colaboradores [82] realizaram
determinagdo por HPLC, de aminoacidos em proteinas hidrolisadas e em plasma usando uma
pré-coluna de derivagdo com o-ftalaldeido (OPA), combinado com 2-mercaptoetanol, a coluna

utilizada foi uma RP-18.

Em um estudo baseado na comparagdo de métodos de derivacdo de aminoacidos
realizado por Fermo [83], foi usada coluna ODS (125 x 4,6 mm d.i.), e os eluentes foram (A)

72% agua, 20% tampdo de propionato de sodio, 8% acetonitrila e (B) 45% agua, 30%
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acetonitrila, 25% metanol. O fluxo usado foi de 1,4 mL/min e os gradientes utilizados para a

separa¢do dos aminoacidos foram diferentes para cada método de derivagao.

De um modo geral, os métodos baseiam-se no uso de uma resina catidnica e derivacao
pos-coluna com ninidrina [82] ou OPA [83]. No caso da andlise por fase reversa, a derivacao
pré-coluna pode ser feita com OPA [84], fenilisotiocianato (PITC) [85], cloreto de 5-
dimetilamino-1-naftalenosulfonil (dansyl) [86], 9-metilfluorenil cloroférmio (FMOC) [87], 1-
fluor-2,4-dinitrobenzeno (FDNB) [88], 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanina (FDNPAA) [89] e
N,N-dietil-2,4-dinitro-5-fluoranilina (FDNDEA) [83].

As desvantagens do uso de dansyl, FDNB, FDNPAA e¢ FDNDEA sdo a formacao de
interferentes na amostra depois da derivagdo e a necessidade de remocdao dos reagentes por
secagem. O FMOC tem como desvantagem usar um excesso de solvente (pentano ou hexano)

para extrair manualmente o produto da derivacdo evitando a sua hidrolise.

Fiirst e colaboradores [90] compararam quatro métodos de derivagdo pré-coluna, com
OPA, PITC, FMOC e dansyl, para determinagdo de aminoacidos em materiais bioldgicos por
HPLC. O método de FMOC foi recomendado somente para a determinacdo de aminodcidos
secunddrios, e o dansyl para a analise de cistina. O método do OPA apresentou as vantagens de
uma preparagdo da amostra mais simples, deriva¢do mais rapida, e a possibilidade de automacao
aliadas a uma alta sensitividade para andlise de aminodcidos primarios em fluidos biologicos.
Entretanto, a maior desvantagem deste método ¢ a incapacidade de detectar a cistina e os

aminoacidos secundarios, além de apresentar derivados instaveis.

McClung e colaboradores [91] compararam cinco métodos de derivacdo em pré-coluna
em termos de limites de deteccdo, precisdo e estabilidade. Eles concluiram que o método de
PITC apresenta maior estabilidade. O método do OPA foi o mais adequado considerando os

termos de limite de quantificagdo e o dansyl como o de maior precisao.

Fermo [83] comparou o OPA ¢ o FDNDEA para a analise de aminoacidos em soro
sangliineo por HPLC. Concluiram que se a quantidade de aminoacidos presentes ¢ bastante
pequena o método preferido ¢ o do OPA devido a alta sensitividade e o do FDNDEA para a

analise de aminoacidos secundarios.
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Um método para determinagdo simultdnea de compostos bioldgicos importantes
contendo grupos tidis como cisteina e a homo cisteina no plama humano foi realizado utilizando
HPLC e deteccao fluorimétrica com reagao de derivagdo com OPA. Os autores concluiram que
somente foi possivel determinar cisteina e homocisteina apds a protecao dos grupos sulfidrilicos

dos aminoacidos com 4cido iodo-acético antes da reacdo com o derivatizante [92].

Outro relato do uso do acido iodo-acético foi realizado por Cooper e Turnel, uma vez
que, segundo os autores, uma desvantagem da reacdo do OPA ¢ que a cisteina, assim como
outros aminoacidos contendo aminas primarias, produzem derivados com fluorescéncia minima.
Este problema poderia ser contornado pela oxidagdo da cistina e cisteina a acido cisteico,
quando entdo poderia proporcionar um composto fluorescente comparavel a outros aminoacidos.
Porém, ¢ dificil obter reprodutibilidade de reagdo, sendo contornado pelo uso do acido iodo-

acético [93].

Um método descrito baseado na reagdo fluorescente da selenocisteina com o acido
n(iodo acetilaminoetil)-5-naftilamina-1- sulfonico foi realizado tendo resposta linear e baixo
limite de detec¢do para amostras de soro e plasma sanguineo, sem interferéncias dos grupos tidis

do plasma, sendo entdo uma alternativa de custo menor, e com excelente sensibilidade [94].

Poucos estudos relatam a utilizagdo de métodos para andlise de especiacdo de selénio

utilizando métodos desenvolvidos para os aminoacidos andlogos de enxofre [75].
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacio

A instrumentag¢do utilizada no desenvolvimento do método esta descrita a seguir:

e Espectrometro de Absor¢do Atdmica Varian (Melbourne, Australia), equipado com
atomizador forno de grafite GTA 100 e gerador de hidretos por fluxo continuo VGA 77.
e Cromatografo a liquido Dionex DX-300 (Sunnyvale, USA) com sistema de elui¢do
por gradiente.

e Detector de fluorescéncia HP 1100, Agilent Tecnologies (Palo Alto, EUA).

e Coluna analitica Aminopac PA1 (250 x 4,6 mm de d.i.; 5 pum) Dionex (Sunnyvale,
USA).

e (Cromatografo a liquido Shimadzu (Tokio, Japao) bomba LC-10AD com sistema de
eluigdo isocratica.

e Detector espectrofotométrico UV-Visivel SPD-10 AV.

e Coluna analitica C18 Supercolsil (150 x 4,6 mm de d.i.; 5 um), Supelco (St. Louis,
EUA);

e Interface para aquisi¢ao informatizada de dados KNAUER (Alemanha).

e Sistema informatizado de aquisicio de dados, integragdo e registro via
EUROCHROM 2000 SOFTWARE ® basic edition Versao 2.05 para windows.

e Espectrofotdmetro Hewlet Packard 8453 (Waldbronn, Alemanha).

e Bomba de vacuo Leybold-Heraeus D3 (Alemanha).

e Bomba peristaltica ICP Ismatec (Glattbrugg-Ziirich, Suiga).

e Camara de fluxo laminar Trox do Brasil, Classe 100 (Sao Paulo, Brasil).

e Estufa Ehret (Emmendigen, Alemanha);
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Digestor UV 705, Metron (Herisau, Austria) equipado com lampada de Hg 500 W;
Destilador de 4cidos a Berghof BSB 939-IR (Eningen, Germany);

Agitador mecanico Edmund Biihler 7400;

Medidor de pH Digimed D 20 (Sao Paulo, Brasil);

Banho ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Berlim, Alemanha);

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Millipore (resitividade 18,2 MQ.cm);
Balanga analitica Sartorius com precisao de 0,1 mg.

Agitador Vortex.
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4.2. Reagentes e solugdes

Utilizou-se agua destilada, deionizada e purificada em sistema Milli-Q (resistividade
de 18,2 MQ.cm) no preparo das solugdes.

Todos os reagentes utilizados foram produtos de grau de pureza analitico.

Utilizaram-se sais de selenito, selenato de soédio (Merck), selenometionina e
selenocistina (Across).

Acido nitrico destilado, acido perclorico, acido cloridrico, brometo de sédio e acido
sulfamico e peréxido de hidrogénio (Merck) foram empregados nos pré-tratamentos testados.
Utilizou-se nitrato de niquel (Merck) para o preparo do modificador quimico.

Polietileno 40-60 mesh (Merck) e politetrafluoretileno (teflon) 150-180 mesh (Aldrich)
— utilizados na confec¢do de colunas de separagdo de proteinas.

Metanol, acetonitrila, 4cido acético glacial, hidréxido de sodio, acetato de sodio p.a.
(Merck, Darmstdat) — utilizados no preparo dos eluentes.

o-ftalaldeido, etanotiol e 9-metilfluorenil cloroféormio (Across) (Merck, Darmstdat) —
reagentes de derivagao.

Kits comerciais para determinacdo de wuréia, creatinina, AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) (LABITEST, Diagnostica S.A..).

As solugdes estoque dos aminoacidos de 1000 mg/L foram preparadas pela dissolugao
de quantidades apropriadas de seus sais em 4agua e armazenadas sob refrigeragdo. A solugdo de
selenocistina foi preparada em HCI 0,1 mol/L. As solu¢des utilizadas nos ensaios foram
preparadas por diluicdo das solugdes estoque.

O reagente de Comassie foi preparado misturando-se para 100 mL de solugdo 10 mg
de Azul Brilhante de Comassie G-250 (Sigma), 5 mL de EtOH, 10 mL de acido fosférico 85%,
respectivamente. Apds o volume foi completado a 100 mL com agua.

A fase movel (FM) para o sistema de derivagdo pods-coluna constituiu-se de 2
eluentes: o eluente 1 consistiu de uma solugdo 0,2 mol/L. de hidréxido de sédio; enquanto o

eluente 2 consistiu de uma solugao 0,7 mol/L de acetato de sodio.

A solugdo de derivagdo de o-ftalaldeido (OPA) foi preparada adicionando-se 2,0 g de

borax anidro (Across) a 90 mL de dgua (com ajuda banho de ultra-som). Apos dissolugdo, foram
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adicionados 0,25 g de OPA sob agitacdo, e 5 mL de metanol, completando-se o volume a 100
mL. Ap6s, filtrou-se a vacuo utilizando membrana de 0,45 um de acetato de celulose, e 0,25 mL
de etanotiol. Agitar, liberando a pressao, repetindo-se este procedimento varias vezes.

Pesaram-se 1,5 g do acido iodo-acético (AIA) (Biogen) e dissolveram-se em solucao
de borax 0,1 mol/L pH 10,5, preparada previamente. Ajustou-se o pH até 10,5-11,5 com solugdo
de NaOH e completou-se o volume a 40 mL. A solug@o foi mantida sob refrigeragao.

Tampao borato 0,1 mol/L foi preparado a partir de tetraborato de s6dio (Merck) e o pH
ajustado a 10,5 com NaOH.

Para o preparo da FM com o sistema de derivagdo pré-coluna e detec¢ao UV, utilizou-
se 2 eluentes com diferentes composigdes. Uma solugdo tampao acetato pH 4,4 a qual foi
preparada pela adi¢ao de 3 mL acido acético glacial € 1 mL trietilamina (Sigma) a 900 mL agua.
O pH foi ajustado com NaOH. Fase movel A constitui-se da mistura de acetonitrila, metanol e
tampao acetato (20:30:50) e a fase movel B na propor¢do de 40:10:50 dos mesmos reagentes,
respectivamente.

Para a solugdo de derivacado FMOC 15 mmol/L, pesou-se o reagente em tubo de
plastico e completou-se o volume com acetona p.a (Merck). Esta solucdo foi preparada
diariamente.

Para a solucao tampao borato 0,4 mol/L, o pH foi ajustado a 7,9 com NaOH.

4.3. Controle da contaminacio

Para garantir superficies livres de contaminagdo por metais, fez-se o uso de material
plastico (polietileno, polipropileno) para armazenar as solugdes utilizadas no presente estudo.
Os recipientes utilizados, tanto de vidro quanto de plastico, foram deixados em contato com uma
solucdo de HNO; 10% (v/v) em etanol por 48 horas, e lavados posteriormente com agua
purificada antes de serem utilizados.

Preliminarmente ao procedimento de descontaminagdo com HNOj3, os recipientes de vidro

foram deixados em contato com solugdo detergente de Extran 2% (v/v), por no minimo 24
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horas, e lavados com agua ultra-pura em abundancia, para garantir uma superficie livre
contaminagdo organica.
A contaminacdo do ar foi evitada utilizando-se uma camara de fluxo laminar classe 100

para o preparo das solugdes e amostras.

4.4. Avaliacao da metodologia para a quantificacido de selénio e analise de especiacido

4.4.1. Avaliacao do nivel de selénio em aves

4.4.1.1.Amostras

As amostras utilizadas para investigagdo das condi¢des de determinacao do selénio total

foram frango (musculo e pele), obtidas do mercado local.

O musculo e a pele foram separados antes do tratamento. As amostras foram processadas
e homogeneizadas em processador de alimentos. Uma parte foi diretamente submetida ao
procedimento de digestdo acida, conforme sera descrito em detalhes posteriormente. Porgdes de
0,5 g foram pesadas, transferidas para um frasco de vidro e cobertas com pedaco de tecido, para

evitar deposi¢do de particulas, e levadas a estufa por 24 horas a 65°C.

4.4.1.2.Procedimentos de digestdo de amostras

Digestao acida direta: para aproximadamente 0,5 g de musculo ou pele adicionou-se 5 mL
de HNOs. Apods 24 horas, aqueceu-se em banho-maria por 3 horas e 5 mL de HCIO, ,
cuidadosamente, pelo risco de explosdo, foi adicionado e novamente aqueceu-se por mais 4

horas. Completou-se o volume a 20 mL com agua. O Se foi determinado por GF AAS. Estas
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amostras posteriormente foram pré-reduzidas para Se IV para determinacdo por HG AAS, como
sera descrito abaixo.

Digestao acida apos secagem das amostras: transferiram-se 0,5 g de amostra de musculo e
pele para tubos de vidro e levou-se a estufa. Apos, adicionaram-se 3 mL ¢ HNOj concentrado,
deixando a mistura repousar por 12 horas. 2 mL de HCIO,4 foram entdo adicionados e aqueceu-
se em banho-maria por 4 horas. O volume foi completado a 20 mL com 4gua, o Se determinado
diretamente por GF AAS e, apos a pré-redugdo, por HG AAS.

Digestao acida das amostras secas apds a extracdo da gordura: 0,5 g de amostra de
musculo e pele foram secas na estufa como descrito acima. Apos este procedimento, 4 mL da
mistura de solventes metanol/diclorometano, na propor¢ao 2:3, foram adicionados, agitando-se
vigorosamente e deixando em repouso por uma noite. Apos, o residuo sélido restante foi
filtrado, seco e digerido conforme descrito para digestdo das amostras secas, com 2 mL de
HNO; e 1 mL HCIO4 A fracdo organica foi evaporada e o residuo restante foi dissolvido com
uma mistura de solvente metanol/diclorometano, na proporc¢do 4:1. O Se presente nesta fracdo
foi determinado por GF AAS usando padrdes de Se preparados no mesmo meio
metanol/diclorometano. A fragdo digerida teve seu volume completado a 20 mL com 4agua e,

apos etapa de pré-redugdo, o Se determinado por HG AAS.

4.4.2. Espectrometria de Absorcao atomica

4.4.2.1.Forno de grafite

Para a determinacdo de Se por GF AAS, ¢é necessario utilizar modificador quimico.
Solugdes de nitrato de niquel, cobre, palddio e magnésio foram testadas como modificadores
quimicos para este estudo, nas concentragdes de 1 e 2,5 g/L. [50], tanto em solu¢do aquosa como
em meio organico, quanto na presenca dos constituintes da matriz apds a digestdo da amostra.

Solugdes padrdes de selenometionina, selenocistina e selenito de s6dio foram preparadas em
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agua e na mistura dos solventes metanol/diclorometano na proporcao 4:1, na concentracao de 20
pg/L de cada espécie de Se.

Programas de temperatura foram avaliados para a determinagao do selénio inorganico e
organico por GF AAS, construindo-se as curvas de pirdlise e atomizacdo. O Se foi determinado
em ambos os solventes e nas amostras fortificadas com cada espécie de Se. As temperaturas
avaliadas ficavam entre 900 e 1500°C para as curvas de pirolise e entre 2400 e 2700°C para as
curvas de atomizacao. Todas as determinagdes foram feitas utilizando solu¢do de Ni 2,5 g/L,
como modificador. Os parametros do espectrometro de absorcdo atdomica sdo mostrados na

Tabela 2.



Tabela 2 — Programa de temperatura para determinacio de Se por GF AAS e parametros

do espectrometro de absor¢ao atomica

Parametros do espectrometro

Comprimento de onda
Fenda

Corrente da lampada

196,0 nm
1,0 nm

10 mA

Geragdo de Hidretos

Célula de quartzo

Tipo de aquecimento
Temperatura

Fluxo de N,

Fluxo da amostra
Concentragao do redutor
Fluxo do redutor
Concentragao do acido

Fluxo do acido

15 cm comprimento x 8 mm d.i.
Eletrotérmico

850°C

1,5 L/min

8 mL/min

1% (m/v) em 0,1 mol/L NaOH
1,0 mL/min

6,0 mol/L HCI

1,0 mL/min

Atomizacdo Eletrotérmica:

Tubo de grafite com plataforma pirolitica

Fluxo gés 3,0 L/min

Volume de amostra 10 uL

Volume do modificador 5uL

Programa de temperatura:

Etapa Temperatura (°C) Tempo (s) Fluxo (L/min)

1 85 5,0 3,0
2 95 30,0 3,0
3 120 10,0 3,0
4 1100 20,0 3,0
5 1100 15,0 3,0
6 1100 17,6 0,5
7 1100 1,0 0,0
8 2600 0,8 0,0
9 2600 2,0 0,0
10 2600 2,0 3,0
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4.4.2.2.Geragao de hidretos

A determinagdo de selénio por espectrometria de absor¢ao atoOmica por geracdo de
hidretos requer que este elemento esteja na forma de Se (IV) para sua utilizagdo. A vista disso,
foram realizados ensaios, ap6s os procedimentos de digestdo, para reducdo do Se e a sua
determinagdo por HG AAS.

Irradiacdo UV: 1 mL da amostra digerida foi diluida com 8 mL de dgua, o pH ajustado a
8,0 com NaOH 1 mol/L e a amostra submetida a irradiagdo UV em intervalos de tempo de 1 a 5
horas. Para cada hora de irradiacdo, adicionou-se a amostra 50 pL de solucdo de H,O, 30%
(m/v). Apds o término da etapa de pré-reducdo, o volume foi completado a 10 mL e a amostra
analisada por HG AAS.

Reducdo com HCI: adicionou-se 2 mL de HCI concentrado a 2 mL de amostra digerida,
aquecendo-se em banho-maria por 15 minutos. O volume foi completado a 10 mL e o Se
determinado por HG AAS.

Reducdo com HCI + 4cido sulfamico: para 2 mL de amostra digerida, adicionou-se 2 mL
de HCI concentrado e 2 mL de acido sulfamico 10% (m/v). A amostra foi entdo aquecida em
banho-maria por 15 minutos, o volume completado a 10 mL e o Se determinado por HG AAS.

Reducdo com NaBr + 4cido sulfamico: adicionou-se 0,32 g de NaBr e 2 mL de 4cido
sulfamico 10% (m/v) a 2 mLde amostra. Esta mistura foi aquecida em banho-maria até a

amostra se tornar sem cor. Completou-se o volume a 10 mL e determinou-se o Se por HG AAS.

4.4.2.3 Ensaios de recuperacao para avaliacdo da determinagdo de Se total por GF AAS e HG
AAS

A recuperacao das espécies de selénio foi realizada com o objetivo de avaliar a
interferéncia da matriz na determinagdo das espécies presentes ¢ o estudo da reprodutibilidade

do método proposto.
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Foram realizados dois experimentos diferentes. Uma mistura das espécies selenito,
selenato, selenometiona e selenocistina (10 mg/L) foram preparadas e 100 pL desta solugdo
adicionada as amostras antes do procedimento de digestao para avaliagdo da medida de Se por
HG AAS, apos a etapa de pré-reducao, e por GF AAS para verificar a performance instrumental.
Um segundo procedimento consistiu da adi¢do da mistura destas espécies as amostras apds cada
tratamento para checar a performance de todos os procedimentos.

Adicionalmente, foram realizados experimentos de recuperacdo de Se na presenca de
cobre, ferro, cromo e zinco, sendo as medidas feitas por HG AAS. Uma solu¢do 10 pg/L de Se
(IV) contendo Zn e Fe (10 mg/L) e Cu e Cr (1 mg/L) foi preparada e analisada por HG AAS nas
condi¢cdes descritas acima, onde foram tomados 5 mL desta solucdo e os acidos para o
procedimento de digestdo adicionados. O mesmo procedimento foi realizado com as espécies de
Se (VI), SeM e SeC. Apés, foi realizada a etapa de pré-reducao com NaBr/ac. sulfamico e a

determinagdo de Se feita por HG AAS.

4.4.3. Cromatografia idbnica

O-ftaldeido (OPA-SH) ¢ um reagente amplamente utilizado para derivacdo de
aminoacidos e detecg¢do por fluorescéncia, para uso na cromatografia liquida de alta eficiéncia,
tanto pré como pos-coluna. No presente estudo, investigou-se o uso deste reagente para
identificacdo dos selenoaminoacidos SeM e SeC, utilizando a cromatografia idnica e deteccao
fluorescente pds-coluna.

O sistema constituiu-se de uma coluna anidnica, especifica para aminoacidos, AminoPac
PA1 (250 x 4,6 mm de d.i.; 5,0 um; Dionex), com sistema de eluicao por gradiente, detector de

fluorescéncia ajustado em 330 nm para excitacdo e 455 nm para emissdo [115].
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Figura 4 — Sistema de HPLC com derivacio pods-coluna dom OPA-SH e detecciao
fluorescente usado para a determinacio dos aminoacidos, onde EI: 200 mmol/LNaOH e

EII: 700 mmol/LNaAc

Como mostra a Figura 4, uma aliquota de 25 pL da amostra ¢ injetada no sistema e apds
a separagdo dos analitos na coluna, estes sdo carreados, a vazao de 0,6 mL/min, até a célula
misturadora. Na célula misturadora, entram em contato com a solugdo de derivacao (OPA-SH),
a vazdo de 0,2 mL/min. O composto fluorescente formado ¢, entdo, carreado até¢ o detector e o
sinal cromatografico ¢ registrado através do acoplamento da interface ao computador, utilizando
o programa Eurochrom 2000 para aquisi¢do, integragao e registro dos dados.

O gradiente de eluicdo come¢a com NaOH 60 mmol/L, apds oito minutos se converte em
90 mmol/L, permanecendo por quatro minutos. Em dezoito minutos um gradiente de 56 mmol/L
de NaOH e de zero a 400 mmol/L do eluente acetato de sodio € realizado, permanecendo por
sete minutos. Apos, o gradiente se transforma em 30 mmol/L de NaOH e 600 mmol/L de
acetato, mantido por quatro minutos e, entdo, NaOH 200 mmol/L ¢ introduzido. Apds trés
minutos a FM volta a composi¢ao inicial de 60 mmol/L, sendo a linha base estabilizada apos
aproximadamente sete minutos. O tempo total de corrida ¢ de quarenta minutos para cada

injecao.

4.4.3.1.Medidas espectrofotométricas dos selenoaminoacidos com o o-ftaldeido
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Primeiramente, fizeram-se as medidas espectrofotométricas dos aminoacidos
selenometionina e selenocistina, na concentragdo de 400 mg/L, adicionando-se 0,1 mL de

solucdao do aminoacido e 0,5 mL do reagente de derivagdo a 2 mL de agua.

4.4.3.2.Estudo da concentragdo do dacido iodo acético na determinacdo das espécies de

selenoaminoacidos

Avaliou-se a influéncia da concentra¢ao do acido iodo-acético (AIA), no sinal analitico
da SeC e SeM, preparando-se solugdes deste reagente nas concentracdes de 4, 8, 16 e 32 mg/L,
misturando-se 250 pL de solucdo padrao a 100 puL de solugdo de AIA e 250 pL de solugdo
tampao borato 0,1 mol/L, pH 11,5. Ap0os trinta segundos de reagdo, avaliou-se a variacdo da area
do pico para a selenometionina e selenocistina, nas concentragdes de 0,8, 1,6 e 8 mg/L,
injetando-se no sistema sem coluna. Apos, o mesmo procedimento de reacao foi efetuado, onde
solucdes padrao 0,8, 1,6 e 3,2 mg/L de SeC foram injetados no sistema de HPLC utilizando a

coluna analitica Aminopac PA1, para verificagdo do tempo de retengdo do analito.

4.4.3.3.Determinagao simultanea da SeM e SeC

Avaliou-se a possibilidade fazer a determinagdo simultanea da SeM e SeC montando-se
um sistema similar ao da Figura 3. Apds as espécies serem separadas na coluna analitica em um
fluxo de 0,6 ml/min, fez-se a inclusdo de uma célula misturadora preliminarmente a célula de
reacao com OPA, carreando-se a solucdo de AIA 0,2 mol/L, em um fluxo de 0,14 mL/min,

somente ap6s 20 minutos de corrida cromatografica.

4.4.4. Cromatografia por fase reversa
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Para verificar a possibilidade de determinar as espécies organicas de selénio, os
selenoaminoacidos, com derivatizantes utilizados para reacdo com aminodcidos, investigou-se
também o reagente 9-metilfluorenil cloroformio (FMOC). Deste modo, a cromatografia de fase
reversa com derivagdo pré-coluna e deteccao ultravioleta foi estudada.

O sistema cromatografico (Figura 5) constitui-se de uma coluna C18 (150 x 4,6 mm de
d.i.; 5 um), com sistema de eluicdo por gradiente, equipado com detector espectrofotométrico
UV-Visivel (Shimadzu), ajustado em 307 nm. O volume da al¢a de injecao foi 25 pL. O registro
do sinal foi feito através do acoplamento da interface ao computador, utilizando o programa

Eurochrom 2000 para aquisi¢ao dos dados, integracao e registro.

Dezcarte

D | L

Registro

coon
Eurochrom 2000
L 1 :'_Llr—
L Supelco C18 (150 x 4.6 mm)
7 wilmala
borba 2 injetora
HPLC

Figura 5 — Sistema de HPLC-UV e derivacido pré-coluna com FMOC para determinacio

dos selenoaminoacidos

O sistema de gradiente foi 100 % do eluente I por vinte e dois minutos, fazendo um
gradiente linear do eluente I a eluente II, e apds 24 minutos 100% do eluente II. O tempo total
de analise foi de quarenta minutos, sendo que a linha base leva em torno de cinco minutos para

estabilizar.

4.4.4.1 Reacao de derivagdo com o FMOC
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A reacdo de derivacdo consistiu da mistura de 800 uL. de amostra a 200 pL de solugdo
tampao borato 0,4 mol/L, pH 7,9, e 500 pL de solucdo derivatizante, agitando-se vigorosamente
em vortex por 30 segundos. Apos repouso de 60 segundos, o excesso de FMOC foi extraido com
2 mL de hexano. Este procedimento foi repetido trés vezes, sendo que para melhor separar a fase

organica da aquosa, centrifugou-se a solug@o por 5 minutos entre as extragdes, a 3000 rpm.

4.4.4.2. Medidas espectrofotométricas dos selenoaminoacidos e FMOC

Apo6s a reacdo de derivatizagdo, foram feitas medidas espectrofotométricas das solugdes
padrdes de SeM e SeC, bem como dos aminoacidos arginina e metionina, todos na concentracao
de 400 mg/L. Posterior a este procedimento, injetou-se os mesmos no sistema HPLC-UV nos
comprimentos de onda de 254 e 307 nm para verificar a resposta dos aminodcidos nos diferentes

comprimentos de onda.

4.4.4.3. Escolha da fase movel e a vazdo do sistema HPLC-UV

Foram testados os modos de eluicdo isocratica e por gradiente. Para a escolha da
composicdo da fase movel para a separacdo cromatografica testaram-se as seguintes
composi¢des de acetonitrila:metanol:tampao acetato: 10:40:50, 15:35:50, 20:30:50, 40:10:50 e
50:0:50 (v/v), nas vazdes de 0,6; 0,7; 0,8 e 1,0 mL/min.

Foram preparadas solucdes nas concentragdes de 4, 8 e16 mg/L para arginina metionina,
SeM e SeC. Estas solucdes foram injetadas para avaliagdo do tempo de retengdo e sensibilidade

do método.

4.4.4.4. Estudo do tempo de reag@o e concentragdo do derivatizante
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Para avaliar se o tempo de reagdo e concentragdo do derivatizante poderia interferir na
sensibilidade do método, testou-se a reagdo em diferentes tempos: imediatamente, dez e trinta
minutos apds mistura dos reagentes (T0, T10 e T30, respectivamente), com agitagao vigorosa
em vortex por 30 segundos, porém antes da extragao do excesso de FMOC por hexano. Apos
este estudo, avaliou-se a influéncia da concentracdo do reagente derivatizante nas concentragdes
de 3, 7,5, 15 e 30 mmol/L, injetando-se apdés um minuto de reacdo. Em ambos o0s casos
avaliaram-se a variacdo da drea do pico para os aminoacidos metionina, selenometionina e

selenocistina, nas concentracdes de 0,8 mg/L.

4.4.4.5. Estudo de estabilidade apos a reacao de derivagdo

O estudo de estabilidade dos compostos derivatizados foi realizado avaliando-se a
variacdo da area do pico para os aminoacidos selenometionina e selenocistina, na concentragao

de 0,8 mg/L apds obtengao da fase aquosa nos tempos de 30, 120 e 960 minutos.

4.4.5. Validacao dos métodos cromatograficos

Definidas as melhores condigdes para a separagdo dos selenoaminodcidos estudados, foi
feita a validacdo da metodologia tanto a determinagdo com derivagdo pré-coluna pelo FMOC e
deteccao espectrofotométrica ultravioleta, como com derivacao pds-coluna com OPA-SH, com
deteccao fluorimétrica seguindo os pardmetros descritos a seguir.

A curva analitica para os selenoaminoécidos foi construida na faixa de concentragdo de
0,016 a 1,6 mg/L para a SeM e de 0,032 a 4 mg/L para SeC, para avaliagdo dos parametros do
método de HPLC-OPA. J4 para o método de HPLC-FMOC a curva analitica foi construida na
faixa de concentragdo de 1,6 a 8 mg/L para a SeM ¢ 0,8 a 8 mg/L para a SeC.

A precisdo do método em termos de repetitividade (RSD) foi efetuada procedendo-se a

hidrodlise e analise das amostras fortificadas. Cada nivel de fortificagdo foi injetado trés vezes.
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A recuperacdo dos analitos SeM e SeC foi realizada com as amostras de soro e levedura
fortificadas. Para a determinacdo por HPLC-OPA-SH, as amostras do soro foram fortificadas
com ¢ as amostras de levedura 0,16, 0,32 e 0,64 mg/L com cada uma das espécies de SeM e
SeC. Para a determinacao por HPLC-UV, as amostras foram fortificadas com 16, 32 e 64 mg/L

de cada uma das espécies de SeM e SeC.

4.5. Caracterizacao da levedura presente na ra¢ao animal — Experimento 1

4.5.1. Determinag¢ao de Se total nas amostras de levedura

As amostras de levedura foram obtidas de fornecedores diferentes, que fornecem
suplementos para industrias produtoras de aves.

Primeiramente, foi realizado o procedimento de digestdo acida da levedura, a qual faz
parte da constituicdo da ragdo animal, para determinagdo de Se total. Para isso efetuou-se o

procedimento descrito na se¢ao 4.4.1.2, através da digestao direta da amostra.

4.5.2. Procedimentos de extracdo

O estudo da caracterizagdo da levedura através da extracdo das proteinas e outras
espécies de Se, como selenoaminoacidos, SeM e SeC, e Se inorganico foi realizado nas
amostras. Por¢des de 100 mg de amostra de levedura foram pesadas e 20 mL de dgua Milli-Q
adicionados, sob agitagdo no vortex por 1 minuto, para completa homogeneizacdo. A mistura foi
levada a um banho de ultra-som a 85°C por 60 minutos. O mesmo procedimento foi realizado,
adicionando-se a solugdo 5 mL de solugdo Tris 10 mmol/L, pH 7,5 ¢ 1% (m/v) de dodecil
sulfato de sodio (SDS), sendo mantido o volume final de 20 mL. Apos este procedimento, foi

determinado o teor de Se total, pela técnica de GF AAS, Se IV e Se VI por HG AAS, a



46

concentragdo de proteinas totais pelo método espectrofotométrico do Azul Brilhante de

Comassie.

4.5.3. Determinagdo das proteinas — teste do Azul Brilhante de Comassie

O método do Azul Brilhante de Comassie [95] foi utilizado para quantificagdo de baixas
quantidades de proteinas totais e consiste na mistura de 2,5 mL de reagente de Comassie com
100 pL da amostra. A medida da absorvancia ¢ feita em 595 nm apds um tempo de espera de 10
minutos, necessarios a formagao do complexo. O complexo formado ¢ estavel por 1 hora e 30

minutos.

4.5.4. Estudo da separacdo das proteinas extraidas da levedura em colunas de polietileno e

teflon

O estudo da retengdo e separacao das proteinas, apos a extragdo, foi realizado utilizando-
se colunas de polietileno e politetrafluoretileno, teflon. Cada coluna dos d

Diferentes polimeros foi confeccionada com a unido de duas ponteiras descartdveis de
micropipetas com capacidade de 1 mL. Colocou-se uma pequena quantidade de 13 de vidro nas
extremidades das ponteiras a fim de sustentar o polimero em pd e adicionou-se cerca de 1 g do
polimero previamente descontaminado com solu¢ao de HNO; 10% (v/v) em etanol.

Primeiramente, fez-se um teste para verificar a retencdo das proteinas no polimero,
montando um sistema (Fig. 6) em que a bomba peristaltica conduz 1 mL da amostra através de
uma mangueira de tygon (d.i. 1,02 mm). A vazdo deste sistema ¢ 0,3 mL/min. Apds
recolhimento da aliquota (efluente), passou-se pela coluna 1 mL de 4dgua (eluato), repetindo-se o
procedimento cinco vezes, e registrando-se o espectro de absor¢do na regido do visivel. Para
saber se as proteinas ficaram retidas na coluna, realizou-se um espectro de referencia repetindo-

se o teste anterior sem passagem da amostra pelas colunas de polietileno e teflon.
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Figura 6 — Sistema empregado no estudo da retencio das proteinas na coluna de

polietileno (PE) em po

A eluigdo das proteinas retidas foi promovida carreando-se 5 mL de metanol pela coluna
do polimero, a uma vazao de 0,5 mL/minuto.
Na separagdo das proteinas na coluna de polietileno (PE), foi recolhido o eluato contendo o
Se nao ligado as proteinas, e, apos a eluigdo das mesmas com metanol, obteve-se a fracao de Se
ligado as proteinas. O Se total foi determinado nas fragdes por GF AAS. O referido
procedimento foi realizado com a coluna de teflon.
O mesmo estudo foi realizado em amostras de levedura fortificadas com Se inorganico, na

forma de Se IV, e com a selenometionina, na concentracao de 100 pug/L.

4.5.5. Hidrolise

Uma vez que o procedimento de extragdo nao possui eficiéncia maxima na extracdo do
Se, estudou-se a hidrolise como técnica de pré-tratamento da amostra para a quantificagdo das
espécies de selenoaminoéacidos por HPLC, tanto para as amostras levedura como também para o

soro sanguineo. Fez-se um comparativo entre as técnicas de hidrélise acida e enzimatica.
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4.5.5.1.Hidrélise acida

A hidrolise acida foi realizada nas amostras de levedura e soro. Para aliquotas de 200 ul
de soro, foram adicionados 100 pl dgua e 400 uL. HC1 6 ml/L. O tubo de vidro de 1,5 mL de
capacidade foi fechado com a tampa e o septo, injetando para dentro N, por 30 segundos. Abriu-
se levemente a tampa do recipiente, para equilibrar a pressdo e repetiu-se a inje¢ao de Nj.
Levou-se a estufa por 24 horas a 110°C. Apds o resfriamento, o conteudo do frasco foi
transferido para um recipiente de plastico de 10 mL de capacidade e o volume completado a 4
mL, ajustando-se o valor do pH em torno de 5 com NaOH. Na hidrdlise das amostras de
levedura, para cada 100 mg da amostra, adicionaram-se 700 pL de HCI 6 mol/L.

As amostras foram centrifugadas por 20 minutos e filtradas em membranas de acetato de
celulose de 0,45 pm.

Para verificar a eficiéncia da hidrolise, fez-se o espectro de absorcdo apds o

procedimento, pelo método Azul Brilhante de Comassie.

4.5.5.2 Hidro6lise enzimatica

A hidrolise enzimatica foi testada com as amostras de soro e levedura utilizando as
enzimas proteoliticas papaina, pancreatina, bromeldina e pepsina. Para este estudo, utilizou-se
solucdo da enzima no pH adequado para a atividade de cada enzima, segundo a Farmacopéia
Americana [96].

A solucao de pancreatina pH 7,5 foi preparada adicionando-se a 0,7 g da enzima, 0,3 g
de KOH e 0,34 g de KH,POj4, completando-se o volume a 50 mL com agua ultra pura.

Para o preparo da solugdo da papaina pH 4,5, pesou-se 0,7 g da enzima e adicionou-se
0,7 gde EDTA, 0,35 g de NaHPO4, 0,30 g de cisteina, completando o volume a 50 mL.

A solugdo de pepsina pH 2,0 foi preparada adicionando-se 0,7 g da enzima com 0,51 g

de NaCl e completando-se o volume a 50 mL com &gua ultra pura.
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Para o preparo da solugdo enzimatica de bromelaina, pH 6,0 adicionou-se 50 mL da
solucdo do tampao a 0,7 g da enzima. A solugdo utilizada foi obtida pela mistura dos sais
NaH,PO4 (0,35 g), EDTA (0,70 g) com cisteina (0,30 g).

Primeiramente, fizeram-se ensaios preliminares observando-se a efetividade da
degradacdo enzimatica pelo método espectrofotométrico de Lowry [97], onde deverd ocorrer
diminuicdo da concentracdo de proteina pela acdo da enzima. Adicionalmente a determinacao
das proteinas nas amostras de soro, verificou-se também o aumento da concentracdo de
aminoacidos presentes no meio pelo método espectrofotométrico com a ninidrina [98]. As
curvas de calibracdo para os métodos de Lowry e da ninidrina foram realizadas com solugdes
padrdo de ovoalbumina e glicina, nas concentracdes de 0,3; 0,5; 1 g/L e 0,01 0,1; 0,5; e 1%
(m/v), respectivamente. Estes ensaios foram realizados utilizando 200, 500, 800 ¢ 1000 pL de
amostra de soro na presen¢a de 4 mL da solugdo enzimatica, sendo o volume final completado a
5 mL com 4gua, quando necessario. As amostras foram encubadas em banho-maria, a 37°C, e as
medidas espectrofotométricas realizadas nos tempos 0, 30, 60, 120 e 1440 minutos.

O método de Lowry para determinagdo de proteinas consistiu da mistura 20 pL de
amostra ou padrao a 180 pL de agua, 2,5 mL do reativo A e, apds dez minutos, a 0,25 mL do
reativo B. Ap6s um tempo de reacdo de 20 minutos, as leituras foram realizadas no
espectrofotometro no comprimento de onda de 660 nm. O reativo A foi feito pela adicao de 25
mL de solugdo de Na,CO3 2% (m/v) em NaOH 0,1 mol/L a 0,25 mL de solugao de CuSO4 1%
(m/v) e 0,25 mL de solugdo de tartarato duplo de sddio e potassio 2% (m/v).

Para determinacdo dos aminodcidos com a ninidrina, misturou-se uma aliquota de 1 mL
de amostra, ou padrdo, a 0,5 mL de ninidrina 0,2% (m/v) em acetona. Aqueceu-se em banho-
maria por um tempo de aproximadamente 15 minutos, até a observagdo da formacdo de
complexo de cor azul. Fizeram-se as leituras espectrofotométricas no comprimento de onda de
570 nm.

Posteriormente, fez-se o ensaio da degradacdo das proteinas da levedura pela enzima
papaina. O procedimento efetuado consistiu da adi¢do de 2 mL de tampao Tris (30 mmol/L, pH
7,5) a 0,1 g de amostra. Agitou-se por 20 segundos, com auxilio de vortex, repetindo-se este
procedimento 4 vezes. Centrifugou-se a 3000 rpm por 90 minutos, retirando-se o sobrenadante e

adicionando 5 mL da solugdo de cada enzima, levando-se ao banho-maria a 37°C. Recolheram-
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se aliquotas nos tempos 0, 1, 3, 5, 7 e 24 horas apos a incubacdo. Apds este procedimento, a
concentragdo de proteinas e aminoacidos foi determinada espectrofotometricamente.

ApOs estes ensaios preliminares, testou-se novamente a efetividade da hidrélise
enzimatica, com as enzimas papaina e pancreatina, utilizando o método Azul Brilhante de
Comassie, conforme descrito na se¢do 3.5.3. Para cada 4 mL de solucdo enzimatica,
adicionaram-se incrementos de 100, 200 e 500 puL da amostra de soro, completando-se o volume
a 5 mL com agua ultra pura. A degradacdao das proteinas da amostra de levedura foi testada
utilizando-se 100 e 200 mg de levedura. A solucao de referéncia para verificagdo da efetividade
do procedimento de hidrélise foi realizada adicionando-se apenas agua as amostras. O espectro
de absorcdo para avaliagdo da degradacdo das proteinas foi realizado pelo método Azul

Brilhante de Comassie, imediatamente e 24 horas ap6s a adigdo da enzima as amostras.

4.6. Avaliacdo do selénio em aves tratadas oralmente com Se inorginico e orginico —

Experimento 2

As aves, fornecidas pela industria produtora de aves, foram oralmente tratadas com
selénio inorgdnico e organico para avaliar a influéncia da forma de selénio na sua
disponibilidade em aves, como fonte de selénio na dieta.

As aves foram divididas em trés grupos. O grupo controle, T1, foi obtido do mercado
local (n=4). O grupo T2 (n=24) recebeu uma dieta com suplementada com selenito de sodio e o
grupo T3 (n=24) foi tratado com Se organico na forma de levedura. As informagdes da dosagem
e da duragdo do tratamento ndo podem ser fornecidas por serem protocolos industriais.

Primeiramente, as amostras foram processadas e homogeneizadas em processador de
alimentos. Posteriormente, as amostras foram secas na estufa a 65°C por 24 horas.

A extracdo da gordura foi realizada utilizando a mistura os solventes, diclorometano e
metanol. O Se foi determinado nesta fragdo por GF AAS. Para avaliagdo da distribui¢do do Se
entre gordura e residuo, realizou-se este experimento para um conjunto de 4 amostras de cada

tratamento. Apds, fez-se a digestdo 4cida ao residuo restante e as demais amostras de cada
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tratamento, conforme descrito na se¢do 4.4.1.2. A reducdo do Se foi efetuada com a mistura
NaBr/4cido sulfamico e entdo, o Se determinado por HG AAS.

Apos foi realizada a dosagem de Se total nas amostras, utilizando a técnica de HG AAS,
para comparagdo do teor de Se entre os grupos de aves tratados com Se inorganico e Se

organico.

4.7. Analise de soro sanguineo — Experimento 3

As amostras de soro sanguineo utilizadas para o estudo da hidroélise e desproteinizacao
com 4acido tricloroacético (TCA) foram doadas de experimentos realizados com animais de

laboratorio e que estavam congeladas.

4.7.1. Desproteinizagdo com acido tricloro-acético (TCA)

A desproteinizagdo com TCA foi investigada como técnica de pré-tratamento das
amostras de soro, para posterior quantificagdo do Se ndo ligado as proteinas, através da
determinacao de Se total e dos selenoaminoacidos, SeM ¢ SeC.

Testaram-se dois procedimentos diferentes. O primeiro procedimento consistiu da adigao
de 300 pL de TCA 10% (m/v) a 725 pL de soro, com agitagdo vigorosa em voértex por 60
segundos, seguidos de repouso de 30 minutos. No segundo procedimento, utilizou-se 1 mL de
solucdo de TCA 1 % (m/v) e 1 mL de amostra de soro, com aquecimento em microondas (MO),

utilizando um programa de temperatura.

O programa foi desenvolvido para promover uma acdo gradual das MO sobre a amostra,
evitando aquecimento e pressdo interna exagerados, que acarretaria em perdas de amostra. As
etapas do programa testado estdo descritas na tabela 3. Entre cada etapa do programa, a amostra

foi resfriada num banho de gelo.
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Tabela 3 — Programa de MO para abertura das amostras.[99]

Etapa Repeticoes % Poténcia Poténcia (W) Tempo (s)
1 5 10 174 10
2 5 20 244 5
3 5 30 296 5
4 5 40 348 5
5 5 50 383 5
6 5 60 453 5
7 5 70 522 5
8 5 80 557 5
9 5 90 610 5
10 5 100 749 5

As amostras foram submetidas individualmente a irradiacdo de MO. Apos ambos 0s

procedimentos, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos.

A concentragdo de Se total apds os procedimentos foi determinada por GF AAS,
utilizando como referéncia a prépria amostra, a qual foi diluida 1:2 para determinagdo da
concentracdo de Se. Apos, utilizou-se o sistema de HPLC-UV, com derivagdo pré-coluna com
FMOC, para avaliar o efeito do TCA na determinacdo das espécies de SeM e SeC, utilizando

com referéncia a amostra fortificada pela adi¢do do padrdo, na concentragdo de 32 mg/L.



53

4.8. Selénio na nutri¢do parenteral

4.8.1.Animais

Utilizaram-se quinze coelhos machos (New Zealand), com 200 dias de vida e média de
peso de 3 kg, provenientes do Biotério Central da UFSM. Os animais foram divididos em trés
grupos, previamente pesados e marcados. A escolha por coelhos se deve ao volume de sangue

necessario para obtengao dos resultados.

4.8.2. Tratamentos

4.8.2.1. Administragdo aguda de Se (IV) e SeM — Experimento 4

O primeiro grupo foi o controle (G1), com trés animais, que recebeu apenas soro
fisioldgico. O segundo e o terceiro grupo (G2 e G3) receberam respectivamente Se inorganico,
na forma de selenito de sdédio, e organico, como selenometionina, tendo seis animais em cada
grupo. A concentragao foi 0,2 mg de Se por kg de peso corporeo.

A administragdo foi realizada parenteralmente, utilizando a veia da orelha. Os
respectivos sais foram pesados e dissolvidos em soro fisiologico estéril, na concentracdo de
1000 mg/L de Se, levando-se em consideragdo o peso de cada animal para a diluicdo da dose. A
dose, preparada no dia do experimento, foi administrada em inje¢des com volume de 1,5 mL
para cada animal. Todo o procedimento de preparo das doses foi realizado em camara de fluxo
laminar para evitar a contamina¢do microbioldgica, mantida sob refrigeracdo até a injecao.

A coleta do sangue foi realizada nos tempos de 15, 30, 60 e 120 (+ 2) minutos apos a
administracdo em cada animal, por pun¢do cardiaca ou da veia jugular, uma vez que o tempo ¢
fator limitante na coleta. As amostras coletadas foram mantidas sob refrigeragdo em banho de

gelo até o processamento no laboratorio.
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As amostras de sangue (+ 2 mL) foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos. Apds a
separagdo do soro, estes foram congelados (-20°C) até a determinacdo do Se total e
determinacdo dos selenoaminoacidos, SeM ¢ SeC. Uma semana anterior ao tratamento, foi
coletado o sangue dos animais de todos os grupos, para obter os valores basais para
determinacdo de Se total.

A concentragdo de Se total foi determinada nas amostras de soro por GF AAS. As
amostras foram diluidas 1:1 anteriormente a determinagao.

A andlise de especiacdo dos selenoaminoacidos no soro, SeM e SeC, foi realizada por
HPLC, com deteccdao por fluorescéncia, utilizando derivacdo pré-coluna com OPA, apos o
procedimento da hidrélise com HCl 6 mol/L, como descrito nas secdes 4.5.5 e 4.4.3.3,

respectivamente.

4.8.2.2. Administragdo sub-cronica de Se (IV) e SeM — Experimento 4

Este experimento iniciou-se 15 dias ap6s a administragdo de selénio na avaliagdo
cinética, utilizando os mesmos animais, visando a recuperagdo dos mesmos devido ao estresse
que a coleta de sangue causa.

O tratamento procedeu como no estudo anterior. As doses utilizadas, porém, foram
menores, na concentracao de 0,1 mg de Se por kg de peso corporeo. O grupo controle, G1 e os
grupos G2 e G3 receberam soro fisiologico, selenito de sédio e selenometionina,
respectivamente, por um periodo total de seis semanas. Os animais foram pesados semanalmente
para corrigir a dose semanal, como também para avaliagdo do peso corporal, um indicador de
toxicidade sistémica.

A concentracao utilizada de selénio neste estudo foi calculada a nao exceder a dose letal
D.L. 50 de coelhos, que varia entre 1 e 3 mg/kg de massa corporea [100].

A administracdo das inje¢des foi por meio intravenoso, através da veia da orelha. Os
respectivos sais foram pesados e dissolvidos em soro fisioldgico estéril, na concentragdo de
1000 mg/L de Se. A dose foi preparada no dia da injecdo em volume de 1,5 mL. Todo o

procedimento de preparo das doses foi realizado em cadmara de fluxo laminar para evitar a
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contamina¢do microbioldgica. A administracdo foi realizada trés vezes por semana, em dias
intercalados. Apos quatro dias da tltima administragdo, os animais sofreram eutanasia.

No estudo foram administrados como anestésicos a xilasina (Rompum) 2%, na dosagem
de 5 mg/kg em associacdo com Ketamina 10%, na dosagem de 30 mg/kg. A administracdo da
mistura dos anestésicos foi intramuscular.

A coleta dos tecidos foi realizada com material cirurgico. Os tecidos ensaiados foram:
rim, figado, cérebro, coragcdo e musculo, bem como os fluidos bioldgicos sangue e urina, sendo
mantidos em banho de gelo até o processamento no laboratério.

Os tecidos figado, rim, cérebro, coracdo, bago e tiredide foram imediatamente pesados
apos a coleta e separados em porcdes, para avaliagdo dos parametros toxicoldgicos. Além destes,
o musculo também foi ensaiado para determinagdo de selénio total.

As amostras de sangue (+ 5 mL) foram coletadas por pun¢do cardiaca. No laboratoério,
foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos. Apds a separacdo do soro, estes foram
congelados (- 20°C) até a determinagdo do Se total, dos selenoaminodcidos, SeM e SeC e
parametros toxicologicos.

As amostras de urina (em torno de 10 mL) foram obtidas por puncdo na bexiga. Estas
foram acidificadas, com acido acético 1:10 (v/v), e armazenadas no freezer (-20°C) até a analise.

Os tecidos foram lavados com agua ultra-pura, para remog¢ado de sangue remanescente no
tecido, secos com uma gaze limpa, e, entdo, triturados. Uma porcao de 0,5 g do tecido foi pesada
em balanga analitica de precisdo. Apds secagem das amostras na estufa, em tubos de vidro
previamente descontaminados, e mineralizacdo com HNO3; e HCIO4, conforme descrito na se¢ao
4.4.1.2., as amostras sofreram etapa de pré-redugdo com 4&cido sulfimico e NaBr. A
concentragdo de Se total foi realizada por HG AAS. As amostras de urina sofreram o mesmo
tratamento para determinacdo de Se total, sendo tomado volumes de 0,5 mL para o
procedimento.

A determinagdo de Se total nas amostras de soro foi realizada por GF AAS. Para isso foi

necessario fazer dilui¢do prévia da amostra, na proporc¢do 1:2 com agua ultra-pura.
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4.8.2.3.Avaliagdo dos parametros toxicoldgicos

As amostras de plasma sanguineo foram obtidas por centrifugacdo a 2000 x g por 10
minutos, sendo o plasma hemolisado descartado. Os tecidos figado, rim, cérebro e bago foram
homogeinizados em 10 volumes de solu¢dao de Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,4. O homogeneizado
foi centrifugado a 4000 x g a 4°C por 10 minutos e a fracdo de sobrenadante (S;) foi utilizada
para os ensaios ex vivo.

Foram utilizadas as enzimas do plasma AST (aspartato aminotransferrase) e ALT
(alanina aminotransferrase) como marcadores bioquimicos para avaliagdo de danos hepaticos.
Os ensaios foram realizados com kits comerciais. LDH (lactato desidrogenase) foi utilizada
como marcador bioquimico de dano tecidual.

A funcao renal foi investigada usando um kit comercial pela determinacdo da uréia e a
creatinina plasmatica.

A concentragao plasmatica de triglicerideos e colesterol foram também avaliados de
acordo com Fossati e Principe [101].

O indice de peroxidacdo lipidica foi determinado pelas espécies reativas ao 4acido
tiobarbitirico (TBARS) Na fracdo sobrenadante (S;) de figado, rim, cérebro e bago, conforme
Ohkawa [102]. As amostras foram incubadas por 120 minutos a 95°C. A quantidade de TBARS
produzida foi medida espectrofotometricamente no comprimento de onda de 532 nm, usando
MDA como padrao externo.

A atividade de 6-ALA-D do figado, rim, cérebro, e bago foi testada conforme o método
de Sassa pela medida da razdo da formacao do produto porfobilinogénio (PGB) [103]. A reacdo
foi iniciada pela adicao do substrato (ALA) e mantida a 37°C por 60 minutos. O produto de
reacdo foi determinado espectrofometricamente utilizando comprimento de onda de 555 nm,
usando o reagente de Erlich modificado.

A atividade Na', K'-ATPase foi investigada como parimetro de estresse oxidativo.
Imediatamente apds a eutanasia, o cérebro foi removido ¢ o homogeneizado preparado com
tampao Tris-HCI 0,05 mol/L (pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado, sendo o sobrenadante
utilizado para o ensaio. A mistura de reagdo para a atividade Na', K'-ATPase continha 3

mmol/L de solugdo de MgCl,, 125 mmol/L de NaCl, 20 mmol/L de KCI e Tris-HCI 50 mmol/L



57

(pH 7,4), em um volume final de 500 pL. A reagdo foi iniciada pela adicdo de ATP na
concentragdo final de 3 mmol/L. O grupo controle foi investigado nas mesmas condi¢des com a
adi¢do de 0,1 mmol/L de ouabaina. A atividade Na’, K'-ATPase foi calculada pela diferenca
entre os dois ensaios. O fosfato inorganico liberado (Pi) foi determinado pelo método de Fiske &
Subbarow.

A determinagdo de 4cido ascorbico no figado, rim, cérebro e bago foi realizada como
descrito por Jacques-Silva. [104]. As proteinas (tecidos) foram precipitadas em 10 volumes de
uma solucao acido tricloroacético 4%, em banho de gelo. Uma aliquota de 300 pL de amostra
em um volume final de 1 mL de solugdo foi incubada a 38°C por 3 horas, sendo entdo 1 mL de
H,SO04 65% (v/v) adicionado ao meio. O produto de reacdo foi determinado utilizando o

reagente de cor contendo dinitrofenil hidrazina 4,5 mg/mL e CuSO4 0,075 mg/mL.

4.8.2.4.Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando a ferramenta “ANOVA”, seguindo o teste de
“multiple-range” de Duncan quando apropriado. As diferengas entre os grupos sdo consideradas

significativas quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliag¢do da metodologia para a quantificaciio de selénio e analise de especiacio

5.1.1. Espectrometria de absor¢do atdmica

5.1.1.1.Forno de grafite

As medidas de Se tanto no meio aquoso como no meio organico foram testadas, uma vez
que o objetivo deste trabalho e, além de determinar a concentragdo de Se total nos tecidos
(musculo e pele) apds a digestdo (meio aquoso), verificar se o Se estd acumulado na gordura,
extraida pelo extrato organico (ver Figuras 8 ¢ 9).

Niquel, cobre, palddio e magnésio foram investigados como modificadores quimicos
para determinacao de Se tanto em solug@o aquosa como no meio organico por GF AAS. Todas
as espécies de Se incluidas nesta investigagdo foram testadas, isto €, Se (IV), SeM e SeC. Estes
resultados preliminares mostraram que solu¢do de nitrato de niquel, na concentragdo de 2,5 g/L,
promoveu a melhor resposta para determinacdo de Se, tanto no meio aquoso como no meio
organico. Contudo, para as medidas feitas na presenca dos acidos usados para a digestao das
amostras (residuo dos tecidos e pele) o modificador ndo foi capaz de minimizar as
interferéncias. Embora todos os tratamentos produzissem solug¢des limpidas, ndo foi possivel a
determinagdo direta de Se por GF AAS nestas amostras, uma vez que valores muito elevados de
background.

As curvas de pir6lise a atomizacdo sdo mostradas na Figura 7. Nao houve diferenca
significativa nas medidas tanto para a solu¢do aquosa como para a mistura dos solventes (4:1

metanol:diclorometano), e também para as diferentes espécies de Se, uma vez que as curvas sao
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similares, para 0 mesmo programa de temperatura. O programa utilizado para as medidas por

GF AAS esta listado na Tabela 2.
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Figura 7 — Curvas de pirdlise e atomizaciao de Se IV (o), SeM (m) e SeC (A) (1 ng de Se) em
agua (a) e no extrato orginico do musculo (b) e pele (¢). Temperatura de atomizagio para
curvas de pirélise: 2600 °C; Temperatura de pirdlise para curvas de atomizagao: 1100 °C.

Modificador: NiNO; 2,5 g/L
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Para testar a precisdo da medida de Se na extracdo da gordura um experimento de
recuperagdo foi realizado pela fortificagdo com as espécies de Se inorganico e organico,
separadamente, no extrato organico. Os resultados mostram que € possivel determinar ambas as

espécies por GF AAS, uma vez que foram obtidas recuperagdes entre 94 € 99%.

5.1.1.2.Geracao de hidretos

Como o objetivo deste trabalho ¢ a determinacdo de Se em tecido animal, um dos
primeiros parametros investigados na determinacdo de Se por geracao de hidretos foi a avaliacao
da possivel interferéncia causada por ions Cu, Zn, Fe e Cr eventualmente presentes em amostras
de tecido animal. Sabe-se que estes elementos sdo potenciais interferentes na geragdo de H,Se
[47].

Os niveis de concentracdo destes interferentes foram selecionados de maneira a
representar o esperado em tecido animal. Os experimentos de recuperagdo feitos na presenca de
Zn, Fe (10 mg/L), Cu, Cr (1 mg/L) mostraram que estes metais ndo interferem nas medidas de
Se por HG AAS, nos niveis de concentrag¢do do experimento.

A otimiza¢do da determinag¢do de Se por geracdo de hidretos estd associada as etapas
preliminares de conversdo das diferentes espécies de Se existentes na amostra a Se (IV), e a
interferéncia causada pela matriz na geragdo do hidreto. Desta forma, a otimizagdo da
determinacdo do Se por geracdo de hidretos estd diretamente vinculada aos tratamentos
empregados na digestdo da matriz organica da amostra. Todos os testes foram executados
utilizando o musculo e a pele de frango. Foram testados varios procedimentos de digestdao
incluindo a separagdao prévia da fracdo de gordura do tecido e a desidratacdo do tecido
previamente a digestdo acida.

Todas as etapas de cada procedimento de digestdo estdo resumidas na Figura 8 e os
procedimentos de pré-reducdo na Figura 9.

Como pode ser observado na figura 8, enquanto 10 mL da mistura dos dacidos

(HNO3/HC1Oy4) foram necessarios para decomposi¢do de 0,5 g de amostra (musculo ou pele)
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sem a etapa de secagem, 5 mL foram utilizados apds secagem das mesmas, e apenas 3 mL apods
a extracdo da gordura.

Uma observacao importante sobre a periculosidade do 4cido perclérico (HCIO4) se deve
ao fato do reagente ser considerado explosivo. Embora a mistura de 70% acido/ 4gua ndo seja
explosiva, o uso do acido perclorico leva freqiientemente 4 formagdo de percloratos, que sdo
altamente explosivos.

Considerando a determinacdo por HG AAS, a Tabela 6 mostra que resultados
satisfatorios sao obtidos tanto com irradiagdo UV quanto com tratamento com NaBr na presenca
de 4cido sulfimico como procedimentos de pré-reducdo. Apesar do papel do acido sulfamico
nesta etapa estar muito mais relacionado a elimina¢do de 6xidos de nitrogénio gerados pela
decomposicao do acido nitrico que a redug¢do do Se VI, é provavel que ele tenha alguma
influéncia neste processo [48]. A recuperacao de 64-65% das amostras fortificadas apds o
procedimento de digestdo corresponde somente a forma inorganica, uma vez que a mistura

NaBr/4c. Sulfamico ndo ¢ capaz de converter compostos organicos de Se em inorganicos.

5.1.1.3.Avaliacao do teor de Se em aves

Com relacao a distribuicao de Se, a Tabela 4 mostra a quantidade de Se no musculo e na
pele de trés amostras diferentes de peito de frango. A tabela também mostra o selénio
encontrado na gordura extraida e no residuo solido. Os resultados mostram que mais de 80% do
Se estd presente no residuo solido do tecido (musculo ou pele) e menos de 20% na fracdo de

gordura destes tecidos.



Tabela 4 — Teor de selénio encontrado na gordura e no residuo das amostras apos a

extracio da gordura e digestdo acida (pré-reducio com ac. sulfamico/NaBr)
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Amostra  Tecido Extragdo da gordura Residuo
Massa (g) pugSe  RSD% %** Massa(g) pugSe RSD% %
*

1 Musculo 0,0147 0,01 0,5 7 0,5431 0,13 8,5 93
2 Musculo 0,0154 0,04 0,4 19 0,4909 0,17 3,4 81
3 Musculo 0,0152 0,05 0,9 14 0,5106 0,32 7,6 86
1 Pele 0,0899 0,01 1,3 9 0,4923 0,10 9,3 91
2 Pele 0,0849 0,01 0,8 5 0,4565 0,21 6,5 95
3 Pele 0,0965 0,02 1,0 14 0,4416 0,12 3,3 86

*RSD=Desvio padrao relativo para n=3; **Percentual de Se na amostra

O balango da distribuigdo do Se nas trés amostras de peito de frango, ¢ demonstrado na

Tabela 5. Considerando que a pele representa 10% do total de massa da amostra (sem 0ssos), a

quantidade de Se encontrada neste tecido ¢ significativa. Calculando-se a quantidade relativa de

Se em cada parte, apds o balanco das fracdes de massa, aproximadamente 59% do total de Se foi

encontrado no musculo, enquanto que 41% foram encontrados na pele.

Tabela 5 — Distribuicio do Se entre pele e misculo em trés amostras diferentes

Amostra Pele Musculo
Massa (g) ug Se % Massa (g) ug Se %
1 0,5822 0,11 44 0,5571 0,14 56
2 0,5414 0,22 51 0,5063 0,21 49
3 0,5381 0,14 28 0,5258 0,37 72
Média = 41 Média = 59
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Misculo ou pele frango

Secagem 65°C 24 h

Extragdo da gordura
4 ml
MeOH:DCM 2:3

Residuo do Extrato de
Musculo gordura
Digestdo acida Digestdo acida Digestdo acida Secagem
5 ml HNO; + 3 ml HNO; + 2 ml HNO; + 5ml
5 ml HCIO, 2 ml HCIO, 1 ml HCIO, MeOH
Aquecimento 4 h Aquecimento 4 h Aquecimento 4 h DCM
4:1
Pré-redugdo Pré-redugio Pré-reducdo
GF AAS HG AAS HG AAS HG AAS GF AAS

Figura 8 — Etapas dos procedimentos de digestao acida para determinacio de Se total por

GF AAS e HG AAS
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Amostra digerida

1 ml 2 ml 2 ml 2 ml
8 ml 4gua 2 ml HCl conec. 2 ml HCl conc. 0,32 g NaBr
pH 8 (NaOH) Aquecimento 2 ml 4c. Sulfamico 2 ml 4c. Sulfamico
Irradiagdo UV 5 h 100°C 10% 10%
50 ul 30% H,0, 15 min Aquecimento 100°C
A cada hora 15 min

Figura 9 — Procedimentos de pré-reducio do Se VI para determinacio de Se total por HG
AAS

A Tabela 6 mostra que os resultados das etapas de pré-reducao com HCIl, mesmo na
presenca de 4cido sulfimico, ndo foram satisfatdrios. As baixas recuperagdes das amostras
fortificadas apds a digestdo podem estar associadas a ndo-mineralizagdo dos compostos
organicos de Se, enquanto que para as amostras fortificadas previamente ao procedimento de
digestao, os baixos valores de recuperagao se devem a incompleta redugao.

A fortificagdo das amostras apenas com espécies inorganicas de Se (antes e apds a
digestdo) também leva a valores baixos de recuperagdo. Estes resultados confirmam a

incompleta redugdo de Se IV para Se IV para as amostras fortificadas antes da digestao.
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Tabela 6 — Comparacio dos diferentes tratamentos para amostras fortificadas antes e apos
o procedimento de digestdo. O procedimento de digestdo foi realizado apos a secagem e

extracdo da gordura do musculo e pele. O resultado é expresso em percentual de

recuperaciao
HG AAS
Tratamento Tecido Fortificacdo Fortificagdo
pré digestao* (%) pos digestao* (%)
Irradiagdo UV (4 h) Musculo 96 97
Pele 92 89
HCI Musculo 62 35
Pele 62 39
Acido Sulfaimico + HCl Mausculo 82 47
Pele 70 55
Acido  Sulfimico + Mausculo 96 64
NaBr Pele 99 65

* corresponde a soma: Se tecido + Se gordura

Os melhores resultados para a etapa de pré-reducao foram obtidos com irradiacdo UV e
também NaBr/dc. sulfamico. A irradiacdo UV, porém, requer irradiagdo da amostra por no
minimo 4 horas, mesmo na presenca de H,O,. Tempos menores de irradiagdo (até¢ 3h) ndo foram
suficientes para recuperar todo o Se das amostras fortificadas, provavelmente devido a
dificuldade de reduzir as espécies organicas de Se. Na Figura 10 ¢é possivel verificar que as
baixas recuperagdes podem estar associadas com a baixa razdo de conversdo das espécies na

auséncia de H,O; e insuficiente tempo de irradiacao.
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Figura 10 — Recuperacio do Se das amostras do musculo apos etapa de pré-reducio de Se
VI com irradiacdo UV com e sem adicdo de H,0,. Fortificacido pré-digestao com H,0O; (),
fortificacdo pré-digestio (m), fortificacdo pré-irradiacio UV com H,0, (A)fortificacao

pré-irradiacio UV (e). Determinacio feita por HG AAS

Devido aos resultados satisfatoérios com a irradiacdo UV e com a mistura NaBr/ac.
sulfamico, outro experimento foi realizado: o procedimento total de digestdo sem o uso de acido
perclorico. Os resultados, contudo, mostraram que este reagente ¢ importante para a
decomposicao total da amostra. Os baixos valores de recuperagdo podem estar associados nao
apenas a mineraliza¢do incompleta da amostra, como também dos compostos organicos de Se
[58, 105 - 106]. O tratamento com &cido perclorico seguido de acido sulfamico, contudo, nao
melhorou a resposta para as medidas por GF AAS, uma vez que ainda foram observados valores

elevados de background.

5.1.1.4.Ensaios de recuperacdo para avaliagdo da determinagdo de Se total por GF AAS e HG
AAS
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A investigacdo da extracdo da gordura teve dois objetivos: verificar se o Se ndo ¢
acumulado nesta parte do tecido e, se ndo, a possibilidade de fazer a digestdo utilizando um
volume menor de acidos. A determinagdo de Se por GF AAS na fragdo organica foi realizada
sem interferéncias. Uma vez que nesta fragdo deverdo estar presentes compostos organicos de
Se, ndo foi necessario determinar Se nesta fracdo por HG AAS. Como pode ser observado na
Figura 11, o Se foi parcialmente recuperado nesta fragdo. Isso se deve ao fato de SeM e SeC
serem soliveis em solventes organicos € entdo serem recuperadas parcialmente nesta fracao
quando as amostras sdo fortificadas antes do procedimento de digestdo. Do mesmo modo, para
as amostras fortificadas apenas com Se inorganico, este ndo foi determinado no extrato

organico.

100 —

40 —

Recuperacdo (%)
|
|

20 1 —

" Ha HCl+ UV NaBr +

Ac. sulf. Ac. sulf.
| OResiduo O Gordura |

Figura 11 — Recuperac¢io de Se das amostras fortificadas antes da digestio e antes da
extracio da gordura. O Se no extrato de gordura foi determinado por GF AAS e no

residuo por HG AAS apos pré-tratamentos de reducio: musculo (1) e pele (2)

Apods as investigagdes preliminares, conclui-se que o tratamento da amostra mais
adequado para determinacdo de Se em amostras bioldgicas incluiu a decomposi¢do com a
mistura HNO3/HCl1O4, elimina¢do dos 6xidos de nitrogénio com acido sulfamico e etapa de pré-
redu¢do com NaBr. Resultados satisfatorios da etapa de pré-reducdo foram obtidos tanto com

irradiacdo UV como com a mistura NaBr e 4cido sulfamico, optou-se, entdo, por utilizar no



68

presente estudo o segundo procedimento, uma vez que a irradiagdo UV requer um consumo

maior de tempo e necessidade de ajuste do pH.

5.1.1.5.Figuras de mérito da espectrometria de absor¢ao atdomica

As equacdes de regressao linear e coeficientes de correlagdo para solugdes aquosas e
metanolicas, sob as condi¢des analiticas para determinacdo de Se por GF AAS e HG AAS,
foram y = 6,0.10'3 X — 8,0.10'4 ey = 2,0.10'2 X — 7,3.10'3, onde “y” corresponde a absorvancia e
“x” a concentragao em pg/L, € 0,9922 e 0,9990, respectivamente.

Os limites de detec¢ao das medidas por ambas as técnicas foram calculados a partir do
branco das amostras, usando o critério de trés vezes o desvio padrdo. O Se foi determinado na
extracdo da gordura, digestio com HNO3;/HClOy, e pré-reducdo com NaBr/acido sulfamico na
fragdo de solvente organico e apds a digestao por GF AAS e HG AAS, respectivamente. Limites
de deteccdo encontrados foram 5 ng em um volume de amostra de 5 mL ou 1 pg/L para
determinagdo por GF AAS e 6 ng em um volume final de 20 mL de amostra digerida ou 0,6
pg/L para determinagdo por HG AAS.

O desvio padrdo relativo para 6 replicatas realizadas com a mesma solugdo padrdo (20
ug/L) foi 8,7% para as medidas por GF AAS. Os valores de recuperagdo ficaram entre 89 e
99%. Estes resultados mostraram a repetibilidade do desempenho do método proposto. A
precisdo obtida na andlise de trés diferentes amostras ¢ demonstrada em termos do desvio
padrdo na Tabela 4. A média do desvio padrdo relativo foi aproximadamente 6,5% na fracdo

organica (GF AAS) e 0,8% na fragcdo do residuo digerido (HG AAS).

5.1.2.  Cromatografia idnica

Dentre as técnicas disponiveis para a determinagdo simultanea dos aminoacidos, como a

cromatografia e a eletroforese capilar, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ¢é a que
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oferece o maior nimero de op¢des instrumentais [107]. Diferentes fases estaciondrias como fase
reversa e troca ionica podem ser empregadas e misturas complexas de aminoacidos podem ser

separadas, satisfatoriamente, em torno de uma hora.

A HPLC permite também o uso de diferentes sistemas de detec¢do. Dependendo dos
aminodcidos, detectores UV e eletroquimicos podem ser usados diretamente. Praticamente todos
os aminodcidos podem ser determinados simultaneamente, empregando reagentes de derivagao
como a ninidrina ¢ FMOC, com detec¢dao fotométrica, ou os reagentes OPA e dansil, com

deteccao fluorimétrica [108].

Neste trabalho, fez-se um paralelo das técnicas de deteccdo espectrofotométrica,
utilizando o reagente FMOC, com derivagdo pré-coluna, e fluorescente pela derivacdo pos-

coluna como OPA, na aplicagdo para as espécies de selenoaminodcidos SeM e SeC.

Preliminarmente ao estudo da separacao dos selenoaminoacidos por HPLC e derivagao
com o-ftaldeido (OPA-SH), fez-se as medidas espectrofotométricas dos mesmos. Como pode
ser observado, na Figura 12, a reacdo dos selenoaminoacidos SeM e SeC ocorre e tem

comprimento de absor¢do maximo em 335 nm.
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Figura 12 — Espectro de absorcio dos selenoaminoacidos SeM e SeC (400 mg/L) com OPA-
SH
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Para a otimizacdo da separacdo dos selenoaminoécidos foram preparadas solucdes
analiticas, as quais foram injetadas separadamente e observado o tempo de retencdo de cada
composto. Desse modo, estabeleceram-se as melhores condi¢cdes cromatograficas para a

separacao e deteccao dos analitos, as quais estdo demonstradas na Tabela 7.

Tabela 7 — Condicées cromatograficas utilizadas para a quantificacdo das espécies de

selenoaminoacidos, utilizando OPA como derivatizante

Coluna analitica AminoPac PA1 Dionex (250 x 4 mm de d.i.; 9 um)
Fase movel I: NaOH 200 mmol/L
II: Acetato de s6dio 700 mmol/L
Vazao da fase movel 0,6 mL/min
Detector Fluorescéncia
Comprimento de onda 330 nm (Excitacdo) ¢ 455 nm (Emisso)
Alga de injecao 25 uL

Os sinais analiticos dos respectivos aminoacidos foram identificados de duas maneiras:
primeiro injetando, separadamente, um a um cada aminodcido no sistema sob as mesmas
condigdes e observando o tempo de retencao, e segundo, fazendo uma adi¢ao de padrdo em uma
mistura dos compostos metionina, selenometionina e selenocistina, sendo que a injecdo do
aminoacido Met foi somente para verificar a existéncia de interferéncia no composto analogo de
Se, e observando o aumento de sinal do respectivo analito.

Embora os aminoéacido SeC tenha apresentado absor¢do no comprimento de onda de 335
nm como demonstra o espectro da Figura 9, somente os sinais da Met e da SeM foram
observados e tiveram suas areas aumentadas com a concentra¢do. Para a SeC, observou-se o
sinal luminescente, porém este ndo foi reprodutivel em relacio ao aumento da concentragao.
Para contornar a nao-reprodutibilidade da determinacdo de SeC, investigou-se a reacdo com

acido iodo-acético, que sera descrita posteriormente.
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A formagdo da solugdo de derivagdo OPA-SH e a reacdo de derivagdo que resulta no

composto fluorescente podem ser observadas na Figura 13.

0 S—-(H),-H S-(d),-H
L
H+}&(CHZ)Z—CH—> O+H31\%C anq—»@él\kc €00 31
( mercaptoetanol
ammoamdo composto fluorescente
OPA OPA- SH

Figur 13 — Reacoes da derivacdo dos aminoacidos com o reagente de derivacio OPA-SH
(o-ftaldeido)

A derivagdo pos-coluna com OPA-SH pode ser considerada uma das melhores opgdes
para a determinagdo dos aminoacidos [83] porque o reagente o-ftaldeido ¢ estavel a temperatura
ambiente e a reacdo com os aminoacidos ocorre rapidamente, dispensando aquecimento. A
reacdo ¢ aproximadamente 10 vezes mais rdpida se comparada com outros reagentes de
derivacdo como por exemplo a ninidrina. Porém, estudos mostram que os aminodcidos
sulfidrilicos como a homocisteina, cisteina e cistina produzem um sinal luminescente fraco. Para
aumentar o sinal fluorescente destes aminoacidos ¢ necessario proceder um aprimeira reacao

com o acido 1odo-acético (AIA), antes de reagir os mesmos com o o-ftaldeido [92].

Uma vez que o objetivo da investigacdo cromatografica era determinar os aminoacidos
de selénio, compostos analogos aos aminoacidos com enxofre na estrutura, procedeu-se a reagao

dos mesmos com AIA previamente a reagdo com OPA-SH.

5.1.2.1.Estudo da influéncia da concentragdo do 4cido iodo-acético (AIA) na determinacao da

SeC e SeM

Foram realizados dois procedimentos para verificagdo da influéncia do AIA na

determinagdo da SeC e SeM e posterior derivagdo com OPA-SH. O primeiro consistiu da
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injecdo da SeM e SeC, separadamente, sem coluna cromatografica, afim de verificar apenas a
resposta do detector no sinal luminescente, nas concentragdes de 0,8, 1,6 e 8 mg/L.

Os resultados mostraram que ocorreu aumento da area do pico da SeC, com aumento da
concentracdo do AIA, como pode ser observado na Figura 14. A concentragao do acido iodo-
acético escolhida para determinagdo da SeC foi 0,2 mol/L, uma vez que concentragdes inferiores
poderiam acarretar na diminui¢ao do sinal da SeC, com conseqiiente perda de sensibilidade.

O AIA nao pode ser utilizado para determinagdao da SeM, uma vez que o sinal da SeM
diminuiu com o aumento da concentra¢ao do reagente, nos comprimentos de onda investigados.
A determinagdo simultanea utilizando AIA acarretaria em perda de sensibilidade de ambos os
analitos (SeM e SeC) porque seria necessario concentragdes inferiores a 0,05 mol/L do reagente.

Realizou-se, entdo, a inje¢do para determinar cada aminoacido de Se separadamente.

100
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Concentragdo de Aia (M)

Figura 14 — Variacio da area do pico da SeC 0,8 mg/L (), SeC 1,6 mg/L (m) e SeC 8 mg/L

(A) em func¢io da concentracio do acido iodo-acético (AIA), em mol/L

Uma vez que ocorre aumento de sinal da SeC somente com a presenca de acido iodo-
acético, fez-se um segundo experimento, com a injecdo de SeC no sistema, nas concentragdes de
0,8, 1,6 e 4,0 mg/L, utilizando coluna aniénica Aminopac PA1 para verificagdo do tempo de

retencdo deste analito. Este resultado se mostrou satisfatorio, uma vez que se obtiveram como



73

fator de correlagdo e equacdo da reta para a SeC, o valor de 0,9980 e y = 19,8x — 83,64,
respectivamente.
Os tempos de retencao dos analitos SeM e SeC obtidos pela inje¢do separada dos

selenoaminoacidos, SeM e SeC estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Tempo de reten¢ao dos aminoacios SeM e SeC com sistema HPLC e detec¢ao

fluorescente com derivacdo pos-coluna com OPA-SH

Analito Tempo de retengdo (minutos)
Selenometionina 15,0
Selenocistina 23,7

A reacdo do aminoécido com o 4&cido iodo-acético (AIA) pode ser observada na Figura

15:

HS—CH2CH2?HCOOH +ICH,cOOH _PH>" _ HooccH,-s- CHZCHZCH—?HCOOH
-H
NH, NH,

Figura 15 — Reacdo geral de reacio de aminoacidos com acido iodo-acético (AIA)

5.1.2.2.Determinagao simultanea do SeM e SeC

Uma vez que o AIA ¢ utilizado apenas para proteger o grupos tidis do aminoacido SeC,
investigou-se a possibilidade de determinar simultaneamente os selenoaminoacidos, com reacao
online apos a saida da coluna analitica. Isto foi realizado colocando-se um segundo reator antes
da reacdo de derivagdo, sendo o reagente AIA carreado somente apos a detec¢ao da SeM, ou

seja em 20 minutos.
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Aminoécidos sulfidrilicos como a homocisteina e cisteina podem reagir com OPA pelo
mesmo mecanismo que o grupamento tiol do reagente mercapetanol reage. Estudos tém
demonstrado que cisteina produz um composto fluorescente fraco com OPA-2-ME, comparado
as outras aminas primarias, uma vez que, embora nao totatalmente entendido, a reacdo depende
da presenca do grupo sulfidrila na molécula de cisteina. O bloqueamento dos grupos tidis, pela
reacdo de alquilagdo com o AIA, vai produzir produto fortemente fluorescente [92].

A selecao do gradiente de eluicao depende dos analitos a serem separados. O programa
de eluig¢ao por gradiente empregado resultou uma boa relagao entre resolugdo e tempo de corrida

para os aminoacidos SeM e SeC estudados.

O sistema cromatografico mostrou-se eficiente na separagdo e determinagdo simultanea
dos aminoacidos que compde a amostra do soro sanguineo, apds o procedimento de hidrolise
acida, sendo o gradiente de elui¢do necessario para que ocorresse boa resolugcdo dos

componentes da matriz e os selenoaminoacidos de interesse.

Uma coluna anionica (Dionex) foi usada para a separacdo dos aminoacidos que estdao
como espécies anionicas devido ao pH alcalino dos eluentes (pH 10). Assim, a separagdo ¢
efetuada pelas diferencas relativas nas constantes de dissociacdo dos grupos amino, carboxilico
e grupos substituintes (R) da cadeia de cada aminoacido. Alguns aminoécidos sdo separados

principalmente como anions monovalentes e outros como anions divalentes.

Outro modo de separagdo ¢ baseado na natureza hidrofilica ou hidrofobica relativa aos
grupos R associados aos aminoacidos. Os aminodcidos mais bdsicos, como a histidina,
geralmente eluem antes de aminoacidos mais acidos, tais como acido glutamico e aspartico. Os

aminoacidos hidrofilicos, como a serina, eluem antes da fenilalanina, que ¢ mais hidrofobica.

O sistema cromatografico permitiu a detec¢do selenoaminoacidos SeM e SeC em
aproximadamente 40 minutos. Em vista de suas naturezas diferentes a combinagdo de dois

eluentes num gradiente de eluicdo promoveu a formagao de sinais bem resolvidos.
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5.1.2.3.Figuras de mérito

A calibragdo ¢ um dos estidgios mais importantes na analise quimica. Sem um bom
procedimento de calibragdo, a precisdo e a exatiddo podem ser comprometidas [109]. Para a
maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relagao linear ¢ observada entre a resposta
do detector e a concentragdo do composto em estudo.

A equagao de regressao linear (equagdo 1) que relaciona as duas variaveis €:

y=ax+b (1)
Onde:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentragao;

a = inclinacdo da curva de calibragao = sensibilidade;

b = interse¢do com o eixo y, quando x =0

A regressdo linear deve também ter alto coeficiente de determinacao (r2 >0,999) [110].

A linearidade de um método ¢ a habilidade de produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentra¢do do analito em amostras, em uma dada faixa de concentrag¢do. A
quantificag¢do requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentragdo do
soluto [110].

O LOD ¢ a menor concentragdo da substancia em analise que produz uma resposta
detectavel acima do nivel de ruido do sistema e que o procedimento analitico pode identificar,
com confianga [111]. O LOQ ¢ a menor concentragdo da substincia em andlise que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis nas condigdes experimentais. O LOD e o LOQ

sdo geralmente expressos em unidades de concentracao.



76

L
30 mm

Resposta

LoD
g mm

Ruido
3

WMWE@%MJ\WM, A

Tempo

Figura 16 — Diagrama demonstrando a forma de estabelecimento dos valores de ruido da
linha base e sinal do analito, onde: hs = altura do pico do analito; hn = maior desvio da
linha base medido no tempo de retencdo do analito; wh = largura do pico a meia altura

[112]

A precisdao ¢ um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condigdes definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de medigdo e
podem ser expressas por meio da repetitividade e da precisao intermediaria

A repetitividade ¢ o grau de concordancia dos resultados de medi¢des sucessivas de uma
mesma amostra, efetuando sob as mesmas condi¢cdes de medi¢ao, chamadas de condigdes de
repetitividade, como: mesmo procedimento de medigdo, mesmo observador, mesmo instrumento
usado sob mesmas condi¢cdes, mesmo local e repetigdes em curto espaco de tempo. A
repetitividade ¢ expressa pela estimativa do desvio padrio relativo (RSD) ou pela estimativa do
desvio padrao absoluto (s) e pode ser representada pelo RSD.

A recuperacao dos analitos pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas com
quantidades conhecidas do mesmo. As amostras podem ser adicionadas com os analitos em pelo
menos trés diferentes concentracdes, por exemplo, proximo ao limite de detecg¢do, proximo a
concentracdo maxima permissivel e em uma concentragdo proxima a média da faixa de uso do

método. A limitagdo desse procedimento ¢ a de que o analito adicionado ndo estd
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necessariamente na mesma forma que presente na amostra. A recuperagdo (R) geralmente ¢
dependente da concentragao, por isso deve ser avaliada na faixa de concentragdo esperada para a

amostra. Neste trabalho, ela foi calculada pela equacao (3) e € expressa em porcentagem [112]:

Cl _Cz %

R (%)= 100 (3)

3
onde: C; = concentra¢ao determinada na amostra adicionada,

C, = concentragao determinada na amostra nao adicionada,

C; = concentra¢ao adicionada.

A Tabela 9 apresenta as equacdes da curva analitica para os selenoaminoécidos.
Analisando-se as equacdes das curvas obtidas pode-se concluir que o modelo linear ¢
bastante adequado uma vez que os coeficientes de correlagdo (r) foram todos maiores que

0,999.

Tabela 9 — Resultados obtidos para calibraciao e LOD e LOQ dos selenoaminoacidos com
OPA

Instrumento Método
Aminoécido Equagdo da reta r LOD LOD LOQ
(mgl)  (mgl) (mg/L)
Selenometionina y = 14,86x + 3,49 0,9995 0,002 0,005 0,02
Selenocistina y=15,24x-4,19 0,9983 0,005 0,009 0,03

Os valores obtidos para a curva analitica, onde y = resposta medida (area do pico) e x
= concentra¢do, evidenciaram linearidade satisfatoria na faixa entre 0,02 a 2 mg/L para a
SeM e de 0,03 a 5 mg/L para SeC.

Os valores de recuperagdo para amostra de soro e levedura estdo listados na Tabela
10, onde recuperagdes médias de 90 e 101% foram obtidos para as amostras de soro e 103 e

96% para as amostras de levedura para SeM e SeC, respectivamente.
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Tabela 10 — Recuperac¢ao dos analitos (RSD) para os analitos SeM e SeC por HPLC-OPA-

SH
Selenoaminoacido Nivel de Soro Levedura
fortificacdo ~ Recuperagdo RSD Recuperacao RSD
(mg/L) (%) (%) (%) (%)
0,16 72,4 9,9 96,8 10,8
SeM
0,32 92,7 2,6 95,5 2,9
0,64 105,1 5,1 116,8 3,1
0,16 77,2 12,5 89,2 9,5
Sec 0,32 119,4 3,7 94,5 2,8
0,64 104,4 3,5 105,3 32

5.1.3. Cromatografia de fase reversa

Objetivando a aplicagdo de um método classico de determinacdo de aminodcidos para as

espécies de selenoaminoacidos, fez-se a investigacdo da cromatografia em fase reversa,

utilizando reagdo de derivagdo pré-coluna com o 9-metilfluorenil cloroféormio, FMOC, e

detecc¢ao ultravioleta.

Para a otimizacdo da separacdo dos selenoaminoécidos foram preparadas solucdes

analiticas, as quais foram injetadas separadamente e observado o tempo de retencdo de cada

composto. Desse modo, estabeleceram-se as melhores condigdes cromatograficas para a

separacdo e detec¢do dos analitos, as quais estdo demonstradas na Tabela 11.

O comprimento de onda utilizado foi 307 nm devido ser aquele em que se observa, pelos

espectros de absor¢do molecular apresentados na Figura 17, o comprimento de onda mais

proximo do méaximo de cada aminoacido.
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Tabela 11 — Condicdes cromatograficas utilizadas para a quantificacio das espécies de

selenoaminoacidos, utilizando FMOC como derivatizante

Coluna analitica C18 Supelco (150 x 4,6 mm de d.i.; Sum)
Fase movel I: 20:30:50 (v/v) — Acetonitrila:metanol:tampéao
acetato

II: 40:10:50 (v/v) — Acetonitrila:metanol:tampéao

acetato
Vazio da fase movel 1 mL/min
Detector Espectrofotométrico — UV
Comprimento de onda 307 nm
Alga de injecao 25 uL

Absorvancia

T T T T A T
280 240 300 30 320 330 Camnprimento de Onda )

Figura 17 — Espectros de absorcio molecular dos aminoacidos arginina, metionina,

(nm)

selenometionina e selenocistina 400 mg/L com o reagente de derivacio FMOC

No desenvolvimento do método proposto foram testadas diferentes vazdes: 0,6; 0,7; 0,8
e 1,0 mL/min. Concluiu-se que a melhor vazdo a ser utilizada ¢ de 1,0 mL/min pois permite
separacoes com tempo de andlise de cerca de 40 minutos.

Para a escolha da fase moével, dentre as composi¢des apresentadas no item 4.4.4, a que
apresentou melhor separagao dos analitos, na vazdo escolhida de 1,0 mL/min, foi a de

acetonitrila:metanol:tampao acetato na composicdo de 20:30:50 (v/v). Porém, ¢ necessario
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utilizar o modo de eluigdo por gradiente para aumentar a forca da fase movel e diminuir o tempo
total de corrida.

Com estas condigdes, o perfil de um cromatograma de separacao dos aminoacidos pode
ser observado na Figura 18, obtido com a injecdo de 25 puL de uma solugdo analitica contendo 8
mg/L de cada aminoacido. A Figura 18 também mostra a injecdo do branco, uma vez que o
excesso de reagente FMOC embora seja extraido com o hexano, uma parte deste permanece em
solu¢do e produz um sinal no cromatograma. Este sinal pode ser identificado com a corrida do

branco de derivagao.
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Figura 18 — Cromatograma tipico da solucio padrao contendo 8 mg/L. dos aminoacidos
selenometionina (tR 15,2 min), e selenocistina (tR 26,7 min) com deriva¢ao pré-coluna com

FMOC e deteccao UV (307 nm)

Os picos foram identificados com os respectivos aminoacidos de duas maneiras: primeiro

injetando, separadamente, um a um cada aminodcido no sistema sob as mesmas condigdes e
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observando o tempo de retencgdo, e segundo, fazendo uma adi¢do de padrdo em uma mistura dos
quatro compostos e observando o aumento de sinal do respectivo analito.

Diferentes tempos de reacdo foram avaliados no sentido de obter maior sensibilidade,
bem como diferentes concentracdes do derivatizante. Testou-se a reacao imediatamente, dez e
trinta minutos apds mistura dos reagentes (TO, T10 e T30, respectivamente), com agitacao
vigorosa em vortex por 30 segundos, porém antes da extracdo do excesso de FMOC por hexano.
O resultado para os aminoacidos SeM e SeC (0,8 mg/L) pode ser observado na Figura 19. E
possivel verificar, pelos resultados obtidos, que nao houve diferenca significativa de aumento de
area com o aumento do tempo de reagdo com o reagente de derivacdo, FMOC. Deste modo,
optou-se por utilizar o tempo de 1 minuto antes que fosse realizado o procedimento de extragdo

do excesso de reagente com hexano.
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Figura 19 — Variacdo da area dos picos dos aminoacidos SeM e SeC (0,8 mg/L), pelo
método de HPLC-UV, em funcio do tempo de reacdo (1, 10, 30 minutos) com o

derivatizante FMOC antes da extracao

Apos este estudo, avaliou-se a influéncia da concentragdo do reagente derivatizante nas
concentracoes de 3, 7,5, 15 e 30 mmol/L, injetando-se apds um minuto de reacdo. Em todos os
casos, avaliaram-se a variacdo da area do pico para os aminoacidos selenometionina e

selenocistina, na concentragdo de 0,8 mg/L. Os resultados mostraram que ocorre aumento da
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area do pico para os analitos investigados com o aumento da concentra¢do do reagente de

derivagdo, como pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20 — Variacdo da area dos picos dos aminoacidos SeM e SeC (0,8 mg/L), pelo

método de HPLC-UV, em func¢io da concentracio do reagente de derivacio FMOC (3, 7,5,

15 e 30 mmol/L)

A estabilidade do complexo entre os selenoaminoacidos e o FMOC foi avaliada apds

extragdo do excesso de reagente nos tempos de 1, 30 e 120 minutos. Os resultados mostraram

que nao ocorre diminui¢do significativa da area até¢ 120 minutos apos a derivagdo, como pode

ser observado na Figura 21.
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Figura 21 — Variacdo da area dos picos dos aminoacidos SeM e SeC (0,8 mg/L), pelo
método de HPLC-UV, em func¢io do tempo apos reacio de derivacio com FMOC (1, 30 e

120 minutos)

O estudo de estabilidade dos compostos derivatizados foi também realizado avaliando-se
a variagdo da area do pico para os aminoacidos selenometionina e selenocistina, na concentragao
de 0,8 mg/L apos obtencao da fase aquosa nos tempos de 30, 120 e 960 minutos. Os resultados
mostraram que, nos tempos investigados, ndo houve variacao significativa da area dos analitos.

A reacdo entre FMOC e os aminoacidos pode ser observada na Figura 22
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Figura 22 — Reacdo entre os aminoacidos e o reagente de derivacio FMOC [113]

A Tabela 12 apresenta as equagdes da curva analitica para os selenoaminoacidos.
Analisando-se as equacdes das curvas obtidas pode-se concluir que o modelo linear ¢
bastante adequado uma vez que os coeficientes de correlagdo (r) foram todos maiores que

0,999.

Tabela 12 — Resultados obtidos para calibracido e LOD e LOQ dos selenoaminoacidos
com FMOC

Instrumento Método
Aminoacido Equacdo da reta r LOD LOD LOQ
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Selenometionina y=0,01x + 0,04 0,9987 0,24 0,50 1,6

Selenocistina y=0,06x - 0,18 0,9996 0,08 0,20 0,8
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Os valores obtidos para a curva analitica onde y = resposta medida (area do pico) e x =
concentracao, evidenciaram linearidade satisfatéria na faixa entre 1,6 a 8 mg/L para a SeM ¢ 0,8
a 8 mg/L para a SeC, para o método do FMOC.

Os valores de recuperacdo para amostra de soro e levedura e precisdo intermediaria estdo
listados na Tabela 13, onde recuperagdes variaram de 89 a 110% para SeM e entre 86 ¢ 101%

para SeC.

Tabela 13 — Recuperaciao dos analitos (RSD) para os analitos SeM e SeC por HPLC-
FMOC-UV

Nivel de Soro Levedura
Selenoaminoacido fortificagdo  Recuperagdo  RSD Recuperacao RSD
(mg/L) (%0) (%0) (%) (%)
16 107 3,3 110 5,2
SeM
32 93 2,6 94 2,9
64 89 5,1 89 3,1
16 92 5,8 86 23
SeC 32 92 3,7 95 2,8
64 101 3,5 98 3,2

5.2.Caracterizaciao da levedura presente na ra¢io — Experimento 1

Todas as etapas de cada procedimento referentes ao experimento 1 estdo demonstradas

na Figura 23.



digestéo HG AAS |Se total |
acida
GF AAS |Se total |
L extragéo HG AAS [Se inorganico |
E agua
Vv |HPLC | |SeM, SeC|
E
D
U fragéo livre | efluente | |GF AAS | |Se total |
R
A adsorgéo [HG AAS ] [Se inorganico |
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Figura 23 — Etapas dos procedimentos para a caracterizacdo da levedura
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5.2.1. Determinacdo de Se total

Os valores encontrados na determinagdo de Se total sio mostrados na Tabela 14. A

concentragdo variou entre as amostras de 1174 a 1343 pg/g de Se.

Tabela 14 — Concentracio de Se (ug/g) na levedura por HG AAS, apés digestao acida e

etapa de pre-reducio com NaBr/sulfamico

Amostra Se total pg/g
(Média + SD)*

1 1200 + 80

2 1174 + 30

3 1343 +59

*n=3

5.2.2.  Estudo da extra¢do das proteinas da amostra de levedura

Primeiramente, determinou-se a concentracdo de Se extraido no extrato aquoso e¢ em
solucdo de Tris/dodecilsulfato de sodio (SDS). A determinagdo de Se apds este procedimento foi
realizada por GF AAS, sendo a amostra diluida 100 vezes para quantifica¢do. Estes resultados
foram comparados com o Se total encontrado na levedura. O resultado pode ser visto na Tabela
15.

A amostra de levedura utilizada para o experimento das extragdes continha 1200 + 80 ng/g
de Se (amostra 1, Tabela 14). A extragdo com agua promoveu a extra¢do de 20% do Se presente
na levedura, sendo este valor aumentado para 32% com a adi¢do de tampao Tri-HCl + SDS 1%.

A determinacdo das proteinas foi realizada espectrofotometricamente, pelo método Azul
Brilhante de Comassie, encontrando-se um teor de proteinas de 30 e 114 mg/g de levedura nos
extratos com agua e com SDS, respectivamente. A concentracdo de proteina no extrato com

agua foi significativamente menor, perfazendo cerca de 30%, que no extrato com SDS.
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Tabela 15 — Concentracgao de Se total na levedura (HG AAS) e o percentual extraido apos

o procedimento de extra¢ido com agua e Tris/SDS (GF AAS)

Tratamento Se total ug/g Se

(Média + SD)* %

Digestdo com HNO; 1200 + 80 100

Extragdo H,0 239+ 15 20

Extra¢do H,0/Tris/SDS 379 +45 32
*n=3

Embora moderada, a extracdo desenvolvida foi utilizada para avaliar as espécies de Se
presentes nestes extratos. A vista disso, além de determinado o teor de Se total nos extratos, pela
técnica de GF AAS, foram determinadas as concentragdes das espécies inorganicas (Se IV e Se
VI) por HG AAS. O resultado em pg/g pode ser observado na Tabela 16. O valor da
concentragdo de Se organico foi obtido pela diferenca entre o Se total e o Se inorganico.

O resultado evidencia, pela diferencga entre a concentragdo de Se total € o Se inorganico,
que aproximadamente 95% da concentragdo das espécies extraidas estdo na forma de Se

organico, podendo estar ainda associado aos peptideos.

Tabela 16 — Distribuicio do Se extraido da amostra de levedura entre Se total, Se

inorganico e Se organico

Tratamento Se total Se inorganico % Se % Se
(ng/e) (ng/e) inorgéanico organico

Extragdo H,0 239 12 5 95

Extra¢do H,0/Tris/SDS 379 11 3 97

Os compostos de Se determinados em cada extrato podem incluir selenoproteinas
globulares, as quais sdo soluveis na dgua, e as espécies de Se fracamente ligadas as proteinas de
baixo peso molecular, tais como selenito, selenato, selenoaminoacidos (SeM e SeC) e

possivelmente a Se-glutationa [64].
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Muitos estudos utilizam hidrélise enzimética como pré-tratamento para
quantificagdo de SeM e SeC em amostras de levedura. Entretanto, poucos estudos relatam a
avaliacdo da solubilidade e da conseqiiente disponibilidade do micronutriente mineral em um
alimento de suplementacdo, como a levedura [65]. Embora o percentual de Se seja menor em
relag@o o teor de Se total, o procedimento de extragdo ¢ importante para sustentar a integridade

das espécies quimicas presentes na levedura.

5.2.3.  Estudo da separacdo das proteinas extraidas da levedura em colunas de polietileno e

teflon

Estudos anteriores realizados em nosso laboratdrio mostraram que polimeros como
polietileno (PE) e teflon sdo capazes de adsorver proteinas. Os trabalhos até agora realizados
mostraram a eficacia destes polimeros em adsorver proteinas do soro e plasma sangiiineo [73-
74]. Através do uso de colunas preenchidas com os polimeros em po, as proteinas podem ser
separadas de uma amostra sem que seja necessaria a adicdo de 4cidos ou alteragdes no pH. A
eluicdo das proteinas adsorvidas na coluna ¢ realizada com um solvente organico polar como
etanol ou metanol. Desta forma, a integridade das proteinas ¢ mantida.

Antes de realizar o experimento para a retengao das proteinas na coluna, verificou-se a
interacdo das espécies de Se ndo ligadas as proteinas, Se (IV) e SeM com o PE em p6. Avaliou-
se a adsor¢do das espécies inorganica e organica pelo PE, carreando-se uma solugdo padrdo de
Se IV e SeM (100 pg/L) pela coluna. As recuperagdes encontradas foram 87 e 102%,
respectivamente. Todo o Se foi determinado na amostra e, apos a passagem pela coluna de PE,
na fragdo aquosa efluente da coluna. O Se determinado na fragdo aquosa corresponde ao Se livre
no meio, significando que estas espécies ndo tiveram interacdo pela coluna. O Se livre pode
corresponder ao inorganico e organico, uma vez que a SeM também foi determinada nesta

fragdo. Este resultado ¢ mostrado na Tabela 17. A determinacao de Se foi feita por GF AAS.
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Tabela 17 — Avaliacio da adsorc¢ao das espécies de Se IV e SeM (100 pg/L) na coluna de PE

Amostra Se IV SeM

(ng/L) Recuperacao (%) (ng/L) Recuperacao (%)
Solugédo padrdo 100 100 92 100
Efluente n.d. 0 n.d. 0
Elui¢dao com H,O 87 87 93 102
Elui¢do com MeOH n.d. 0 n.d. 0

n.d.: ndo-detectado

Uma vez que o procedimento de extracdo ¢ capaz de solubilizar algumas proteinas como
também extrair uma por¢ao do Se presente na amostra, fez-se um estudo para verificar se o Se
organico extraido da levedura estava totalmente associado as proteinas. Realizou-se, entdo, um
ensaio de separagdo das proteinas utilizando colunas de polietileno (PE) e teflon. Primeiramente
o ensaio foi feito apenas com o PE, avaliando-se a concentragdo de Se bem como de proteinas
retidas no polimero e no efluente da coluna. O resultado pode ser observado na Tabela 18. O Se
foi determinado por GF AAS e as proteinas pelo método do Azul Brilhante de Comassie.

A separagdo das proteinas nos extratos ocorreu carreando-se a amostra pela coluna de PE
em pd. Nao foram encontrados Se e proteinas no efluente, apds a coluna PE. Nesta separa¢do, os
eluatos recolhidos com 4gua contém o Se ndo ligado as proteinas, ou Se livre, e apos a eluicdo
das mesmas com metanol, obteve-se a fracdo de Se ligado as proteinas. O resultado obtido
mostrou que o percentual de Se na fragdo livre foi 37 % e na fragdo combinada com a proteina

perfaz cerca de 60%, calculados em relagdo ao teor de Se extraido.

Tabela 18 — Distribuicdo das espécies de Se livre e ligado a proteina no extrato aquoso da

levedura (0,1 g levedura + 20 mL H2Q0) utilizando coluna de PE

Amostra Fragdo de selénio Se (ug/L) %
Extrato de levedura Se total 1197 100
Efluente da coluna Se livre n.d. 0
Eluato aquoso Se livre 439 37
Eluato metandlico Se-proteina 698 58
Total das fragdes 1137 95

n.d.: ndo-detectado
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A determina¢do da proteina se fez por diferenca nos mesmos extratos, ou seja,
determinou-se a absorvancia na amostra antes de passar pela coluna de PE, e apos, nas fracdes
eluidas com agua e metanol, sendo que 92% das proteinas foram determinadas na fracdo
metanolica, evidenciando que as proteinas ficam retidas no polimero.

Um estudo com amostras de leveduras fortificadas com solugdes padrdes de Se IV e
SeM (100 pg/L) e com posterior procedimento de extragdo com agua, foi também realizado. Os
resultados mostraram que o Se adicionado, tanto inorganico como organico, foram recuperados
na fracdo livre, ou seja, apdés a eluicdo com agua. Estes resultados foram calculados
descontando-se o valor obtido na amostra fortificada dos valores obtidos na mesma fragao da
amostra sem fortificacao.

A partir destes testes prévios, comparou-se o percentual e a distribuicdo de Se livre e Se
ligado as proteinas no extrato da levedura com H,O, como também no extrato de Tris/SDS, apos
o procedimento de separagdo na coluna de PE. O objetivo foi avaliar se o teor de Se livre e
combinado as proteinas mantinha a mesma propor¢ao que o extrato aquoso, uma vez que o teor
de Se total, bem como o total de proteina extraida, ¢ maior pela adi¢do de SDS. A Figura 24
mostra a concentracao de Se total, o qual foi determinado nas fracdes por GF AAS.

A concentragdo de Se no extrato com H,O e com Tris/SDS foi arbitrariamente
representada como sendo 100% e os eluatos de agua (fracdo livre) e de metanol, para desor¢ao
das proteinas (fragio combinada), calculados em relagio ao valor determinado nestes extratos. E
possivel perceber pelos resultados, que apos a coluna de polietileno, a soma do Se das fragdes
livre e combinada perfaz cerca de 100% em relacdo ao total de Se no extrato aquoso. Para o
extrato com SDS, a soma do Se encontrado nas fracdes livre e combinada correspondeu a 35%

do Se total deste extrato.
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Figura 24 — Percentual de Se livre e Se ligado as proteinas nos extratos de H,O e de H,O
+Tris/SDS da amostra de levedura apods separacio na coluna de PE, sendo 100% a

concentracio de Se na amostra

Para o extrato de H,O +Tris/SDS da amostra de levedura apos a separagdo das mesmas
na coluna de PE,as proteinas ficaram retidas na coluna de PE, sendo que o metanol ndo foi capaz
de elui-las do polimero. Isto se deve ao fato de, provavelmente, o SDS promover uma interagao
maior das espécies de Se no polimero.

Adicionalmente, a determinacdo de Se total, na presenga do SDS por GF AAS, nas
aliquotas apresentou sinais de background muito elevados.

Para avaliar a eficiéncia da separacdo das fra¢des livre e combinada pelo polietileno,
realizou-se ensaio similar com coluna de teflon, carreando-se o extrato aquoso da amostra de
levedura pelo polimero.

Aliquotas de agua e metanol, usadas para lavagem e dessor¢do das proteinas da coluna,
foram recolhidas, tendo a concentracdo de Se total mostrados na Tabela 19. A concentracdo de
Se e de proteina foi arbitrariamente representada como 100%, sendo este o valor de referéncia
para avaliagdo e quantificacdo das fragdes livre e combinada apds passagem da amostra pelo
polimero. Os resultados mostram que 13% do Se contido no extrato foi recuperado como fracao
livre e apenas 1% como Se ligado a proteinas, mostrando que a soma das fracdes possui

recuperagdo muito menor que o teor do extrato.
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Tabela 19 — Distribuicio de Se livre e ligado a proteina no extrato da levedura (0,1 g

amostra + 20 mL de agua) utilizando coluna de teflon

Amostra Fracao de selénio Se (ng/L) %
Extrato de levedura Se total 1197 100
Efluente da coluna Se livre n.d. 0
Eluato aquoso Se livre 152 13
Eluato metandlico Se-proteina 10 1

n.d.: ndo-detectado

O estudo da interagcdo do Se inorganico e organico (Se IV e SeM, 100 pug/L) foi também
realizado com a coluna de teflon. Os resultados obtidos mostraram que o Se IV ndo tem
interacdo pela coluna, sendo totalmente eluido com &gua, mostrando recuperacdo de 93%.
Porém a SeM fica adsorvida no polimero, apresenta baixa recuperagdo, 59% com agua, também

ndo sendo eluida com metanol, como pode ser observado na Tabela 20.

Tabela 20: Comportamento das espécies de Se IV e SeM (100 pg/L) na coluna de teflon

Amostra Se IV SeM

ug/L % ng/L %
Solugdo padrao 107 100 98 100
Efluente n.d. 0 n.d. 0
Eluicdo com H,O 99 93 59 60
Elui¢do com MeOH n.d. 0 n.d. 0

n.d.: ndo-detectado

Um ensaio similar foi realizado com amostras fortificadas com solugdes padrdes de Se
IV e SeM (100 pg/L). Os resultados mostram que apenas o Se inorganico da amostra fortificada
foi recuperado, com valor de recuperacao de 99%. O mesmo ndo aconteceu nas fracdes do
extrato fortificado com SeM, onde as recuperagdes foram de 60%, mostrando que na presenca

da matriz também ndo ocorre a recuperacdo da SeM. Na determinagdo da proteina o valor de
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recuperagdo foi inferior a 1% nas fracdes, evidenciando a forte reten¢do das proteinas da
levedura pela coluna de teflon. Nao foi possivel determinar a distribui¢do entre fracdo livre e
fragdo combinada de Se utilizando o teflon como coluna de separagao.

Conclui-se, portanto, que a coluna de PE se mostrou mais eficiente no estudo da
separagdo das fragdes de Se livre e combinado a proteina, sendo o teflon inadequado para esta
finalidade nas amostras de levedura. Embora a extragdo na presenca de tampao Tris e SDS tenha
proporcionado um aumento da concentragdo de Se total e de proteinas, o método da extracao
com agua foi utilizado por proporcionar valores satisfatorios de recuperagao (soma) das fragcdes
livre e combinada.

Apos este estudo, fez-se novamente o balanco da distribuigdo das espécies de Se na
amostra de levedura. Determinou-se, primeiramente, o Se total, no extrato aquoso, como
também na fragdo livre e na ligada a proteina, por GF AAS. Apds, o Se inorganico, Se IV e Se
VI, foi determinado no extrato e na fra¢do livre, por HG AAS. O Se VI determinado por
diferenca apos a pré-redugdo com NaBr. A distribuigdo das espécies de Se pode ser observada

na Tabela 21.

Tabela 21: Distribuicio das espécies de Se total (GF AAS) e Se inorganico (Se IV e Se VI,

por HG AAS) no extrato da amostra de levedura em %, utilizando coluna de polietileno

Amostra Se total Se IV Se VI Se orgdnico  Se-proteina
Extrato H,O 100 3 3 94 -
Fragdo livre 37 4 4 92 -
Fragdo Se-proteina 58 - - 100 100

Como visto anteriormente, apenas 6% ¢ inorganico, sendo 94% organico, no extrato
aquoso. Do total de Se organico, 58% esta ligado a proteina e 37% na forma livre. Apenas 8%
da fracao livre foram quantificados como sendo Se inorgéanico.

Estudos feitos [65] utilizando varios procedimentos seqiienciais de extracdo em amostra de
levedura, entre eles extracdo de Se utilizando 4gua, demonstraram que este procedimento

produziu recuperacdes de entre 15 e 25% do Se, o qual cerca de 30%, nestes extratos, esta ligado
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as proteinas soliiveis presentes no meio. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de
acordo com os reportados na literatura, o que mostra que o procedimento para separagdo das
fragdes de selénio inorganico livre, organico livre e da fracdo de selénio ligado as proteinas €
satisfatorio. Porém, a distribuicdo das espécies de Se entre inorganico ou organico ligado as
proteinas somente pode ser determinada apds a hidrolise das mesmas para que sejam liberadas

as espécies de Se.

5.2.4.  Hidrdlise de proteinas de amostras de levedura e soro

Muitos procedimentos de hidrolise tém sido descritos na literatura para analise de
amostras de soro sanguineo e peptideos, entre eles os mais usados sdo a hidrdlise enzimatica
[66, 114] e hidrdlise quimica [69, 115].

Os resultados da hidrélise acida foram satisfatorios com relagdao a degradacao de
proteinas, ndo sendo estas determinadas apds o procedimento.

Primeiramente foi feita a degradacdo das proteinas do soro. Cada enzima possui
um pH o6timo para sua atividade maxima. Deste modo foram preparadas solucdes das enzimas,
as quais foram colocadas em contato com as amostras.

Os resultados preliminares foram realizados com diferentes proporgdes entre
solucdo enzimatica e volume da amostra de soro. O espectro de referéncia ¢ a solu¢ao da enzima
na presen¢a de amostra no tempo inicial (zero). A equacdo de regressdo linear para o método foi
y = 0,86x + 0,52, onde “y” corresponde a absorvancia e “x” a concentracdo em g/L, e o
coeficiente de correlagdo » = 0,9982.

Os resultados obtidos mostraram que as enzimas papaina e pancreatina mostraram-se
mais eficientes na diminui¢dao da concentrag¢do das proteinas do meio, sendo a propor¢ao 0,1 mL
de amostra para 5 mL de solucdo enzimatica, a que gerou diferenga significativa de degradacao,
em relacdo a mistura de referéncia obtida no tempo zero. A degradacdo ocorreu com o aumento
do tempo de reacdo, onde apenas apos 1440 minutos (24 horas) as enzimas papaina e
pancreatina diminuiram a concentracdo das proteinas do soro em 72 e 60%, como pode ser

observado na Figura 25.
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Figura 25 — Hidrdlise enzimatica de 100 pL de soro apés os tempos 0, 30, 60, 120 e 1440
minutos de incubacgio a 37°C, em um volume final de 5 mL da solucio enzimatica das
enzimas pepsina, bromeliina, papaina e pancreatina. Considerou-se 100% de proteina o

valor no tempo inicial

Foi verificada também a eficiéncia de degrada¢do das proteinas com o aumento da
concentracdo de aminoéacidos no meio de reagdo, como produto da hidrdlise enzimatica nos
tempos investigados (0, 30, 60, 120 e 1440 minutos). Os resultados obtidos demonstraram que
ocorreu aumento de 35 e 30% da concentragdo dos aminoacidos, apos 24 horas de reagdo, com
as enzimas papaina e pancreatina, respectivamente.

Além disso, diferenca entre a concentracdo de proteina e aminoécidos antes e apds a
hidrolise apenas foi percebida para o volume de amostra de 100 pL.

As curvas de calibracdo foram feitas com solug¢do padrao da glicina, sendo que o
espectro de referéncia ¢ a solu¢do do aminoacido na presenca de amostra no tempo inicial
(zero). A equacdo de regressao linear para o método foi y = 1,52x — 0,03, onde “y” corresponde a
absorvancia ¢ “x” a concentracdo em %, e o coeficiente de correlagdo » = 0,9978.

Os resultados obtidos concordam com a literatura, uma vez que a reagdo com a ninidrina
¢ uma reacao sujeita a interferéncia [98], além de requerer aquecimento para que a reagao
ocorra, sendo apenas utilizada como uma ferramenta qualitativa da hidrolise enzimadtica das

proteinas.
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A hidroélise das proteinas da amostra de levedura com enzima papaina foi realizada para
avaliar o tempo necessario para que a reagdo ocorresse, bem como se o método de extragdo e
solubilizacdo era adequado. Os resultados, verificados pelo método de Lowry, mostraram que 59
% das proteinas foram hidrolisadas e que houve um aumento de 34% da concentragdo de
aminodcido no meio apds 24 horas de reagdo, observada pela reagdo com a ninidrina. Assim
como a amostra de soro, ¢ necessario um tempo de 24 horas para efetividade da reagdo. A figura
26 mostra o aumento da concentracao dos aminoacidos com o aumento do tempo de reacao para

a amostra de levedura bem como a diminui¢do da concentragcdo das proteinas.
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Figura 26 - (a) Concentracao de proteina (o) e (b) de aminoacido (¢) na amostra de 100 pg
de levedura apos a hidrolise enzimatica com a papaina, nos tempos 0, 1, 3, 5 e 24 horas de

incubacio a 37°C

Os resultados obtidos com o método Azul de Comassie foram similares aos ensaios
anteriores comparando-se aos resultados obtidos com o método de Lowry, onde utilizando as
enzimas pancreatina e papaina ocorreu diminui¢ao da concentracdo das proteinas para amostras,
sendo que com este método obtiveram-se redugdes de em torno de 90 e 100% para as amostras
com as enzimas pancreatina e papaina, respectivamente. O espectro foi realizado por diferenca,

onde se fez as leituras nos tempos 0 e apds 24 horas da reacdo. A absorvancia da enzima foi
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descontada fazendo-se um branco com cada solucdo de enzima antes da leitura das amostras. Os

resultados podem observados na Tabela 22.

Tabela 22 — Degradacio enzimatica de proteinas em % para as amostras de soro e
levedura com as enzimas papaina e pancreatina apos 24 horas de incubacio a 37°C pelo

método Azul Brilhante de Comassie

Amostra Papaina Pancreatina
TO T24 TO T24
Absorv. %  Absorv. %  Absorv. % Absorv. %
Levedura (100 ug)  0,0189 100 n.d. 0 0,1225 100  0,0098 8
Soro (100 pL) 0,0479 100 n.d. 0 0,3890 100  0,0395 10

n.d.: ndo-detectado

A pancreatina ¢ uma substancia que contem enzimas como amilase, lipase e protease,
extraidas do pancreas do porco, Sus scrofa, Familia Sudeae. A papaina ¢ uma enzima
proteolitica derivada do mamao Carica papaya Linné, Familia Caricaceae.

Poucos estudos sdo realizados com proteases especificas para procedimentos de hidrolise
em amostras de levedura. Muitos deles utilizam a pronase [66] para ensaios de especiacdo de
SeM e SeC, que ¢ uma enzima proteolitica ndo especifica.

Embora a degradagdo das proteinas pela enzima tenha sido satisfatéria, a propria enzima
por si mesma, ¢ uma proteina e, portanto, constitui matriz complexa, requerendo separagdo ou
eliminacdo prévia a injecao no sistema cromatografico. Deste modo, optou-se pela hidrdlise
acida para determinagdo dos aminoacidos SeM e SeC nas amostras de soro, bem para

determinagao total destes nas amostras de levedura.

5.2.5. Determinacdo de SeM e SeC na amostra de levedura
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A determinagdo das espécies selemetionina e selenocistina foi determinada por HPLC-
OPA-SH na amostra de levedura, e foi investigada sob dois aspectos. Primeiramente, as espécies
SeM e SeC foram quantificadas na fracao livre do extrato aquoso, apds separagao das proteinas
retidas na coluna de PE, e posteriormente, apos o procedimento de hidrolise acida.

Os resultados mostraram que somente SeM foi determinada na fracdo livre, ou seja, o Se
organico presente nesta fracdo, esta na forma de SeM e a concentracao obtida foi 0,39 mg/L. Os
resultados encontrados apds o procedimento de hidrélise apontam a presenga de ambas as
espécies: SeM e SeC, como pode ser observado na Tabela 23. Os resultados estdo expressos em
mg/L, como também o valor percentual de cada espécie, calculado em relagdo ao Se orgéanico

total.

Tabela 23 — Determinac¢ido das espécies de SeM e SeC na amostra de levedura e na fracao

nio ligada as proteinas em mg/L (%)

Se organico total SeM SeC
Amostra mg/L % mg/L % mg/L %
Levedura 1,13 0,77 69 0,36 28
Fracgdo livre 0,40 0,39 98 n.d. 0
Fragdo Se-proteina 0,73 0,38 52 0,35 48

n.d.: ndo-detectado

Os resultados concordam com o reportado na literatura, uma vez que cerca de 70 % do
Se encontrado na amostra foi SeM, sendo entdo esta a espécie predominante [63-64]. Embora o
procedimento de extragdo corresponda a apenas 37 % do Se presente na amostra, ele ¢ capaz de
liberar a espécie de SeM, a qual pode estar associada, também, a proteinas soluveis de baixo

peso molecular e ser extraida por este procedimento [65].

5.3. Avalia¢do do selénio em aves tratadas oralmente com Se inorganico e levedura —

Experimento 2
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Para avaliar o grau de distribui¢do de selénio em func¢do da forma de selénio existente na
racdo, trés tipos de amostras foram comparados. O primeiro grupo (T1) corresponde a amostras
adquiridas no mercado, sendo este o grupo controle. O segundo grupo (T2) recebeu selenito de
sodio e um terceiro grupo (T3) recebeu a levedura enriquecida com selénio. Para estas amostras,
o tecido e a gordura foram analisados separadamente. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 24. Pode-se observar que a suplementagdo com Se promoveu um aumento da

concentracao de Se tanto na fracao de gordura como no residuo sélido.

Tabela 24 — Selénio na gordura e no residuo do musculo de aves tratadas com e sem
suplemento de Se, apds a extracdo da fracdo soluvel e digestio acida (pré-reducio com ac.

Sulfimico/NaBr)

Amostra* Gordura Residuo
Hg % He %o
Frango adquirido no 0,01 7 0,13 93
comércio
Ave tratada com 0,02 12 0,15 88

selenito de sodio

Ave tratada com 0,05 14 0,32 86

levedura

A Figura 27 mostra os niveis de selénio encontrados nas amostras individuais das aves
tratadas com selenito de sodio e levedura. Pode-se observar que h4 um aumento da concentragao

no grupo que recebeu selénio organico.
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Figura 27 — Se (pg/g) nas amostras de aves suplementadas com T2: Se (IV), T3: levedura

(n =24)

Estudos mostram que o uso de suplementos de Se em aves domésticas aumenta os niveis
deste elemento no musculo, figado, rim e ovos destes animais [28]. Outros estudos
demonstraram que aves tratadas com Se, inorganico e organico, tiveram o selénio organico
melhor distribuido que o inorganico, resultando em teores maiores, € que sua disponibilidade
nos tecidos foi diretamente relacionada a forma quimica de selénio ingerido [116]. Os resultados
encontrados neste trabalho estdo de acordo com o encontrado na literatura, uma vez que a
ingestao de selénio organico, através da suplementacdo da racdo com levedura rica em SeM,

aumenta os niveis de Se nos tecidos do animal.

5.4.Analise de soro sanguineo — Experimento 3

5.4.1.  Desproteinizagdo com TCA

O procedimento de desproteinizacdo com 4acido tricloro acético (TCA) é amplamente

utilizado como etapa de pré-tratamento para determinag¢do de metais por GF AAS, bem como
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para andlise de amostras de soro por cromatografia liquida [99, 117] para determinacdo de
outros componentes do sangue.

Preliminarmente, investigou-se determinacao de Se livre na amostra de através da
concentracdo de Se total apds os procedimentos, por GF AAS, utilizando como referéncia a
amostra diluida 1:2.

Ap0s, utilizou-se o sistema de HPLC-UV, com derivagdo pré-coluna com FMOC, para
avaliar se o tratamento com TCA causaria interferéncia na determinacdo das espécies de SeM e
SeC. Para este estudo utilizou-se com referéncia a amostra de soro fortificada com adi¢ao do
padrdo na concentragdo de 33 mg/L de SeM e 33 mg/L de SeC. A Tabela 25 mostra os

resultados obtidos.

Tabela 25 — Efeito do TCA na determinaciao do Se livre total (GF AAS) nas amostras de

SOro sanguineo

Amostra Se (ug/L) Recuperacdo (%)
Soro 256 100

Soro TCA 10% 18 7

Soro TCA 1% + Microondas n.d. 0

Como pode ser observado, o método de desproteinizagdo com TCA 10% poderia ser
utilizada para avaliacdao do Se livre, uma vez que 7% do Se total foi determinado. O tratamento
com TCA e aquecimento com microondas levou a efeitos de perda dos analitos, uma vez que
ndo foi determinado Se apds este procedimento.

O 4cido tricloro-acético também ndo se mostrou adequado para determinagdo das
espécies SeM e SeC por HPLC-UV, uma vez que as espécies mencionadas nao sao recuperadas

apods os procedimentos, conforme demonstrado na Tabela 26.
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Tabela 26 — Efeito do TCA na determinacio das espécies de SeM e SeC por HPLC-UV

apos a fortificacdo de 32 mg/L de cada espécie, em amostras de soro sanguineo

Amostra SeM SeC

mg/L % mg/L %
Soro fortificado 33 100 32 100
Soro TCA 10% 8,2 25 14 43
Soro TCA 1% + Microondas 6,2 19 1,6 5

5.4.2. Hidrolise

Para a determinacdo de SeM e SeC no soro sanguineo, fez-se o procedimento de
hidrodlise acida. Os resultados mostraram que € possivel fazer a determinagdo simultanea de SeM
e SeC nos hidrolisados, utilizando a técnica de HPLC-OPA-SH, com detec¢ao fluorescente.

As amostras de soro analisadas foram as obtidas apds a administracdo de Se em coelhos,
para avaliagdo cinética da distribuicdo e transformacdo das espécies de Se (IV) e SeM nestas

amostras, conforme discutido posteriormente na sec¢ao 5.5.

5.5.Selénio na nutri¢io parenteral

Preparagdes orais e parenterais de selénio tém sido muito utilizadas para prevenir e tratar
distrofias musculares nutricionais, bem como outras sindromes de deficiéncia de Se. Existem
formulagdes parenterais que disponibilizam selénio para os pacientes através da nutri¢do
parenteral. Sabe-se que o selénio organico ¢ mais absorvido do que o selénio inorganico em
animais como aves (como ficou demonstrado no presente estudo) e em suinos e caprinos [28].
Apesar das evidéncias de uma melhor absor¢do do selénio orgénico, as formulagdes parenterais
disponibilizadas pelas industrias farmacéuticas, contém apenas selénio inorganico na forma de
selenito de sodio.

Os experimentos 4 (agudo) e 5 (sub-cronico) do tratamento parenteral em coelhos estao

resumidos na Figura 28.
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5.5.1. Avaliacdo cinética de distribui¢do e transformacao das espécies Se (IV) e SeM no soro —

Experimento 4

Para este estudo a administragao das doses do Se foi parenteral na tentativa de mimetizar
a via pela qual os pacientes que recebem suplementagdo deste elemento. Para este estudo, coelhos

foram usados como modelo animal.

5.5.1.1.Quantificagao do selénio total

E possivel perceber pelos resultados obtidos, ¢ demonstrados na Figura 29, que o Se total
tem um maximo de concentragdo apds 15 minutos da administragdo de selénio inorganico, na
forma de selenito de sodio. O grupo que recebeu selénio organico, como selenometionina,
também possui elevados valores de Se apos 15 minutos da administragdo, porém ndo tao
pronunciado, podendo evidenciar mais rapida distribui¢do do que a forma inorganica.

A diferenca da concentragdo de Se entre os grupos que receberam Se e o controle sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). A diferenga se mantém significativa até 60 minutos apos
a administracdo das doses entre o grupo que recebeu SeM e o grupo do Se inorganico, onde a

distribuicao ocorre apds 30 minutos.

— Se (IV) === Se-Met —0— controle

—. 1000
<
S
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(%]
o
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&
c
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0 1 1 1
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Figura 29 — Distribuicio do Se total no soro de coelhos apos 15, 30, 60 e 120 minutos da
injecdo parenteral do controle (n = 3), Se inorganico (Se IV) e Se organico (SeM) (n = 6).

Determinacio de Se por GF AAS
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5.5.1.2.Determinag¢do dos selenoaminoacidos no soro apds a hidrolise com HCI 6 mol/L

Os resultados mostram que apos a administragao de Se inorganico ndo houve aumento da
concentragdo de SeM e SeC no soro, como pode ser observado na Figura 30 (A e B). As
variagOes das concentragdes de SeM e SeC ndo se mostraram similares para todas as amostras do
grupo. Os desvios padrao observados nas medidas dos valores do mesmo grupo oscilaram entre
13 e 60%.

A concentracdo de SeC apods a administragdo de SeM mostrou variagdo ndo uniforme no
grupo. Em alguns animais houve aumento da concentra¢do ap6s 30 minutos da administracdo,
outros, porém diminuem a concentragdo apds este periodo. O desvio padrao observado entre as
medidas apds a administracdo de SeM ficou em torno de 50%.

A Uunica alteragdo observada foi na concentracdo da SeM apds a administragdo da propria
SeM, como seria de se esperar. H4 um pico em 15 minutos com posterior redu¢do gradual da
concentracdo de SeM. Este resultado parece ndo estar de acordo com o encontrado para o Se total
determinado por GF AAS. Enquanto o resultado da espectrometria atdmica sugere que a SeM
injetada ¢ prontamente metabolizada restando apenas um valor residual no sangue que
praticamente ndo se altera nos 120 minutos da medida (Figura 30), o resultado da cromatografia
sugere uma possivel conversdo desta espécie em outras, considerando que o total ndo decai mas
apenas a concentragao da propria SeM.

Estudos demonstram que o selenoaminoacido SeC foi a tnica forma de Se encontrada nas
proteinas de ratos que receberam uma dieta contendo Se como selenito de sodio [118]. O RNA
transportador ¢ onipresente no reino animal e usa o cédon UGA para incorporar SeC na
glutationa peroxidase, formato desidrogenase, glicina redutase e na Se-proteina P plasmatica.

A espécie SeC ¢ um metabolito importante no caminho regular do Se pois ¢ necessario na
sintese de selenoproteina envolvidas na sintese de enzimas, com fung¢des antioxidante, bem como
controle do metabolismo da tiorredoxina redutase e protecdo contra varias doengas
cardiovasculares [119].

A determinacdo de SeM apo6s a administragdo da dose aguda de selénio na forma
organica, com o proprio aminoacido, demonstrou que ha uma diminui¢do da concentragdo com o

tempo, como pode ser observado na Figura 30 C. A concentracdo da SeC também varia em
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funcdo do tempo apo6s a administracdo de Se organico, diminuindo sua disponibilidade no soro

consideravelmente apds 60 minutos (Figura 30 D).
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0 — . * . * : 0 S * .
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Figura 30 — Estudo da variacao de concentracio de SeM (a) e SeC (b) apés a administragao

parenteral de Se (IV) e SeM (c) e SeC (d) apo6s Se organico

Os resultados ndo uniformes entre as amostras de cada grupo se devem ao fato de,

provavelmente, o Se estar participando de rotas metabdlicas constantemente. A SeM, uma vez

presente no organismo, pode ser a espécie precursora da SeC, uma vez que pode ser transformada

em Se-homocisteina e, convertida posteriormente, em SeC. Um esquema simplificado do

metabolismo humano do Se ¢ demonstrado na Figura 31 [119].



107

Alimentos
Digestdo gastrintestinal de carnes e vegetais contendo Se
Se-enzimas, Se-proteinas, Se-aminoacidos, Se (IV), Se (V)

JE(NBag oLuwes

SO O —
Fungies essenciais
Protecdo oxidativa

Se ! | Modulagdo do estado celular redox
"""""""""" Modulagao do metabolismo da tiredide

Figura 31 — Esquema do metabolismo humano de espécies de Se [119]

5.5.2.  Avaliacdo do estudo da administragdo sub-cronica das espécies de Se — Experimento 5

Estudos dos efeitos de suplementos de selénio oral e parenteral t€ém sido realizados em
residuos produtos de origem animal. Preparagdes oral e parenteral de Se tém sido bastante
utilizadas para prevenir e tratar distrofia muscular e outras sindromes de deficiéncia do Se.
Existem poucos dados publicados com relagdo a administragdo parenteral de espécies de Se

[102].

5.5.2.1.Quantificagao de selénio total

A concentragdo de Se total nas amostras de soro sanguineo nos trés grupos do tratamento,
no inicio (basal) e no final da suplementacdo, sdo mostrados na Figura 32 em pg/L. Nenhuma

diferenca significativa na concentracdo inicial e final foi observada no grupo controle, G1. A
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concentragdo de Se aumentou no grupo G2, o qual recebeu Se inorganico, de 87,2 + 19 para 103
+ 16 pg/L e no terceiro grupo G3, o qual recebeu SeM como fonte de Se organico, de 64,7 + 15
para 193 + 29 ug/L. Os aumentos foram significativamente maiores em ambos os grupos (p <

0,05).

Se (ug/L
200 22 (WOL)
%k
%
150 -
100 -
50
0
controle Se IV Se-Met
‘ Obasal @apos tratamento ‘

Figura 32 — Concentrac¢io de Se no soro dos grupos de coelhos tratados com Se antes (basal)
e apos o tratamento sub-cronico. * Diferenca significativa (p < 0,05) entre o tratamento de
Se (IV) e SeM e o basal. a = Diferenca significativa (p < 0,05) entre o tratamento com Se nos

grupos e o controle

A administragdo de selénio organico e inorganico nos coelhos aumentou
significativamente a concentracdo de Se no soro sanguineo ap6s o tratamento (p < 0,05). Em
termos de valores absolutos, a concentracdo no soro foi notadamente maior no grupo que recebeu
SeM. Os valores médios da concentracdo de Se total foram 106 + 4 pg/L, 135 + 11 pg/L e 157 +
19 ng/L para os grupos controle e com suplementacdo de selénio (IV) e SeM, respectivamente.

Pode-se concluir que a administragdo parenteral com Se orgéanico, na forma de SeM,
promoveu um aumento significativo (p < 0,05) no soro sanguineo em comparagdo ao selénio
inorganico.

Estudos com animais tratados com suplementacdo oral de Se organico, na forma de
levedura, tem demonstrado que a concentragdo de Se total tanto no plasma como no sangue total

maiores do que os grupos que receberam selénio inorganico [120].
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Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com os encontrados por outros
autores, apesar das espécies de selénio e a forma de administragdo ndo serem exatamente as
mesmas. Apds a administragcdo intravenosa de selenito de sédio e a suplementacdo oral com
levedura enriquecida com selénio, a concentragao de Se total no soro foi significativamente maior
no grupo que recebeu a forma organica [27].

Os resultados da andlise da urina mostraram significativa diferenca entre o grupo tratado
com SeM e o controle, porém esta diferenca nao foi acentuada no grupo que recebeu Se na forma

inorganica, como pode ser observado na Tabela 26.

Tabela 26 — Determinacio da concetracio de Se em pg/LL na urina dos coelhos apés o

tratamento sub-cronico com Se (IV) e SeM. Determinacio realizada por HGAAS

Grupo Se SD
Controle* 102 12
Selenito de s6dio** 194 83
Selenometionina™®** 270 69

*1’123, **n:6’ ***n:5

Os resultados das andlises das amostras dos tecidos apos o tratamento sub-croncio em
coelhos sdo mostrados na Tabela 27 e sdo expressos em pg/g. A administragdo de selénio
inorganico e organico em coelhos resultou um aumento significativo da concentracdo de Se nos
tecidos (p < 0,05). As mais altas concentracdes de Se foram observadas no figado e nos rins,
seguido da tiredide, coragdo, bago, musculo, cérebro e gordura nos grupos que receberam tanto

Se inorganico como os que receberam Se organico.
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Tabela 27 — Concentracao de Se (ug/g) nos tecidos de coelhos apds tratamento sub-cronico:

Controle* Se (IV)** SeM***

Tecido Se (ug/g) SD Se (ug/g) SD Se (ug/g) SD
Rim 1,12 0,13 2,13 0,56 2,37 0,50
Figado 0,93 0,11 4,61 1,10 3,28 0,73
Coragdo 0,03 0,03 0,41 0,20 0,82 0,11
Cérebro 0,02 0,01 0,11 0,04 0,48 0,06
Musculo 0,02 0,01 0,11 0,06 0,61 0,14
Bago 0,03 0,02 0,19 0,19 0,79 0,79
Tire6ide 0,24 0,21 0,47 0,07 0,54 0,11
Gordura 0,05 0,04 0,12 0,02 0,15 0,03

*n:3’ **n:6’ ***1’125

Em relacdo ao figado, a concentracao de Se foi maior no grupo que recebeu Se inorganico
(4,6 ng/g), seguido do grupo tratado com Se organico (3,3 pg/g), sendo a diferenca significativa
entre os grupos controle e tratados com Se.

Figado e rim sao utilizados freqiientemente para avaliagdo do status de Se em varios
estudos com espécies animais as quais receberam dietas com diferentes doses de Se [27-28].
Estudos comparativos em animais tratados com diseleneto de difenila mostram que a deposigao,
apos o tratamento cronico, ¢ maior no figado e no rim de ratos [121].

A concentragdo de Se no rim aumentou significativamente tanto para o grupo que recebeu
selénio inorganico (G2) como para o grupo que recebeu selenometionina (G3) em relagdo ao
controle (G1), porém sem diferenca entre os grupos (G2 e G3). As doses chegaram a 2,13 ¢ 2,37
ng/g para os grupos G2 e G3 respectivamente.

Os niveis de Se no coragdo ¢ no cérebro dos animais tratados com Se também foram
diferentes do controle. Além disso, sdo significativamente diferentes entre si, uma vez que o
grupo o qual recebeu SeM produziu uma disponibilidade maior de Se nestes tecidos em relagdo
ao grupo G2 (p <0,05).

O mausculo apresentou diferencga significativa apenas nos animais suplementados com Se

organico, sendo encontrados valores médios de 0,61 pg/g. A diferenga foi significativa também



111

entre os grupos que receberam Se. O Se inorgdnico ndo produziu diferenca em relacdo ao
controle.

O tratamento com Se produziu aumento da concentragdo de Se na glandula tiredide de
0,24 para 0,46 ¢ 0,54 ng/g para os grupos Gl, G2 e G3, respectivamente. Porém nao foi
observada diferenga significativa entre o grupo de Se (IV) e SeM. A investigagdo de Se nestes
tecidos foi realizada uma vez que ha relatos da relagdo de Se e os niveis dos hormoénios
produzidos pela glandula tiredide.

O presente estudo demonstrou que a administragdo parenteral tanto de selénio inorganico
como de selénio orgénico, na forma de SeM, em coelhos, tem similaridade com os resultados da
administracdo oral das diferentes formas de Se, em aves. A suplementacdo com Se orgéanico no
estudo parenteral sub-cronico provocou um aumento do status de Se, ndo somente no musculo
como também nos demais tecidos. Os niveis de Se no cérebro, coracdo e musculo de animais que
receberam SeM foram maiores daqueles que receberam selenito de sdodio.

O selénio na forma de selenometionina pode ser incorporado diretamente no lugar da
metionina. A maior parte do Se nos tecidos estd presente como selenocisteina e selenometionina.
A SeM ndo pode ser sintetizada no organismo de animais ndo-ruminantes e deve ser fornecida
pela dieta. Esta espécie pode substituir a metionina em uma variedade de proteinas ¢ considerada
como uma forma de estoque de Se; quando o suporte de Se ¢ interrompido este suporte ¢ liberado
e repde o Se no organismo [6, 7].

Estudos recentes t€ém proposto que selenoaminodcidos sdo transformados diretamente em
metilselenol através da clivagem da ligacdo C-Se da SeM e da metilselenocisteina, sendo entdao
transformados no seleneto (H,Se) que serd utilizado biologicamente na sintese de selenoenzimas

ou excretado como metabdlitos metilados como seleno-agucar e trimetil seleneto [122].

5.5.2.2.Avaliagdo dos parametros bioquimicos

Nao foram observadas diferengas significativas na atividade desta enzima apds o
tratamento com Se inorgadnico e Se na forma organica em relagdo ao controle, como pode ser

observado na Tabela 28.
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Tabela 28 — Efeito do tratamento com Se (IV) e SeM sobre a atividade da enzima 6-ALA-D

em nmol PGB/g proteina

Figado Rim Bago Cérebro
Controle 10,6 £ 0,5 6,7+1,1 29+0,3 1,8+0,2
Se (IV) 9,6+19 7,2+0,9 2,5+0,5 1,9+0,3
Selenometionina 13,4+4.3 72+1,5 29+0,9 1,1 +£0,1

A d-aminolevulinato dehidratase (3-ALA-D) ¢ uma metaloenzima a qual requer ions
zinco para sua atividade. 5-ALA-D catalisa a condensagdo assimétrica de duas moléculas de
acido d-aminolevulinico (8-ALA) ao porfobilinogénio na etapa inicial da biosintese do heme. d-
ALA-D ¢ uma enzima contendo um grupo sulfidrilico e numerosos metais como mercurio,
chumbo e outros compostos oxidantes de grupos tidis podem modificar sua atividade [123, 124,
125]. Além disso, a 6-ALA-D ¢ inibida por substancias que competem com zinco e/ou oxidam os
grupos tidis bem como em situagdes de estresse oxidativo.

Os resultados da peroxidagdo lipidica podem ser visualizados na Tabela 29. Nao

foram encontradas diferengas significativas pela administracdo de Se, tanto como Se (IV) como

selenometionina apds o tratamento.

Tabela 29 — Efeito do tratamento com Se (IV) e SeM sobre os niveis de peroxidacio lipidica

(TBARS) nmol/mg proteina, em coelhos

Figado Rim Bago Cérebro
Controle 136 £95 98 + 31 192 £27 32+5
Se (IV) 160 + 89 115+ 44 175 + 24 47+ 22
Selenometionina 200 &+ 71 102 £28 214 +£59 41 +£10

A atividade Na“, K'-ATPase (Tabela 30) foi investigada como pardmetro de estresse

oxidativo no cérebro. O tratamento com Se, tanto na forma inorganica como organica, nao



113

produziu efeitos toxicos na atividade desta enzima, como pode ser observado pelos resultados

encontrados.

Tabela 30 — Efeito do tratamento com selénio sobre a atividade da enzima Na+, K+-ATPase

cerebral
Controle 585 +232
Se (IV) 597 £ 197
Selenometionina 413 £ 163

A Na', K'-ATPase ¢ uma enzima que contém grupos tidis, a qual pode ser sensivel a
agentes oxidantes. Ela estd presente na membrana celular e € responsavel pelo transporte ativo de
ions sodio e potdssio no sistema nervoso [126]. Este processo regula as concentragdes celulares
de Na'/K' e conseqiientemente seu gradiente através da membrana plasmatica, o qual sdo
necessarios para funcgdes vitais tais como co-transporte, regulacio do volume celular e
excitabilidade da membrana. A inativacdo desta enzima leva a despolarizacdo parcial da
membrana permitindo a entrada de excessiva quantidade de fons Ca®" nos neurdnios resultando
eventos toxicos como excitotoxicidade.

A determinacgdo de 4cido ascorbico, como parametro da atividade anti-oxidante, também
foi avaliada no figado, rim, cérebro e baco foi realizada nos grupos controle e tratados com Se.
Embora os valores tenham sido maiores no grupo que recebeu selénio organico, como SeM, a
diferenca entre o grupo controle e o grupo que recebeu selénio inorganico ndo € significativa. Os

resultados estdo demonstrados na Tabela 31.

Tabela 31 — Efeito do tratamento com Se inorginico e organico sobre os niveis de acido

ascorbico (ng/g) em coelhos

Figado Rim Baco Cérebro
Controle 159 + 35 65+ 10 380+ 46 203+ 27
Se (IV) 155 +39 72+ 16 348 £ 61 213 +36

Selenometionina 214 + 144 74+ 16 358+ 52 242 +£ Q2
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O peso dos tecidos (Tabela 32) foi também avaliado para verificar a existéncia de
alteracdo com o tratamento recebido. O figado de alguns animais tratados com Se inorganico teve

seu peso aumentado, porém nao foi significativo.

Tabela 32 — Peso (g) dos tecidos dos coelhos apods o tratamento com Se

Figado Rim Bago Cérebro
Controle 82+2 18+3 0,94 £ 0,02 8,3+0,46
Se (IV) 94+ 12 182 0,94 +0,18 8,7+0,74
Selenometionina 94 +13 18+ 3 1,10+ 0,47 8,8+ 0,66

Os niveis de AST e ALT foram investigados para verificagdo de danos hepaticos
proveniente da toxicidade do tratamento com Se. Nenhuma diferenca foi observada em relacao ao
controle. Os possiveis danos renais que poderiam ser causados com o tratamento foram avaliados
pela dosagem de uréia e creatinina. Nenhuma toxicidade foi também observada para os grupos

tratados com Se. Os resultados estao expressos na Tabela 33.

Tabela 33 — Efeito do tratamento com Se (IV) e SeM sobre parametros toxicologicos

AST (IU/L) ALT (IU/L)  Uréia (mg/dL)  Creatinina (mg/dL)

Controle 87 +47 51+11 46+ 5,1 1,1 +£0,12
Se (IV) 117 £49 57+20 43 +4,6 1,0+0,15
Selenometionina 110 £ 54 49 + 12 50+6,1 1,1£0,11

Os exames das fungdes hepaticas determinam o nivel das enzimas hepaticas chamadas de
transaminases que processam os aminoacidos no figado; quando o figado esta lesionado estas
enzimas aparecem em alto nivel no sangue. A enzima TGO (transaminase glutdmica oxalacética),
também chamada de aspartato aminotransferase (AST) e a TGP (transaminase glutamica
piravica) ou ALT (alanina amino transferase) sdo indicadoras de comprometimento hepatocelular

agudo, tendo niveis elevados indicam algum dano hepatico.
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Para a avaliagdo da funcdo renal destacam-se as dosagens de uréia e de creatinina. A uréia
¢ sintetizada no figado e seu ciclo incorpora duas moléculas de amdnia cuja principal fonte
provém do catabolismo protéico. A dosagem deve ser realizada sempre que houver suspeita de
redu¢do do funcionamento renal. A creatinina ¢ uma substancia nitrogenada ndo proteica.
Tecidos musculares contém fosfocreatina que softre ciclizagdo espontanea formando creatinina. A
creatinina ¢ excretada pela filtracdo glomerular e, qualquer anormalidade que diminua a
velocidade do fluxo urinario ira resultar na elevacao da concentracao sérica. Nao foi demonstrada
nenhuma alteracao significativa apds o tratamento com selénio nos niveis de uréia e creatinina.

Outros ensaios foram também realizados para avaliacdo de alteragdes toxicologicas, tais
como as dosagens de colesterol, triglicerideos, LDH, bem como os niveis hormonais T3 e T4
livre. Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 34 e 35, respectivamente. Estes parametros

também nao foram alterados pela administracao de selénio nas formas inorganica e organica.

Tabela 34 — Dosagens de colesterol, triglicerideos e LDH em mg/dL apos o tratamento com
Se (IV) e SeM

Colesterol Triglicerideos LDH
Controle 16 +3,5 86 +9,0 307 £ 131
Se (IV) 14+48 83 £37 344 £ 135
Selenometionina 16 £ 6,5 82 + 41 246 + 124

Tabela 35 - Avaliacio dos niveis de T3 e T4 livre em ng/dL com o tratamento com selénio

T3 T4 Livre
Controle 6,9 +£0,52 0,60 +0,11
Se (IV) 7,3+0,92 0,58 £ 0,09
Selenometionina 7,2+1,79 0,52+ 0,07

A dose administrada ndo causou danos toxicoldgicos significativos nos aminais pelo
tratamento com selénio nem na forma inorganica nem forma orgéanica. A toxicidade do selénio

tem sido observada em animais onde a ingestdo diaria excede 0,44 mg/kg [7].
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6. CONCLUSOES

A primeira parte deste trabalho consistiu da avaliagdo de um procedimento para
determinagdo de selénio total em amostras biologicas. As amostras investigadas foram carne, pele
e gordura de frango e a amostra de levedura, que faz parte da dieta dos animais.

Considerando o procedimento de digestdo da amostra, a avaliacdo do teor de selénio,
investigado primeiramente na carne de frango e levedura, melhores resultados foram obtidos
utilizando a técnica de HG AAS. As interferéncias causadas pela matriz ou ainda pelos reagentes
de decomposi¢do ndo puderam ser eliminadas, nem pelo uso do modificador, para que a
determinagdo de Se fosse realizada por GF AAS nestas amostras.

A separagao da gordura do tecido e da pele permitiu o uso de menor quantidade de
reagentes para decomposicdo da amostra. Uma vez que o selénio foi determinado no extrato
organico, o procedimento de extracdo da gordura pode ser incluido no procedimento total, e a
determinagdo de Se neste extrato ser realizada com GF AAS sem interferéncias, utilizando o
modificador NiNO:s.

O estudo realizado para avaliar a influéncia da forma de selénio na sua distribuicdo em
animais foi realizado em animais experimentais, aves e coelhos. As aves receberam
suplementagdo oral através da dieta, devido a forma como sdo tratadas na industria, e os coelhos
foram tratados através da administracdo endovenosa, uma via alternativa ao tratamento oral.

O tratamento oral de aves com diferentes espécies de selénio, o selénio inorganico, na
forma de selenito de sédio, e o suporte orginico deste elemento, na forma de levedura
enriquecida, possibilitou verificar que o status de selénio no musculo foi maior nas aves tratadas
na forma organica. Este estudo também possibilitou verificar que a concentragdo de selénio na
gordura extraida para o grupo de aves tratadas com levedura enriquecida com selénio foi
significativamente maior que o grupo que recebeu apenas selenito de sodio.

A caracterizagdo da amostra de levedura possibilitou verificar que 92% do selénio
presente estavam sob as formas organicas, sendo a selenometionina a espécie predominante. Esta
caracterizagdo tornou-se possivel fazendo primeiramente a separa¢do das proteinas da amostra
com extragdo em fase solida, utilizando colunas de polietileno em po6, e subseqiiente
procedimento de extragdo com dgua. Verificou-se que apenas a espécie organica,

selenometionina, foi determinada na fracdo ndo ligada as proteinas. Apds o ensaio da hidrolise
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acida das proteinas foram determinadas tanto a espécie de selenometionina como selenocistina
nesta amostra.

A investigacao do selénio inorganico, Se (IV), e organico, selenometionina, em outra via
de administracdo que nao oral foi realizado através da administragao intravenosa utilizando neste
caso coelhos como modelo animal. O estudo dividido em duas etapas, sendo a primeira a
administragdo aguda, com o objetivo de avaliar a conversdo do selénio inorganico em organico
ap6s a administracdo de selenito de sddio. Os resultados mostraram que nao foi possivel esta
avaliacdo, uma vez que apoOs a administracdo de selénio inorganico nao houve aumento da
concentragcdo de selenometionina e selenocistina no soro dos animais, nos tempos avaliados no
estudo.

Quanto a biodisponibilidade apos a administracdo da selenometionina, a primeira parte do
experimento também demonstrou que o selénio organico foi mais prontamente absorvido, uma
vez que a concentragdo de selénio no grupo inorganico, no mesmo periodo, se manteve maior nos
tempos avaliados. Isto se deve ao fato da espécie selenometionina poder ser incorporada de
maneira ndo especifica nas proteinas no lugar da metionina. A Unica alteragdo observada foi a
diminui¢do da concentracdo de selenometionina apos a administracdo da propria
selenometionina.

O tratamento sub-cronico de selénio, que foi a segunda parte do estudo da avaliagdo
parenteral das duas diferentes formas de selénio em coelhos, mostrou que a administracdo de Se
(IV) produziu apenas um aumento significativo da concentracdo de selénio no figado, em relacao
ao grupo tratado com selenometionina dos tecidos investigados. Este resultado estd de acordo
com a literatura, demonstrando que o figado pode ser o 6rgao alvo do acimulo deste elemento. A
analise dos demais tecidos, tais como cérebro, musculo, coracdo e baco, demonstrou que a
administracao da forma organica de selénio produziu um acumulo maior deste elemento.

E relevante salientar que o tratamento com selenometionina aumentou significativamente
a concentracdo de Se no soro apds o tratamento sub-cronico em comparagdo ao selénio
inorganico. Este resultado foi o inverso da administragdo aguda, onde o selénio organico ¢
incorporado mais rapidamente ao organismo. Isto parece estar associado ao fato do selénio no
plasma sanguineo estar na forma de selenoproteinas, podendo entdo a selenometionina ter sido

mais prontamente incorporada as proteinas.
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O estudo sub-cronico além de avaliar a distribuicdo nos tecidos, foi realizado para
comparar a toxicidade das espécies de selénio inorganico e organcio apos o tratamento parenteral.
Uma vez que o selénio ¢ administrado parenteralmente como elemento tragco em pacientes através
da forma inorganica selenito de sodio, a proposta do presente estudo foi verificar se outra espécie
de selénio, como a selenometionina, ndo teria toxicidade menor. Os resultados ndo mostraram
efeitos toxicos em nenhum dos tratamentos pela via endovenosa comparados ao controle, embora
a dosagem aplicada aos animais estivesse na ordem de dez vezes ao comumente administrado
parenteralmente aos pacientes.

Os resultados obtidos com o tratamento oral das aves se mostram similares ao tratamento
parenteral, onde a forma organica produz uma disponibilidade maior de selénio em relagao ao
teor encontrado no musculo.

Sabe-se que mais de 50% do Se da dieta ¢ absorvido no trato gastrintestinal, porém
aparentemente a absor¢ao ndo ¢ regular. Deste modo a administragdo parenteral podera ser uma
alternativa eficaz, bem como o uso de uma espécie organica mais prontamente disponivel. Para
avaliar o suporte de selénio organico para suprir as necessidades nutricionais estudos posteriores

deverdo ser desenvolvidos.
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