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RESUMO

Atividade antiproliferativa “in vitro” em diferentes estadios de maturacao do brécolis
(Brassica oleracea L. var. italica) biofortificados ou ndo com selénio

O cancer é a segunda causa de morte da populacdo mundial e constitui-se em sério
problema de salde publica no mundo. Seu tratamento acarreta além de elevados gastos,
diversos efeitos colaterais aos pacientes. Dessa forma, alternativas que possam minimizar
esses fatos sdo extremamente vidveis. Diversos estudos j& comprovaram o efeito sinérgico dos
isotiocianatos e do selénio e a sua contribuicio como agentes protetores contra danos
oxidativos e aumentam a expressdo de enzimas responsaveis pela desintoxicacdo de
compostos cancerigenos. Com base nisso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia da
suplementacdo com selénio, durante o processo de maturacdo do brocolis, em parametros das
atividades antioxidantes e antiproliferativo. No presente estudo foi constatado que a
biofortificacdo do brocolis com selénio é possivel uma vez que, as amostras tratadas foram
capazes de absorver este mineral. Além disso, a biofortificacdo acarretou o aumento tanto da
atividade antioxidante como dos compostos fendlicos em todas as amostras testadas. A
avaliacdo do potencial antiproliferativo do brocolis demonstrou que os extratos brutos
diclorometéanicos apresentaram tal potencial. Os extratos brutos diclorometéanicos das mudas
de brécolis biofortificadas com selénio se destacaram perante os demais extratos quanto a
atividade antiproliferativa. Concluindo, a biofortificagdo com selénio constitui-se uma técnica
viavel para o aumento do potencial antioxidante do brocolis e os estudos iniciais sobre a
atividade antiproliferativa demonstram que as mudas de brécolis biofortificadas com selénio
sd0 as amostras mais promissoras para realizacdo de estudos futuro.

Palavras-chave: Cancer; Brassicas; Selenato de sddio; Atividade antioxidante; Alimentos
funcionais
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ABSTRACT

Antiproliferative activity ""in vitro™ in different broccoli (Brassica oleracea L. var.
italica) maturation stages biofortified or not with selenium

Worldwide cancer is the second leading cause of death and constitutes a serious public health
problem. The traditional treatment beyond expensive has several side effect, thus alternatives
that can minimize these realities are extremely viable. Isothiocyanates and selenium have
synergic effect, contributes as protective agents against oxidative damage and increase the
expression of detoxification enzymes responsible for eliminate carcinogenic compounds.
Therefore, the aim of this research was to evaluate the influence of selenium supplementation
during the broccoli maturation in antioxidant and antiproliferative parameters. In the present
study it was found that broccoli biofortification with selenium is possible since plants were
able to absorb this mineral. Furthermore, an increase of both antioxidant activity and phenolic
compounds was observed in all samples supplemented. All dichloromethanic crude extracts
showed better antiproliferative activity when compared with ethanolic extracts being
seedlings supplemented with selenium the best antiproliferative agent among the extracts
tested. In conclusion, biofortification with selenium constitutes a viable technique for
increasing the antioxidant potential of broccoli. Initial studies with antiproliferative activity
showed that the broccoli seedlings biofortified with selenium are the most promising samples
for future studies.

Keywords: Cancer; Brassica; Sodium selenite; Antioxidant activity; Functional foods
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1 INTRODUCAO

E indiscutivel que atualmente a alimentagdo transcende os patamares da nutricio.
Diversos estudos cientificos ja comprovaram que a alimentacao consiste em um dos fatores
cruciais para o bem-estar e para a promoc¢do da salde, através da prevencdo de diversas
doencas. Nesta nova concepcdo de alimentacdo as pessoas buscam ndo s satisfazerem suas
necessidades nutricionais, mas também buscam melhorias na qualidade de vida.

Modificagcbes nos padrdes salde-doenca, devido ao processo global de
industrializagdo, mudangas nos habitos alimentares e estilo de vida, tiveram como
consequéncia diminuigdo das doengas infectocontagiosas e aumento exorbitante das doencas
crénico-degenerativas, tendo destaque o cancer.

Ganhando dimensdes cada vez maiores, 0 cancer tornou-se um evidente problema de
salde publica mundial. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) no ano de 2030
teremos a incidéncia de cerca de 27 milhdes de novos casos de cancer, 17 milhdes de mortes e
75 milhGes de pessoas vivas, anualmente, com esta doenca.

A elevada incidéncia do cancer envolve ndo somente problemas econdmicos devido
aos elevados gastos com salde publica, mas também promovem significativa redugdo da
qualidade de vida do paciente além de danos as familias. Diante deste triste cenario, tornam-
se cada vez mais importantes e vantajosas medidas que previnam a incidéncia desta doenca.
Como exemplo de medidas extremamente promissoras e vantajosas pode-se destacar 0s
alimentos funcionais, 0s quais possuem em sua composi¢do compostos bioativos responsaveis
por modulagdes fisioldgicas que irdo resultar em beneficios ao nosso organismo.

Neste sentido, a pesquisa realizada teve como principal objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com selénio, durante o cultivo do brocolis, nas atividades antioxidantes e

antiproliferativa observadas em trés diferentes estadios de maturacdo do brocolis.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Brdcolis: um representante das brassicas

Evidéncias cientificas relacionando dieta e doencas cronicas tém se tornado a cada ano
mais fortes. Com base nessas evidéncias, surgem no mundo inteiro orientacGes dietéticas com
0 objetivo de prevenir as doengas cronicas, como cancer, doencas cardiovasculares e diabetes.
Dentre as orientacOes dietéticas a principal recomendacdo é o aumento no consumo de frutas
e verduras, sendo essas fontes significativas de fitoquimicos biologicamente ativos.

Dentre as variedades de vegetais temos as brassicas, pertencentes a familia
Brassicaceae, conhecidos anteriormente como Cruciferae devido a disposi¢do cruciforme de
suas petalas. Nos ultimos anos as brassicas e, mais especificadamente o brocolis, tem se
destacado com relacdo ao seu poder na prevencdo de diversos tipos de canceres (ARES et al.,
2014).

O brécolis (Brassica oleracea L. var. italica) é origindrio do Mediterraneo oriental e
foi introduzido nos tempos medievais na Europa. Consumido e valorizado pela populagéo do
mundo todo, o brocolis possui em sua composi¢cdo uma ampla diversidade de compostos
bioativos, como por exemplo, carotenoides, clorofilas, fenolicos e vitaminas. Entre estes 0s
mais importantes no brocolis sdo os glicosinolatos, os quais sdo responsaveis pelos resultados
satisfatorios na promocdo da saide (ARES; NOZAL; BERNAL, 2013; LATTE; APPEL;
LAMPEN, 2011; RAZIS; NOOR, 2013).

Jaiswal e colaboradores (2012) ao estudarem diferentes tipos de brassicas observaram
que o brécolis apresentou maior atividade antioxidante e compostos fenélicos. Foi relatado
que no brocolis os compostos fendlicos sdo responsaveis por 80-95% da sua capacidade
antioxidante total, demonstrando assim a significativa influéncia destes compostos
(KURILICH et al., 2002). Estes resultados reforgam ainda mais a importancia do brécolis na
alimentacdo humana como uma fonte rica em compostos que podem combater os agentes
oxidantes e, consequentemente, prevenir doengas como o cancer.

A atividade antioxidante dos compostos presentes nos alimentos esta relacionada com
a sua estrutura quimica, a qual é a responsavel por suas propriedades redox, e que

desempenham um papel fundamental na adsor¢do e neutralizagdo das espécies reativas de
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oxigénio (ROS), eliminando o oxigénio singlete e triplete, ou decompondo os peroxidos
(CARTEA et al., 2011).

Os principais compostos fenodlicos encontrados nas brassicas sdo 0s acidos
hidroxicinamicos, sendo que os &cidos sinadpico, ferulico e p-cumarico, encontram-se
frequentemente conjugados com agUcares ou outros acidos hidroxicindmicos (CARTEA, et al.
2011).

Quanto aos glicosinolatos presentes no brocolis, estudos que investigaram o perfil
destes compostos detectaram cerca de 16 glicosinolatos diferentes, sendo que dentre eles a
glicorafanina (1), glicoiberina (2), glicobrassicina (3) e neoglicobrassicina (4) sdo os que
apresentam maior destaque, conforme a Figura 1 (GUO; YUAN; WANG, 2011; LATTE;
APPEL; LAMPEN, 2011; MEYER; ADAM, 2008).

o) (o}
\ 4
S —S
/ _\1 S—glucose \—\_ S—glucose
/ /
c C
A\ ’ W\ .
NOSO, NOSO,
Glicorafanina (1) Glicoiberina (2)
S—glucose /S—glucoso
CH,—C CH;- =C
\ N
I NOSO, | NOSO,
N N
| I
H OCH,
Glicobrassicina (3) Neoglicobrassicina (4)

Figura 1 - Estrutura dos principais glicosinolatos presentes no Brdcolis

Fonte: Latté; Appel; Lampen, 2011.

Apesar das inflorescéncias dos brocolis serem mundialmente consumidas e
reconhecidas pelas suas propriedades anticarcinogénicas, uma nova vertente no mercado
mundial vem ganhando destaque: o consumo dos brotos.

Dentre os brotos, os de brocolis tém se destacado como relevante alternativa na

prevencdo do cancer. Comprovadamente, estes brotos possuem quantidades substancialmente
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elevadas de antioxidantes, vitamina C e compostos fendlicos do que as inflorescéncias
(YUAN et al., 2010).

Segundo Pérez-Balibrea; Moreno e Garcia-Viguera (2011) os brotos de brécolis
constituem uma excelente fonte de compostos fendlicos, o que pode explicar a sua
consideravel atividade antioxidante (PAJAK et al., 2014). Dentre os principais compostos
fendlicos formados nos brotos de brdcolis podemos citar os derivados do 4&cido
hidroxicinamico, como por exemplo, o &cido ferulico e sinapico (KAULMANN et al., 2014).
Além disso, nos brotos de brocolis também podem ser encontradas quantidades significativas
de &cido benzoico e seus derivados, incluindo os &cidos salicilico e galico (PAJAK et al.,
2014).

Durante o periodo de germinacdo, os brotos de brécolis sofrem significativas
alteracdes no metabolismo tanto bioquimico como fisiolégico produzindo co-fatores, 0s quais
sd0 responsaveis pelo aumento a atividade da enzima mirosinase (PEREZ-BALIBREA;
MORENO; GARCIA-VIGUERA, 2011). Dessa forma, os brotos de brécolis tornam-se mais
promissores na producéo de isotiocianatos do que os brécolis adultos (GUO et al., 2013).

Quanto aos glicosinolatos, os brotos de brocolis constituem uma importante fonte
destes compostos, j& tendo sido comprovado que possuem cerca de 15 vezes mais
glicorafanina (glicosinolato precursor do sulforafano) do que os brécolis maduros (AIRES;
ROSA; CARVALHO, 2006). Avila et al. (2013) detectaram por meio de anélise em
Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC) que os brotos de brocolis possuem um
total de 9 glicosinolatos, sendo 5 deles glicosinolatos alifaticos (glicoiberina, glicorafanina,
glicoalissina, glicoibervirina e glicoerucina) e 4 inddis (4-hidroxiglicobrassisina,
glicobrassicina, 4-metoxiglicobrassicina, neoglicobrassicina). Vale ainda ressaltar que,
segundo os autores os glicosinolatos glicorafanina e glicoerucina foram os mais abundantes,
representando 72% e 13% do total dos glicosinolatos.

Sem duvidas, estes dados sdo muito relevantes, uma vez que o glicosinolato
glicorafanina é precursor direto do isotiocianato sulforafano, aumentando assim o potencial
desse material vegetal em prevenir o cancer. Além disso, estudos também tém comprovado
que o glicosinolato glicoerucina desempenha um papel importante para a saide, podendo
também apresentar atividades quimiopreventivas (ABBAOUI et al., 2012; BARILLARI et al.,
2005).

Com relagdo as mudas de brocolis, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
avaliando o perfil de glicosinolatos nesse estadio de matura¢do. Assim como também ndo ha

relatos de testes de atividade antioxidante e potencial antiproliferativo. Dessa forma, este
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trabalho torna-se inédito com relacéo a utilizacdo desse estadio de maturacdo como alternativa
para impedir a proliferacdo de células malignas e a determina¢do do seu potencial

antioxidante.

2.1.2 Glicosinolatos e os seus produtos de degradacgédo

Os glicosinolatos constituem o0s metabdlitos secundérios ricos em enxofre
(MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2013) derivados de aclicares ou aminoécidos, sendo 0s
seus produtos de hidrélise os responsaveis pelos efeitos benéficos a saude, além dos sabores e
odores caracteristicas das brassicas (RAZIS; NOOR, 2013).

Quimicamente, os glicosinolatos possuem em comum a presenga de um grupo B-D-
glicopiranose com cadeia lateral variavel derivada de metionina, triptofano ou fenilalanina
(FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001; MITHEN et al., 2000; WILLIAMS et al., 2009).

Além disso, os glicosinolatos, em sua maioria, também contém grupos hidroxila ou
carbonila, ou ligacbes de enxofre em vérios estados de oxidagdo. Outro pequeno grupo de
benzil glicosinolatos, possui em sua ligacdo glicosidica um anel aroméatico com uma molécula
de aclcar ramnose ou arabinose adicional, apesar do papel desses aclcares ainda ndo estar
elucidado (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001).

Nos vegetais, os glicosinolatos estdo em quantidades mais elevadas em relacdo aos
isotiocianatos. Esta conversdo ocorre por processos de ferimento, mastigacdo dos vegetais ou
danos nos tecidos provocados por contusdes ou congelamento-descongelamento durante o
cultivo, colheita, manuseio ou transporte e processamento mecanico dos alimentos
(VERMEULEN et al., 2009).

Além de todos esses processos, para que ocorra a conversdao dos glicosinolatos em
isotiocianatos também é necessario 0 contato com a enzima mirosinase (B-tioglucosidase)
(MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2013) que, na presenca de &gua, provoca a hidrolise
imediata destes compostos, gerando entdo os produtos de hidrdlise: uma porcéo aglicona,
glicose e sulfato. A porcdo aglicona, no entanto, é instavel e se reorganiza para formar os
isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos, oxazolidinetionas e epitionitrilas dependendo da estrutura
dos glicosinolatos e das condigdes da reagdo (KOROLEVA et al., 2010; VIG et al., 2009).
Nas plantas, a mirosinase esta armazenada em compartimentos celulares diferentes dos
glicosinolatos para evitar qualquer dano a prépria planta (RATZKA et al., 2002).

Micro-organismos presentes na flora intestinal humana, mesmo em pequenas
quantidades, também podem contribuir no processo de conversdo dos glicosinolatos em
isotiocianatos (BROWN; HAMPTON, 2011). Dessa forma, interferéncias na microbiota,
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como por exemplo, o tratamento com antibiético pode prejudicar a conversdao (SHAPIRO et
al, 1998).

2.1.3 Isotiocianatos como potentes agentes anticancerigenos

Evidéncias cientificas ja comprovaram que o0s isotiocianatos, presentes nas bréssicas,
apresentam importantes propriedades quimioprotetoras (TSE; ESLICK, 2014). As primeiras
investigacOes foram realizadas entre 1960 e 1970 e comprovaram, em modelos de roedores,
0s primeiros beneficios destes compostos (DINKOVA-KOSTOVA; KOSTOV, 2012).

A eficacia quimiopreventiva dos isotiocianatos deve-se ao fato de que cada
isotiocianato apresenta um mecanismo de acdo diferente, com destaque para: modulagéo da
biotransformacdo de enzimas citoprotetoras, atividade anti-inflamatério via inibicdo do fator
nuclear kappa B, inibi¢do da proliferacdo através da indugdo de paralizacdo do ciclo celular e
de morte celular programada (apoptose), modulacdo da expressdao de receptores hormonais,
potencial anti-angiogénico e anti-mestéstase e inducdo da autofagia (DINKOVA-KOSTOVA;
KOSTOV, 2012; NAVARRO; LI; LAMPE, 2011).

No entanto, a capacidade de aumentar a atividade de enzimas envolvidas na
desintoxicacdo dos agentes cancerigenos € a atividade biolégica mais conhecida e estudada
dos isotiocianatos (CHAUDHARY et al., 2014). Talalay et al. (1978) foram os pioneiros na
investigacdo da influéncia destes compostos sobre a reducdo da ativacdo de fatores pro-
carcinogénicos, através da inibicdo de enzimas da fase | e inducdo da transcricdo de enzimas
citoprotetoras (fase 11).

Com relagdo as enzimas de fase | e 11, sabe-se que as enzimas de fase | (superfamilia
do citocromo P450) sdo responsaveis pelas reacGes de oxidacdo, reducdo e hidrolise,
resultando na formacdo de metabdlitos polares, catalisando a bioativacdo de carcindgenos
(LATTE, APPEL, LAMPEN, 2011). J4 as enzimas de fase Il (enzimas de conjugacdo) como
por exemplo, a glutationa-S-transferase, sdo responsaveis por inibir o estresse oxidativo
através da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, contribuindo para a conversao de
substancias cancerigenas em metabdlitos inativos, impedindo-os de interagir com o DNA
(KWAK; KENSLER, 2010).

Evidéncias tanto em estudos in vitro quanto in vivo comprovam que 0s isotiocianatos
exibem uma modulagdo na atividade dos sistemas enzimaticos através da bioativagido de
enzimas de desintoxicacdo da fase Il (RAZIS; NOOR, 2013). No entanto, ainda sdo poucas as

evidéncias comprovando a agdo destes compostos sobre as enzimas de fase | (CONAWAY;
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YANG; CHUNG, 2002). Os unicos compostos com comprovada atividade em enzimas de
fase | e 11 sdo os isotiocianatos inddis e nitrilos (NHO; JEFFERY, 2004).

Dentre todos os isotiocianatos estudados, o sulforafano possui maior destaque devido
ao seu elevado beneficio a salde e prevencdo do cancer, além de ser o principal isotiocianato
presente nos brocolis (HOUGHTON; FASSETT; COOMBES, 2013). Este isotiocianato
apresentou resultados satisfatorios, principalmente para o cancer de pulmao, colorretal, mama,
prostata e bexiga (LATTE, APPEL, LAMPEN, 2011).

Com relacdo aos seus efeitos quimiopreventivos, o sulforafano é responsavel pela
inducdo de enzimas de fase Il, aumento da apoptose, inducdo da interrupgdo do ciclo celular e
a inibicdo da proliferacdo celular (BEAVER et al., 2012; CLARKE et al., 2010). Além disso,
apresenta também um significativo potencial nutrigenébmico, uma vez que, pode ativar a
expressao de varios genes citoprotetores através de fatores de transcricdo do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nfr2) (KLAASSEN; REISMAN, 2010).

O Nfr2 é responsdvel pela regulagdo de 200 genes em humanos e animais,
relacionados em grande parte aos mecanismos de defesa celular endégenos (HAYES;
McMAHON, 2009; NITURE et al., 2010; ZHU et al., 2008). Dessa forma, o sulforafano,
pode promover uma sequéncia de eventos que culminam em aumento da expressdo de
moléculas antioxidantes enddgenas, como por exemplo, a glutationa e a tioredoxina (HART et
al., 2012; ZHANG et al., 2010).

Devido ao fato do brécolis, assim como todos 0s outros vegetais pertencentes a familia
das bréssicas, possuir uma mistura de diferentes tipos de isotiocianatos, o consumo do
alimento em si é mais vantajoso do que o consumo dos compostos isolados, fornecendo assim
maior prote¢do (NAVARRO; LI; LAMPE, 2011).

2.1.4 Selénio

A salde humana e a nutricdo mineral de plantas, na maioria das vezes, sdo vistas como
areas totalmente distintas, no entanto, quando analisadas mais a fundo, podem-se estabelecer
relacbes extremamente favoraveis entre elas. Diversos nutrientes que sdo fundamentais para o
desenvolvimento das plantas também sdo comprovadamente essenciais aos homens e animais,
desempenhando, em muitos casos, mecanismos de agdo similares (RAMOS, 2011). Como
exemplo desta relacdo pode-se destacar o selénio e o brocolis.

Os primeiros estudos com selénio abordaram o seu poder toxico, no entanto, em

meados da década de 1990 este elemento emergiu como um dos agentes quimiopreventivos
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mais promissores, sendo demonstrado seu papel essencial na saude e no desenvolvimento
humano (HATFIELD et al., 2014).

A toxicidade do selénio foi descrita pela primeira vez em 1856 por um cirurgido do
exército, o qual relatou que este elemento foi o responsavel por um distdrbio (necrose no
casco e perda excessiva de pelos na crina e na cauda) em animais que pastavam nas planicies
dos territorios de Nebraska e Dakota. Foi apenas em 1957 que o selénio deixou de ser
considerado uma toxina, quando Schwartz e Foltz comprovaram que este elemento impediu a
necrose hepatica em ratos. A partir destes estudos, tornou-se claro que o selénio s6 apresenta
potencial tdxico quando ingerido em niveis elevados, mas quando em niveis baixos, este
elemento é um micronutriente essencial na dieta (SCHWARZ; FOLTZ, 1958).

O selénio pode ser encontrado em plantas e na carne, podendo apresentar-se tanto nas
formas inorganicas (selenito, selenato e seleneto), como organicas (selenometionina,
metilselenocisteina e selenocisteina) (DORR, et al., 2013; RAYMAN, 2008; RAYMAN,
INFANTE, SARGENT, 2008). Dentre as fontes mais ricas de selénio estdo o pescado
marinho, 6rgdos viscerais dos animais e a castanha do Brasil. Os cereais, ovos, graos, legumes
e produtos lacteos também podem ser considerados fontes desse elemento (RAYMAN, 2008;
RAYMAN, INFANTE, SARGENT, 2008; YAMASHITA; YAMASHITA, 2010).

As formas quimicas em que o selénio esta disponivel em suas fontes sdo: na forma de
selenato podendo ser encontrado em pescado e repolho; como Se-metilselenocisteina em alho,
cebola e brocolis; selenometionina em fontes vegetais; e selenocisteina em alimentos de
origem animal e carnes (RAYMAN, 2008; RAYMAN, INFANTE, SARGENT, 2008;
RAYMAN, 2012).

Apb6s a ingestdo do selénio, este é absorvido principalmente no duodeno pelos
eritrocitos através de um sistema de transporte de aminoacidos e catabolizado em selénio
alimentar, o qual é incorporado na glutationa peroxidase. As selenoproteinas sdo entdo
transportadas até o figado, onde ocorrera a conversao em selenoproteinas P e posteriormente
distribuida pelo cérebro, cora¢do, musculos, rim e génadas (FAIRWEATHER-TAIT et al.,
2011; NAVARRO-ALARCON; CABRERA-VIQUE, 2008).

Paises como os Estados Unidos, Reino Unido e China tem relatado um consumo de
selénio abaixo do recomendado (BECK; LEVANDER; HANDY, 2003; JACKSON;
BROOME; McARDLE, 2003; McCANN; AMES, 2011), o que pode resultar em doencas e
perturbacdes, como a disfungdo da glandula da tiredide, lesdo cerebral irreversivel,

cardiopatias, diminui¢do da resposta imunoldgica contra infec¢fes virais, aumento do risco de
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diversos tipos de céncer, diabetes tipo 2 e reducdo da fertilidade, devido a reducdo
significativa da atividade das selenoproteinas (ANSONG; YANG; DIAMOND, 2014).

Diversos paises atentos a deficiéncia de selénio na populacdo passaram a desenvolver
estratégias para aumentar a ingestdo deste nutriente. Desde meados da década de 1980, a
Finlandia tem efetuado a aplicacdo de selénio na adubacéao de culturas e também promovido o
melhoramento genético destas. Essas intervences promoveram o aumento da concentracgao
deste mineral nas culturas biofortificadas (EUROLA et al., 1991) e, consequentemente,
aumentaram a ingestéo de selénio (BROADLEY et al., 2006).

Na populagéo brasileira, dados indicam um baixo consumo de selénio. Trabalhos que
se preocupam com esta questdo ainda sdo raros (FERREIRA et al., 2002). Dessa forma,
tornam-se validas as pesquisas que tém como foco a introducdo deste elemento nos alimentos
com o intuito de minimizar ndo s6 a deficiéncia nutricional, mas também aliar essa
fortificacdo com a saude, através da prevencdo de diversas patologias.

De maneira geral, as plantas sdo capazes de absorver e metabolizar as formas
inorganicas de selénio: selenato (Se®*) e selenito (Se**). Essa incorporagio pode ser realizada
atraves da aplicacdo no solo, de solucdo nutritiva (em sistema de cultivo hidrop6nico) ou via
foliar, através da pulverizagéo das folhas (PILON-SMITS; QUINN, 2010; SORS et al., 2005).
No entanto, os melhores resultados para absorcéo e distribuicdo sdo encontrados quando este
elemento se encontra na forma de selenato, ao invés de selenito (CARTES et al., 2005).

Um estudo recente demonstrou que nos brotos de brécolis a concentracdo total de
selénio nos brotos previamente tratados com selenato era 35% maior do que aquela observada
para brotos tratados com selenito. Também foi comprovado que brotos com 7 dias de idade
expostos a concentracdo de 100 uM de selenato e de 75 uM e 100 uM de selenito
apresentaram nitidos sintomas de toxicidade, como diminui¢do do crescimento da raiz e
cotilédonos roxos. Além disso, estes sintomas foram mais expressivos nos brotos tratados
com 100 uM de selenito, comprovando o maior potencial de toxicidade deste composto
(AVILA et al., 2013).

Com relagdo a capacidade de acumulagdo de selénio, as plantas podem ser
classificadas em ndo acumuladoras (possuem toxicidade ao selénio suportando concentraces
inferiores a 100 pg g* ou 10 pg g?), indicadoras (acumulam selénio em concentracdes
maiores do que 100pg g, mas ndo necessitam dele para o seu desenvolvimento) e
acumuladoras (acumulam selénio para o seu crescimento sendo que a capacidade de
acumulacdo varia entre 20-30 mg g*) (DHILLON; DHILLON, 2003; TERRY et al., 2000;
WHITE et al, 2004). Algumas espécies podem ainda ser classificadas como



25

hiperacumuladoras, sendo o selénio essencial para o seu desenvolvimento podendo acumular
quantidades superiores a 1000 pg g por matéria seca, e ser divididas em acumuladoras
primarias (plantas com capacidade de acumulacdo de milhares de miligramas de selénio
(>2000 mg kg!)) e acumuladoras secundarias (acumulacdo de centenas de miligramas de
selénio) (TERRY et al., 2000).

Dentre as poucas culturas agricolas que tém capacidade de acumular selénio, como ja
mencionado anteriormente, podemos destacar o brécolis classificado como acumulador
secundario deste mineral (RAMOS et al., 201l1a). Estudos recentes indicam que as
inflorescéncias e os brotos deste vegetal conseguem acumular quantidades significativas de
Se-metilselenocisteina, aumentando assim o seu potencial anticancerigeno (AVILA et al.,
2013).

Segundo Pilon-Smits e Quinn (2010), as plantas absorvem o selénio pela mesma via
de assimilacdo e mesmos transportadores do enxofre (S). Como pode ser observado na Figura
3, 0 selenato (SeO4) € absorvido pelas raizes das plantas de forma ativa pelos transportadores
de sulfato, mantendo-se nesta forma até a acdo da ATP sulfurilase (APS), transformando-o em
adenosina fosforoselenato (APSe). Posteriormente a enzima adenosina fosforoselenato
redutase (APR) converte a APSe em selenito (SeOs?), que serad transformado em Se pela
intervencdo da sulfito redutase. Por fim, o Se sera convertido em selenocisteina (SeCys) por
meio da acdo da O-acetilserina (tiol)liase (OAS). Devido a sua alta instabilidade, a SeCys é
rapidamente transformada em outros compostos como metilselenocisteina (MeSeCys) e
proteinas, sendo que todas essas etapas tem ocorréncia nos plastidios. Ja no citosol da planta,
a enzima metionina sintase transforma a SehomoCys em selenometionina (SeMet), podendo
esta ser transformada em compostos volateis de Se, proteinas ou, entrar nos plastidios e se

ligar a proteinas.
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Figura 2 - Esquema do metabolismo de selénio nas plantas. APSe = adenosina fosfatoselenato; OAS = O-
acetilserina (tiol)liase; OPH = Ofosforohomoserina; SeCys = selenocisteina; SeMet =
selenometionina; DMSeP = di-metil selenoproprionato; DMSe = di-metil seleneto; DMDSe = di-
metil di-seleneto. Os nimeros indicam enzimas conhecidas. (1) ATP sulfirulase; (2) adenosina
fosforoselenato redutase; (3) sulfito redutase; (4) O-acetilserina (tiol)liase; (5) SeCys metil
transferase; (6) SeCys liase; (7) cistationa-y-sintase; (8) cystationa-p-liase; (9) metionina sintase;
(10) metionina metil transferase; (11) DMSP liase; (12) y-glutamil-cisteina sintase.

Fonte: Adaptado de Pilon-Smits e Quinn (2010)

Para manter a salde humana, pequenas quantidades de selénio (55 ug por dia)
necessitam ser consumidas. Diferentemente dos demais semi-metais, o0 selénio € incorporado
em proteinas pelo mecanismo de co-traducdo, como parte do aminoacido selenocisteina, o 21°
aminoéacido utilizado para a sintese de proteinas humanas (ROMAN; JITARU; BARBANTE,
2014), formando cerca de 25 selenoproteinas (ANSONG; YANG; DIAMOND, 2014,
KUMAR; PRIYADARSINI, 2014). No entanto, fatores como ingestdo diaria, espécie de
selénio presente no alimento, estilo de vida (préatica de exercicio, tabagismo), polimorfismo
genético, idade e estado de saude influenciam fortemente na distribuicdo do selénio entre as
selenoproteinas (THOMSON, 2004).

Dentre as fungbes desempenhadas pelas selenoproteinas, a mais importante é a sua
capacidade antioxidante, minimizando os danos oxidativos (BRUMMER et al., 2013;
KUMAR et al.,, 2011; KUNWAR et al., 2013).

Para proteger o corpo humano contra o estresse oxidativo, as células possuem sistema
de autodefesa, subdivididos em dois tipos de sistemas antioxidantes, a saber, 0s antioxidantes
internos e 0s complementares. Os antioxidantes internos, representados pelas enzimas

glutationa peroxidase, catalase, superoxido dismutase, tioredoxina redutase, sdo sintetizados
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nas células e agem como principal sistema de defesa contra os radicais livres. J& 0s
antioxidantes complementares, como vitaminas e selénio, sdo o sistema de defesa contra 0s
radicais livres (KIELISZEK; BLAZEJAK, 2013; SZYMONIK-LESIUK, et al. 2003).

A glutationa peroxidase e a tioredoxina redutase sdo as principais defesas
antioxidantes internas para a neutralizacdo dos radicais livres com elevada reatividade. A
glutationa peroxidase é responsavel por converter a glutationa reduzida para glutationa
oxidada, reduzindo perdxidos e convertendo-os em alcoois inofensivos, mantendo dessa
forma, a integridade da membrana (KIELISZEK; BLAZEJAK, 2013; KUNWAR et al.,
2007).

Ao longo dos ultimos 20 anos, a relacdo direta entre selénio e cancer tem sido
estudada extensivamente em modelos animais e humanos, na maioria dos 6rgaos e contra
ampla variedade de céncer (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014). A maioria das
evidéncias aponta para agdo deste elemento nos sistemas enddcrino e imunoldgico, além de
reparo do DNA, propriedades antioxidantes, modulacdo da angiogénese e indugdo de morte
celular (KUMARA; PRIYADARSINI, 2014).

Porém, fatores como forma quimica, dose e tipo especifico de cancer influenciam
diretamente nos efeitos benéficos do selénio, j& sendo relatada correlacdo entre baixos niveis
plasméticos de selénio e cancer gastrointestinal, pele, pulmdo e prdstata em humanos e
animais (COMBS; CLARK; TURNBULL, 1997; CLARKE et al., 2011; REID et al., 2008).

2.15 Cancer

As doencas ndo transmissiveis sdo definidas como uma condi¢do medica ou como uma
doenca caracterizada por ndo ser infecciosa e ndo transmissivel entre as pessoas. Estas
doencas sdo responsaveis por mais de 30 milhGes de mortes em todo o mundo, sendo as
principais as doencas cardiovasculares, cancer, doencas pulmonares e diabetes (KIM; OH,
2013).

O Instituto Nacional do Céancer — INCA (2014) afirma que cancer é o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doengas, que apresentam por sua vez, caracteristicas comuns, como
por exemplo, o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgdos, podendo espalhar-se (mestastase) para outras regifes do corpo através de vasos
linfaticos e sanguineos.

O processo de formacdo do cancer recebe o nome de carcinogénese ou oncogénese.
Este complexo processo em que as células normais gradualmente adquirem um fenotipo

neoplasico pode ocorrer a longo prazo, podendo levar varios anos (INCA, 2011). Por meio de
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multiplas etapas as células neoplésicas (ou tumorais) podem adquirir caracteristicas que irdo
favorecer o desenvolvimento do tumor e posteriormente a malignidade (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A carcinogénese pode ser dividida em trés estagios: iniciacdo, promoc¢ao e progressao
(INCA, 2011). No estégio de iniciacdo (Figura 3A) as células sofrem a acdo dos denominados
agentes carcin0genos ou cancerigenos. Tais agentes irdo promover mudangas irreversiveis no
DNA e também a ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores de tumor.
Passando para o segundo estagio (promogéo), Figura 3B, as células que ja foram modificadas
irdo de forma lenta e gradual sendo transformadas em uma célula maligna, através de um
contato continuo com o agente cancerigeno promotor. O Ultimo estdgio da carcinogénese
(Figura 3C) caracteriza-se por uma multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células que
sofreram as alteracGes posteriores, além do aumento de tamanho, invasdo de tecidos
adjacentes e metéstase. Na fase de progressdo, o cancer ja se encontra instalado e evolui até o
aparecimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (KARIN; GRETEN, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 1996; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012).

Figura 3 - Estagios do processo de formagéo do tumor. A) iniciacdo; B) promogdo; C) progressao
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 1996.

Diversos estudos ja comprovaram que o0 cancer € o resultado do acimulo de diversas
mutacOes especificas, podendo ocorrer mais de 11 mil variagdes em uma Unica célula, na qual
as mais comuns sdo as substituicbes de aminoécidos e as duplicacbes de genes (MA et al.,
2010; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; WEINBERG, 2008).
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Essas alteragBes proporcionam vantagens as células tumorais e constituem os
hallmarks (caracteristicas) do cancer, ou seja, durante o desenvolvimento do tumor as células
tumorais adquirem algumas capacidades que vao contribuir para sua manutencdo. Dentre tais
capacidades podemos destacar a resisténcia a morte celular, replicacéo ilimitada, proliferacdo
auto sustentada, inducdo de angiogénese, evasdo de sinais supressores de crescimento e
ativacdo de invasao e metéastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os erros que ocorrem naturalmente durante os processos celulares de divisdo e
proliferacdo, podem ser causados por fatores ambientais e pela hereditariedade. No entanto,
estudos apontam que a minoria dos canceres tem causas relacionadas com o comportamento
reprodutivo e os efeitos resultantes do meio hormonal (WEINBERG, 2008). Os principais
causadores desta doenca envolvem 0s agentes externos ao corpo, como por exemplo, o0
tabagismo, alcoolismo, habitos sexuais, fatores ocupacionais, exposicdo prolongada ao sol,
medicamentos e habitos alimentares (INCA, 2012).

Alguns estudos tém apontado que a prevaléncia do cancer também estd associada ao
envelhecimento, sendo que o processo de tumorigénese esta relacionado com aumento da
proliferacdo, concomitantemente com diminuicdo drastica das respostas apoptoticas
(BECKER et al., 2010; MUSICCO et al., 2013).

O cancer cerebral de origem glial esta no grupo dos dez cénceres que mais causam
mortes no mundo (CHECLER; ALVES-DA-COSTA, 2014). Com base nas suas
caracteristicas histopatologicas, estes tumores podem ser classificados numa escala de | a IV
(LOUIS et al., 2007), sendo os graus 1l e IV considerados malignos, com ocorréncia de pelo
menos cinco casos a cada cem mil pessoas (CBTRUS, 2011). O subtipo mais comum dos
gliomas, de alto grau € o glioblastoma multiforme, sendo considerado o mais agressivo e com
menores chances de sobrevivéncia dos pacientes, praticamente nula (JURATLI,
SCHACKERT; KREX, 2013; LAWLER; CHIOCCA, 2013).

O glioblastoma multiforme pode afetar todas as faixas etarias, no entanto, sua
incidéncia tem relacdo direta com o aumento da idade, afetando principalmente adultos entre
75 a 84 anos. Suas caracteristicas envolvem a presenca marcante de proliferacdo celular
descontrolada, infiltracdo difusa, propensdo para recorréncia, necrose, proliferacao
microvascular, resisténcia a apoptose e alta instabilidade gendmica (CBTRUS, 2011).

O céancer de mama é um dos tipos de canceres mais comuns e constitui-se como a
causa mais frequente de morte em mulheres no mundo (GONZAGA et al., 2014). Dados
revelam que aproximadamente meio milhdo de mulheres perdem a vida todos 0s anos por

causa deste cancer (FERLAY et al., 2010), sendo que nos paises em desenvolvimento esta
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incidéncia é ainda mais acentuada, explicada pelas mudancas nas condi¢Bes de vida, padrdes
reprodutivos, aumento da idade média e uso da reposicdo hormonal. Ja nos paises
desenvolvidos, devido aos avancos na medicacdo e radioterapia, assim como na deteccdo
precoce de tumores em estagios iniciais, como resultado dos programas de rastreio, a
incidéncia desta doenca tem sido cada ano mais baixa (SCHASSBURGER et al., 2014).

Ao investigarem o cancer de mama, Varios estudos ja apontaram que em mulheres
mais jovens este cancer tem demonstrado ser mais agressivo e com taxas de mortalidade mais
elevadas em comparacdo as mulheres mais velhas (EL SAGHIR et al., 2007). Caracterizado
como uma doenca heterogénia, este cancer tem como caracteristicas a desregulagdo das
maltiplas vias celulares, diferentes morfologias e sensibilidade a varios tratamentos
(DAWOOD et al., 2010).

Representando cerca de 3% de todas as neoplasias humanas, o carcinoma de células
renais é apontado como a décima causa de morte por cancer no mundo (GUPTA et al., 2008;
LIUNGBERG et al., 2010; SCHRADER; HOFMANN, 2008). Dentre os fatores de riscos
apontados para o cancer em células renais destacam-se a obesidade, hipertensdo arterial,
tabagismo, exposicdo quimica e doenca renal em estégio final. Além disso, o fator hereditario
também pode influenciar, compreendendo cerca de 3-5% dos casos deste cancer (PASCUAL,;
BORQUE, 2008; PFAFFENROTH; LINEHAN, 2008; RINI; CAMPBELL; ESCUDIER,
2009).

O céancer em células renais, geralmente é resistente a quimioterapia convencional,
beneficiando apenas uma pequena porcentagem dos pacientes que aderem a esse tipo de
tratamento (HERRMANN et al., 2010). De forma geral, a intervencéo cirargica € o primeiro
tratamento realizado em pacientes com este tipo de cancer, porém cerca de 20-40% dos
pacientes que sao submetidos a nefrectomia desenvolvem metastases posteriormente (INMAN
etal., 2013; SCHERR et al., 2011).

Morfologicamente, os tumores renais podem ser classificados em quatro subtipos
diferentes: carcinoma de celulas claras, papilar, croméfobo e de dutos coletores, sendo que o
primeiro (carcinoma de células claras) é o subtipo mais comum, representando cerca de 75%
de todos os tumores renais (BERA et al., 2013).

Considerado como um sério problema em todo o mundo, o cancer de pulméo é mais
comumente diagnosticado em homens e o quarto mais diagnosticado em mulheres (FERLAY
et al., 2010). Devido ao seu curso assintomatico inicial, o cancer de pulméo é frequentemente
diagnosticado numa fase tardia, 0 que caracteriza o fato de possuir um indice de mortalidade
extremamente alto (CAVALHERI et al., 2014; CRANDALL et al., 2014).
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De acordo com as suas caracteristicas anatomopatoldgicas, o cancer de pulméo pode
ser classificado em dois principais tipos: células pequenas e ndo pequenas, sendo o Gltimo, 0
cancer de pulmdo mais comum, correspondendo a cerca de 85% dos casos (SHER; DY;
ADJEI, 2008).

Aproximadamente 40% dos pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas
que sdo submetidos a cirurgia de resseccdo pulmonar completa do tumor priméario tem
sobrevida aumentada (POGHOSYAN et al., 2013). No entanto, os pacientes com cancer de
pulmdo em células pequenas, sdo diagnosticados com metastase e a opcdo cirlrgica é
raramente uma opgéo de tratamento (SUZUKI et al., 2011).

Dentre todos os canceres, o colorretal constitui-se como a principal causa de morte
relacionada ao cancer no mundo ocidental. Seu diagndstico é geralmente feito tardiamente,
sendo detectado apenas quando se encontra em estdgio avancado e quando 0s sintomas
passam a ser aparentes. Varios fatores de risco estdo envolvidos no cancer colorretal,
incluindo estilo de vida, dieta, idade e histérico pessoal e familiar (MISHRA et al., 2013).

Este cancer pode ser classificado em quatro estagios distintos, juntamente com um
quinto estagio chamado de “recorrente”. A fase 0 ¢ caracterizada como uma fase precoce do
cancer de colon, na qual os p6lipos sdo formados no revestimento da mucosa do colon. Na
fase 1, os pdlipos se desenvolvem num tumor e invadem o revestimento interno da mucosa. A
cirurgia é a principal op¢do de tratamento do céncer nesta fase, com uma taxa de
sobrevivéncia de 95%. A fase Il é caracterizada pelo espalhamento do cancer além do colon,
mas ainda ndo atinge os ganglios linfaticos. A cirurgia de ressec¢do é a Unica opgdo para
eliminacdo do céncer, com taxa de sobrevivéncia de 85%. Na fase Ill, o cancer ja é
caracterizado por seu espalhamento em toda a parede do célon e também para o0s ganglios
linfaticos circundantes e a taxa de sobrevida é de 30-60%. Como forma de tratamento pode-se
empregar a cirurgia e a quimioterapia. Por fim, temos a fase 1V, na qual o cancer atingiu
outros 6rgdos como figado, ovarios, testiculos e intestinos. A taxa de sobrevivéncia nessa fase
é de apenas 3% (HEIDELBAUGH; TORTORELLO, 2012).

Outro tipo de cancer muito comum, € o de pele ndo melanoma, um tumor maligno
representando aproximadamente 95% dos casos das neoplasias cutaneas. Apesar de apresentar
baixa taxa de mortalidade, a incidéncia deste tipo de cancer tem aumentado
significativamente, afetando diretamente a qualidade de vida do paciente e também
promovendo um impacto financeiro sobre o sistema de saiude (LOMAS; LEONARDI-BEE;
BATH-HEXTALL, 2012; ROGERS et al., 2010).
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A incidéncia de cancer de pele ndo melanoma tem aumentado a cada ano e os dois
principais tipos desse tumor sdo: o carcinoma basocelular e carcinoma de células escamosas
(PAYETTE; WHALEN; GRANT-KELS, 2010). O carcinoma basocelular ¢ uma neoplasia
maligna de queratindcito localizadas na camada basal da epiderme. Uma significativa
exposicdo ao sol pode ser um fator determinante para a ocorréncia deste tipo de cancer, uma
vez que diversos estudos ja demonstraram relacdo direta entre a sua incidéncia e a exposi¢do
aos raios UV (YOUSSEF et al., 2010).

Clinicamente, o carcinoma basocelular é subdividido em quatro tipos principais:
superficial, nodular-ulcerativo, pigmentado e morféico. O subtipo nodular-ulcerativo é o mais
comum, representando cerca de 50% a 85% de todos os casos (CHINEM; MIOT, 2011).

2.1.6 Magnitude do cancer

O céncer foi considerado no passado como uma patologia tipica de paises de alta
renda. No entanto, nas Ultimas quatro décadas, os paises em desenvolvimento tém registrado
elevados nimeros de casos desta doenca, ganhando dessa forma, dimensdes cada vez maiores,
sendo hoje considerado como um problema sério de saude pablica mundial (FERLAY et al.,
2010).

E evidente que nos Gltimos anos o Brasil passou por um processo de mudanca no seu
perfil epidemiologico e o cancer é uma das doencas que esta envolvida nessa transicdo. Os
fatores relacionados a esse processo estdo ligados principalmente com a intensa exposicao aos
agentes cancerigenos, fatores de riscos préprios do mundo contemporaneo. Além disso, o
prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional, acarretados por uma
melhoria das condi¢Ges sociais e econdmicas, evolucdo da medicina e diminuicdo do namero
médio de filhos, também sdo fatores que contribuiram para o perfil atual de saude dos
brasileiros (INCA, 2012; INCA, 2014).

Dados anteriores relevam que em 1995 os EUA gastaram cerca de 96 bilhdes de
dolares/ano com tratamento, pesquisas, cirurgias, internacfes dentre outros fatores
relacionados ao cancer (SCHUETTE et al., 1995). Passados 18 anos, as estimativas eram
ainda muito alarmantes. Segundo dados publicados em 2012, os EUA gastam em media 16%
(mais 2 trilhdes de ddlares) de seu produto interno bruto em salde, sendo que estudos alertam
que este porcentual tende a aumentar até 2017 para 20%. O cancer representa uma parcela de
5% destes dois trilhdes de ddlares (100 bilhdes) (KEEHAN et al., 2008; MEROPOL et al.,
2009).
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Segundo o Instituto Nacional de Satde dos EUA, o 6nus econdmico com relagdo aos
custos indiretos associados a perda de produtividade e morte em 2008 era estimado em 219,2
bilhGes de ddlares (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008). Esses valores tendem a
aumentar devido aos novos tratamentos dispendiosos e o acentuado aumento da incidéncia de
cancer. Neste panorama nada favoravel, a prevencdo das doencas com elevado destaque ao
cancer, tem recebido crescente atengdo por parte dos pesquisadores, principalmente em
relacdo ao seu custo beneficio (HOFFMAN et al., 2008).

Segundo as estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, no mundo inteiro, no ano
de 2012 foram computados um total de 14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2 milhdes
de mortes por esta doenga. O projeto afirma ainda que se ndo forem tomadas medidas
preventivas, 0s casos de canceres permanecerdo crescendo nos paises em desenvolvimento e
aumentardo ainda mais nos paises desenvolvidos. Pesquisas ja apontam que no ano de 2030
cerca de 21,4 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas com cancer e que 13,2 milhdes teréo
como causa de morte esta doenga (INCA, 2014).

No Brasil as estimativas também ndo sdo animadoras. A carga nacional para o ano de
2014, vélida também para o ano de 2015, é de aproximadamente 576 mil novos casos, sendo
que o cancer de pele tipo ndo melanoma sera o mais incidente na populac&o, totalizando 182
mil casos novos. Desconsiderando-se este cancer, sdo estimados outros 395 mil casos, 0s
quais afetardo 190 mil mulheres e 204 mil homens (INCA, 2014).

Os demais tumores com maior incidéncia na populacdo brasileira serdo o cancer de
préstata (69 mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulméo (27 mil), estbmago
(20 mil) e colo do atero (15 mil). Os tipos de canceres incidentes em mulheres serdo os de
mama, célon e reto, colo do Gtero, pulméo e glandula tireoide; e nos homens o de prostata,
pulmao, cblon e reto, estdmago e cavidade oral (INCA, 2014).

Devido a evidente gravidade do cenario da saude publica, juntamente com o0s
inimeros gastos com o tratamento do cancer e os efeitos colaterais que estes tratamentos
podem acarretar, o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento e prevencao torna-
se urgentemente necessario (ALSHATWI et al., 2011).
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Material experimental
A cultivar de brocolis utilizada no experimento foi Avenger (Sakata Seed
Sudamerica). Esta cultivar apresenta caracteristicas como cabeca de formato arredondado,
grande, compacta e pesada. Apresenta baixa brotacdo lateral, granulagdo fina e florete
definido. Quanto a sua coloracdo, apresenta coloragdo verde intensa, acarretando em uma

6tima qualidade visual.

2.2.2 Obtenc¢do da matéria prima
2.2.2.1 Brotos de brdcolis

A producéo dos brotos de brdcolis foi realizada no Laboratorio de Sementes, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP), Piracicaba-SP e ocorreu entre 0s
dias 11 a 19 de marco de 2013.

As caixas de germinagdo (11 x 11 x 3 cm) foram inicialmente higienizadas com uma
solucdo de alcool 70% e quando estavam completamente secas, foram colocadas duas folhas
de mata borrdo (10,5 x 10,5 cm) em cada uma das caixas.

As caixas de germinacdo foram divididas em dois tratamentos: agua destilada
(controle) e solucdo de selenato de sodio 50 pM (AVILA et al., 2013). Posteriormente os
papéis de germinacdo foram umidificados com seus respectivos tratamentos e foram
adicionadas 25 sementes de brocolis em cada caixa de germinacdo. As caixas de germinacéo
foram embaladas em sacos plasticos e transferidas para camaras de germinagdo com
alternancia de temperatura (Modelo MA 402, MARCONI, Brasil) onde permaneceram por 8
dias nas seguintes condi¢fes: 8 horas na luz a 30 °C e 16 horas no escuro a 20 °C (BRASIL,
2009).

Quando os brotos completaram 4 dias de crescimento, os papéis de germinagdo foram
novamente umedecidos com a solugédo correspondente a cada tratamento. Apos completarem
8 dias de germinacdo os brotos de brocolis sem selénio (BS) e os brotos de brécolis com
selénio (BC) foram colhidos, devidamente armazenados em sacos plasticos e transportados ao

laboratorio de Nutricdo Humana da Esalg/USP.
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2.2.2.2 Mudas de brdcolis

As mudas de brocolis foram fornecidas pela empresa IBS MUDAS, especializada na
producdo de mudas de hortalicas, localizada na cidade de Piracicaba-SP e o periodo de cultivo
ocorreu entre 3 de julho a 01 de agosto de 2013.

As mudas foram produzidas em bandejas de polietileno preta de 200 células
preenchidas com substrato comercial (Fibra de coco). Estas permaneceram por
aproximadamente 30 dias em estufa agricola do tipo arco, com 8 m de largura, 103 m de
comprimento, laterais fechadas com telas antianfideos, coberta com filme de polietileno
aditivado (anti-UV) com 150 um de espessura e altura do pé direito de 4,5 m. O sistema de
irrigagéo das mudas foi feito por meio de barras automatizadas contendo microaspersores.

As mudas de brdcolis foram divididas em dois tratamentos: agua destilada e solucéo
de selenato de s6dio 50 pM (AVILA et al., 2013), sendo que cada tratamento possuia 10
bandejas. Quando as mudas de brocolis completaram 15 dias de germinagéo estas receberam
manualmente 2 mL de suas respectivas solucbes. Apds completarem 30 dias de semeadura, as
mudas sem selénio (MS) e as com selénio (MC) foram coletadas e levadas ao laboratério de

Nutricdo Humana em caixas de poliestireno.

2.2.2.3 Inflorescéncias de brocolis

O cultivo das inflorescéncias de brdcolis foi na area experimental do Departamento de
Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP) entre
os dias 16 de abril a 20 de agosto de 2013.

As plantas de brocolis foram cultivadas em estufa agricola do tipo arco com 7 m de
largura, 20 m de comprimento, 3 m de pé direito, laterais fechadas com malha de
sombreamento e coberta com filme de polietileno aditivado (anti-UV) com 150 pm de
espessura. As mudas, fornecidas pela empresa IBS mudas, foram produzidas em bandejas de
polietileno de 200 células e quando atingiram o tamanho apropriado (45 dias ap6s a
semeadura - DAS) foram transplantadas para vasos de 8 litros preenchidos com substrato
comercial a base de casca de Pinus.

A irrigacdo foi realizada diariamente através de gotejadores autocompensantes com
vazdo de 2,0 L h't. A nutricéo das plantas foi feita via agua de irrigacdo, sendo que a solucéo
nutritiva aplicada as plantas foi confeccionada com 750 mg L™ de nitrato de célcio, 361 mg L-
! de nitrato de potassio, 260 mg L de sulfato de potassio, 316 mg L™ de sulfato de magnésio,
152 mg L de fosfato mono aménico, 19 mg L de quelato de ferro, 26 mg L™ de acido
borico e 25 mg L de micronutrientes quelatados (1,8% Cu; 7,3% Fe; 1,8% Mn; 0,7% Zn;
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0,4% Mo; 1,8% B; 0,4% Ni). A frequéncia das fertirrigacOes foi ajustada de acordo com as
condigOes climaticas da estufa, mantendo sempre um volume de solugdo drenada pelos vasos
de aproximadamente 20% do total aplicado a fim de evitar a salinizacao do substrato.

Os vasos foram divididos em tratamento controle e tratamento com selenato de sodio,
sendo que cada tratamento possuia 25 vasos. As aplicacdes de selénio iniciaram aos 112 DAS
e foram repetidas aos 115, 118, 121 e 125 DAS, totalizando 5 aplica¢des. Cada aplicagéo foi
feita com 100 mL de solucéo de selenato de sodio 1,5 mM, resultando numa dose total de 6,5
mM de selenato de so6dio (AVILA et al., 2013). No tratamento controle, as plantas receberam
quantidades equivalentes de agua. As inflorescéncias foram colhidas aos 127 DAS e levadas
ao laboratdrio de Nutricdo Humana em caixas de poliestireno.

2.2.3 Preparo da amostra

Com o objetivo de remover sujidades e reduzir a carga microbiana todo o material
vegetal coletado foi lavado com &gua corrente; higienizado por 15 minutos em solucdo de
hipoclorito de so6dio 20 ppm e enxaguado com agua destilada. Por fim, as amostras foram
armazenadas em embalagens plasticas, congeladas em freezer (Modelo Eletrénico 280 -
Brastemp) a — 20°C e liofilizadas (Modelo E-C - Modulyo). Apos o término da liofilizacéo as
amostras foram trituradas em moinho (Modelo TE 345, MARCONI, Brasil) e armazenadas

em recipientes de vidro a — 20°C protegidos da luz.

2.2.4 Quantificacéo de selénio por Espectrometria de fluorescéncia de raios-X por

energia dispersiva

Para a quantificacdo de selénio, 1 g das amostras vegetais brotos sem selénio (BS),
broto com selénio (BC), mudas sem selénio (MS), mudas com selénio (MC), inflorescéncia
sem selénio (1S) e inflorescéncia com selénio (IC) liofilizadas e trituradas foi transferida para
um recipiente de polietileno de 20 mm de didmetro interno e coberto com um filme de
polipropileno de 60 pum de espessura (Mylar®). As amostras foram irradiadas com 300 s
usando Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (Modelo EDX-
720 — Shimadzu).

A detecgédo foi realizada utilizando o detector de Si (Li) resfriado com nitrogénio
liquido. Os resultados foram expressos em g selénio 100 g amostra integral com base em
uma curva padrao de selénio (TEZOTTO et al., 2013).
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2.2.5 Determinacéo da atividade antioxidante

Existem na literatura diferentes meétodos para a determinacdo da atividade
antioxidante, fato importante, uma vez que as matrizes alimentares sdo constituidas por uma
complexidade de compostos que apresentam grupos funcionais, comportamentos quimicos e
polaridades diferentes. Essa complexidade apresentada pelas matrizes faz com que,
dependendo do teste empregado, seus resultados sejam contraditorios, ndo expressando
adequadamente a atividade antioxidante da matriz de interesse (OZTURK, 2012). Sabendo
disso, este trabalho empregou trés métodos quimicos para avaliar este potencial: Capacidade
de sequestro do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical e 2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic (ABTS); e capacidade de reducéo de ferro (FRAP).

2.2.5.1 Elaboracao dos extratos

Os extratos das amostras vegetais (BS, BC, MS, MC, IS e IC) foram preparados em
escala laboratorial, em condicOes de baixa luminosidade e curto tempo com o objetivo de
evitar possiveis degradac@es e oxidacdes dos compostos bioativos.

Os extratos foram obtidos pelo método de percolacdo do material vegetal em metanol
60% na proporcdo 1:10 (material vegetal [g]: solvente [mL]). A escolha do solvente
empregado na preparacdo dos extratos foi baseada no fato de que este solvente apresentou 0s
melhores resultados quando comparados com o etanol 60% e acetona 60% (JAISWAL; ABU-
GHANNAM; SHILPI GUPTA, 2012). A extracdo foi conduzida sob agitacdo em banho-
maria (Modelo Dubnoff SL-157 - Solab), a 40 °C, durante 2 horas. Ao fim deste periodo os
extratos foram centrifugados (Modelo NT 825 - Novatecnica), filtrados e armazenados em
frascos ambar, protegidos da luz, a temperatura de — 20 °C até o momento da realizacdo das

analises de atividade antioxidante e compostos fenolicos.

2.2.5.2 Ensaio pelo método DPPH

Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH tem como
fundamento a avaliagdo da atividade antioxidante de alimentos ou extratos, por meio do
sequestro do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Uma
aliquota de 500 uL da diluicdo adotada (1:5 para todos os extratos) reagiu por 45 minutos com
300 pL do radical DPPH. As absorbancias foram lidas a 517 nm em espectrofotdmetro
(modelo Unico® 2800 UV/VIS — Interprise Brasil). Os resultados foram expressos em pM
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Trolox 100 g amostra integral e os valores calculados segundo equivaléncia a curva padréo
de trolox.

2.2.5.3 Ensaio pelo método ABTS

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS adotou-se a
metodologia da EMBRAPA (2007). Este método tem como base a formagdo do radical
ABTS"" através da reacdo do ABTS (7 mM) com perssulfato de potassio 2,45 mM. Para a
realizacdo da analise, foi pipetado uma aliquota de 20 pL da diluicdo adotada inicialmente
(1:10 para todos os extratos) que reagiu com 2,0 mL do radical ABTS.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (modelo Unico® 2800 UV/VIS —
Interprise Brasil) a 734 nm e para a construgdo da curva padréo foi utilizado o antioxidante
Trolox, nas concentragcdes de 100 — 2000 uM. Os resultados da atividade antioxidante foram

expressos em uM Trolox 100 g amostra integral.

2.2.5.4 Ensaio pelo método FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante total por meio de reducdo do ferro (FRAP)
foi baseada na metodologia descrita por EMBRAPA (2006) e tem como fundamento a medida
direta da habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em meio acido
(pH 3,6) o0 complexo Fe**/tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?*, com coloracdo azul
intenso e absor¢do maxima de 595 nm. A preparacao do reagente FRAP ocorreu no momento
em que a andlise foi realizada, sendo que este se constituiu da mistura de 25 mL de tampao
acetato (0,3 M, pH 3,6), 2,5 mL de uma solucdo TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de uma solucédo
aquosa de cloreto férrico (20 mM).

Para a realizacdo da andlise, foi pipetado uma aliquota de 90 pL da diluicdo adotada
(1:5 para todos os extratos) e adicionada a 2,7 mL do reagente FRAP. Posteriormente esta
solucéo foi homogeneizada e mantida em banho-maria (Modelo Dubnoff SL-157 - Solab) a
37 °C por 30 minutos. Decorrido este tempo, as absorbancias foram lidas em
espectrofotdmetro (modelo Unico® 2800 UV/VIS — Interprise Brasil). A curva de calibragéo
foi feita com sulfato ferroso (500-2000 uM) e os resultados foram expressos em UM sulfato
ferroso 100 g amostra integral.

2.2.6 Quantificacdo de compostos fenolicos

O conteudo de compostos fendlicos nos extratos foi determinado pelo método de

Folin-Ciocalteu de acordo com a metodologia proposta por Sigleton e Rossi (1965) e
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posteriormente modificada por Woisky e Salatino (1998), utilizando acido galico como
padrdo. O reagente Folin-Ciocalteu ¢ uma solugdo complexa de ions poliméricos formados a
partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente tem a capacidade
de oxidar os fenolatos, promovendo a reduc¢éo dos acidos a um complexo azul Mo-W.

Em um tubo de ensaio foi transferido uma aliquota de 0,5 mL de extrato da dilui¢éo
adotada (1:5 para todos os extratos) e adicionado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, diluido
em agua destilada 1:10. A mistura foi agitada em agitador de tubos de ensaio (Modelo MX-F
— LAB 1000) e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 2 mL de uma
solucdo de carbonado de sddio 4% e os tubos foram deixados em repouso por 2 horas ao
abrigo da luz.

A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (modelo Unico® 2800 UV/VIS —
Interprise Brasil) a 740 nm. Os resultados dos compostos fenolicos totais foram expressos mg
de écido galico 100 g* amostra integral, com base em uma curva de calibracéo de &cido galico
com concentragdes variando de 10 a 100 pug mL™.

2.2.7 Ensaio in vitro

A andlise das atividades antiproliferativas in vitro dos extratos brutos diclorometanicos
(EDB) e extratos brutos etanolicos (EBE) dos BS, BC, MS, MC, IS e IC foram realizadas na
Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,

Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP.

2.2.7.1 Obtencéo dos extratos brutos

Para a preparagdo dos extratos brutos utilizados na analise de atividade
antiproliferativa in vitro, as amostras vegetais (BS, BC, MS, MC, IS e IC) foram inicialmente
submetidas a uma extracdo em mesa agitadora (Modelo TE 1401 - Tecnal) com
diclorometano na proporcao 1:5 (material vegetal [g]: solvente [mL]) durante um periodo de 2
horas. Esse procedimento inicial foi repetido por 3 vezes e no final das 6 horas de extracdo, 0s
volumes foram reunidos e filtrados. Posteriormente, o volume final do filtrado foi eliminado
sob vacuo em rotaevaporador (Modelo 801 — Frisatom) em temperatura de 37 °C obtendo-se 0
EBD.

Os residuos vegetais do processo de obtencdo do EBD foram deixados na capela até
que estivessem completamente secos. Em seguida, os materiais vegetais foram novamente
pesados, retomados em etanol 70% na proporgédo 1:5 (material vegetal [g]: solvente [mL]) e

submetidos a agitacdo em mesa agitadora (Modelo TE 1401 — Tecnal) novamente por trés



40

vezes (2 horas cada extracdo). Apos este periodo, os volumes foram reunidos, filtrados e o
solvente orgénico foi eliminado sob vacuo (Modelo 801 — Frisatom) em temperatura de 37
°C. Apos a eliminacdo total do etanol, o extrato foi liofilizado (Modelo E-C - Modulyo)

obtendo-se o EBE, conforme Figura 4.

Material
Vegetal
Liofilizado

Extragdo a frio com diclorometano (3x)
Filtrado

Evaporado sob vacuo

Residuo Vegetal

EBD

Extragdo a frio com etanol 70% (3x)
Evaporado sob vacuo
Liofilizado

EBE

Figura 4 - Fluxograma do processo de extragdo para obtengdo dos EBE e EBD

2.2.7.2 Células
As linhagens tumorais humanas foram cedidas pelo NCI (National Cancer Institute, EUA)

ao CPQBA/Unicamp e encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos ensaios de atividade antiproliferativa in
vitro e suas DI

Tipo celular Nome Origem DI (x 10% células ml™)
Glioma U251 Ectoderme 4,0
Mama MCF-7 Ectoderme 6,0
Rim 786-0 Mesoderme 4,5
Pulmao NCI-H460 Endoderme 4,0
Colon HT29 Endoderme 4,0
Queratinécito humano* HaCat Ectoderme 4,0

DI: Densidade de inoculagéo
*linhagem ndo tumoral

2.2.7.3 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas no experimento em questdo foram cultivadas em frascos

de 25 cm? (T25) com 5 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino
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(SFB) a 37 °C em atmosfera umida com 5% CO,. Quando a monocamada celular atingia
cerca de 80% de confluéncia, as linhagens eram repicadas em condicBes estéreis, o que

ocorria geralmente uma vez por semana.

2.2.8 Atividade antiproliferativa em cultura de células

Para o teste de atividade antiproliferativa foi utilizado o mesmo protocolo
desenvolvido pelo National Cancer Insitute (USA), o qual emprega esta metodologia ha mais
de vinte e trés anos (MONKS et al., 1991).

2.2.8.1 Plaqueamento das células

No primeiro dia do experimento, foi realizado o plaqueamento das células em placas
de 96 pocos. Em outra placa, a placa controle (To), foram inoculadas todas as linhagens
celulares empregadas no experimento. A suspensdo celular foi preparada com meio RPMI
com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2 mg L) e ajustada em sua respectiva
densidade de inoculagdo. Apos este procedimento, 100 pL de suspensdo celular foram
inoculados nas placas e incubados por 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 em

ambiente Umido.

2.2.8.2 Preparo e aplicacdo das amostras

Os EBD e EBE de todas as amostras vegetais foram diluidos em solucdo estoque de
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 0,1 g mL™. Para a adigdo a cultura de células,
estas solucdes foram diluidas em pelo menos 400 vezes em RPMI com 5% de SFB e
penicilina-estreptomicina (2mg/L), o que evita a toxicidade do DMSO.

As amostras foram adicionadas nas concentrag@es de 0,25; 2,5; 25 e 250 pug mL*, (100
uL compartimento™) em triplicata, como pode ser observado na Figura 5, e a seguir foram
incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de COz e ambiente tmido. Como controle
positivo utilizou-se o quimioterdpico doxorrubicina, nas concentracfes de 0,025; 0,25; 2,5 e

25 pg mL* (100 pL compartimento™) em triplicata.
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Figura 5 - Placa teste. A primeira coluna cinza representa o controle do meio de cultura (branco do meio). A
segunda coluna cinza-escura representa o controle de células tumorais. As cores em degradé indicam
as substancias-teste, e as cores escuras respectivas o controle das substancias-teste (branco da
amostra) nas concentragdes de 250; 25; 2,5 ¢ 0,25 pg/mL

No momento de adicdo das amostras, as células inoculadas na placa controle To foram
fixadas com a adigdo de 50 pL compartimento™ de &cido tricloroacético (TCA) a 50% para
determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram
aplicadas, sendo este o valor basal 0, conforme pode ser observado na Figura 6. O TCA tem
como funcéo fixar as celulas, precipitando assim as proteinas. Células vidveis se mantém fixas

na placa, enquanto células ndo viaveis se desprendem, sendo lavadas.

T o " 0 g o W

Figura 6 - Placa To. A primeira coluna cinza representa o controle do meio de cultura (branco do meio, contendo
apenas meio com soro fetal bovino). Cada coluna colorida corresponde a uma linhagem em sua
densidade de inoculagéo

Apbs 48 horas de incubacdo as células foram fixadas com 50 pL de TCA a 50% e
novamente incubadas por 1 hora a 4 °C. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua corrente para a remogao dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios e a seguir foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem

completa.
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2.2.8.3 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)

Apbs a secagem das placas, foram adicionados 50 pL compartimento do corante
protéico sulforrodamina B a 0,4 % (peso volume™) dissolvido em &cido acético a 1 % e em
seguida as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as
placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com solugdo de &cido acético 1% e novamente
incubadas a temperatura ambiente até secagem completa. Posteriormente, o corante ligado as
proteinas celulares foi solubilizado com 150 pL compartimento™® de Trizma Base (10 uM, pH
10,5). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a
540 nm (Modelo VersaMax - Molecular Devices®).

A sulforrodamina B é um corante protéico que tem como funcdo se ligar aos residuos
de aminoacidos basicos das proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixacgéo.
Sendo assim, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, mais células

vidveis e consequentemente menor a atividade antiproliferativa da amostra em teste.

2.2.8.4 Analise dos resultados

Para analise dos resultados, foram calculadas as meédias das absorbancias dos
compartimentos contendo células + amostras, descontando-se seus respectivos brancos, que
sdo compartimentos contendo apenas amostra. Atraves das formulas a seguir, a porcentagem
de crescimento (%C) de cada amostra testada foi calculada.

Se T > C = a amostra estimulou o crescimento.

Se T >Tog e < C, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 X [(T- To)/(C-
T0)].

Se T< To a amostra foi citocida e a férmula utilizada foi 100 X [(T- To)/( To)].

Onde:

T é a média da absorbancia da célula tratada

C e o controle de célula

To € o0 controle das células no dia da adi¢do das amostras.

Com esses valores, foram elaborados graficos relacionando a porcentagem de
crescimento com a concentracdo da amostra testada. As amostras foram consideradas ativas
quando apresentaram inibicdo de crescimento maior que 50%. A concentragédo efetiva para
inibicdo de 50% da proliferacdo celular (Glso) foi calculada por regressdo ndo linear, tipo

sigmoidal, empregando-se software Origin versao 7.5.
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2.2.9 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para anélise de
determinacdo de selénio foi realizada uma leitura por amostra, a andlise de atividade
antioxidante e compostos fenolicos foram realizadas em quadruplicata e o teste de atividade
antiproliferativa em triplicata.

Os resultados foram submetidos & analise de homogeneidade das variancias (Box-Cox)
e normalidade dos dados (Shapiro-Wilk) e, quando indicado pelos testes, foram realizadas as
transformacdes necessarias para entdo proceder a analise de variancia. Os dados obtidos para
cada estadio de maturacdo dos brocolis e os trés estadios de maturagcdo sem o tratamento com
selénio foram submetidos separadamente a analise de varidancia (ANOVA), utilizando o
software SAS (SAS/STAT, 2003). As caracteristicas que apresentaram diferenca significativa
pelo teste F em resposta a biofortificacdo de selénio foram submetidas ao teste de Tukey

(p<0,05) para a comparagéo de médias.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.4 Aquisicao das amostras vegetais e rendimentos

Os materiais (brotos, mudas e inflorescéncias) utilizados no preparo das amostras,
depois de cultivados e colhidos, foram levados ao laboratorio de Nutricdo Humana, sendo
devidamente higienizados, seccionados, armazenados e em seguida liofilizados. A técnica da
liofilizacdo foi empregada com o objetivo de evitar possiveis perdas de compostos bioativos
sensiveis ao calor, conservando com maior qualidade as amostras coletadas e dando maior
confiabilidade aos resultados encontrados na pesquisa.

O aspecto visual das amostras no momento da coleta das amostras pode ser observado

na Figura 7.

Figura 7 - Aspecto visual das amostras de brécolis coletadas: A) BS (broto sem selénio); B) BC (broto com
selénio); C) MS (muda sem selénio); D) MC (muda com selénio); E) IS (inflorescéncia sem selénio);
F) IC (inflorescéncia com selénio)

A Tabela 2 apresenta o rendimento (porcentagem em relacdo a massa fresca) de cada
umas das amostras vegetais utilizadas neste estudo apds o processo de liofilizagéo.
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Tabela 2 - Rendimento das amostras vegetais ap6s o processo de liofilizacdo

Material vegetal” Rendimento (%)
BS 6,45+0,04°
BC 8,22+0,142
MS 11,200,122
MC 11,24+0,10?
IS 11,54+0,17°
IC 14,39+0,542

*BS: broto sem selénio; BC: broto com selénio; MS: mudas sem selénio; MC: mudas com selénio; IS:
inflorescéncia sem selénio; IC: inflorescéncia com selénio

Como pode ser observado na Tabela 2 as amostras BS e BC apresentaram 0s menores
rendimentos, ou seja, continham maior quantidade de agua por unidade de massa fresca. A
amostra BC apresentou rendimento significativamente maior que a amostra BS, o que também
pode ser observado com relacdo as amostras IS e IC. Com relacdo ao rendimento das amostras
MS e MC este ndo diferiu significativamente entre si. Dentre todas as amostras a IC

apresentou o maior rendimento.

2.3.5 Quantificacéo de selénio

Para a determinacdo do conteudo de selénio presente nas amostras de brécolis foi
utilizada a técnica de espectrometria de fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva
(EDXREF). Esta técnica é muito utilizada, especialmente em amostras sélidas, para avaliar a
concentragdo dos elementos presentes na mesma. A escolha da EDXRF deve-se ao fato de
gue esta técnica apresenta inimeras vantagens, tais como, relativa simplicidade, capacidade
de analisar varias amostras ao mesmo tempo sem que ocorra a sua destruicao, dispensando,
assim, 0 emprego de pré-tratamentos quimicos (PALTRIDGE et al., 2012).

A biofortificacdo com selénio foi realizada utilizando o selenato de sddio. Esta escolha
estd fundamentada no fato de que no brocolis, assim como em outras brassicas, a absorcédo e a
distribuicdo do selénio ocorrem mais rapidamente quando se emprega o selenato em relacédo
ao selenito, comprovando assim sua maior eficacia em promover o acumulo de selénio
(BRUMMELL et al., 2011; RAMOS et al., 2010; RAMOS et al., 2011b; SHARMA et al.,
2010).

Os valores de selénio presente nas amostras (BS, BC, MS, MC, IS e IC) encontram-se

dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Contelido de selénio nas amostras integrais

Material tal* Conteudo de Selénio na amostra integral
aterial vegeta

(g selénio 100 g 1)

BS nd
BC 1,32
MS nd
MC 1,48
IS nd
IC 1,66

nd = ndo detectado
*BS: broto sem selénio; BC: broto com selénio; MS: mudas sem selénio; MC: mudas com selénio; IS:
inflorescéncia sem selénio; IC: inflorescéncia com selénio

Como pode ser observado, ndo houve a deteccdo do selénio nas amostras que
receberam apenas a agua destilada (BS, MS e IS). J& para as amostras BC, MC e IC a
quantidade de selénio aumentou conforme o desenvolvimento do brécolis.

O brocolis, assim como outros representantes das brassicas, sdo classificados como
acumuladores secundarios de selénio, pois estes vegetais tém capacidade de acumular
centenas de mg de selénio g matéria seca (RAMOS et al., 2011c; TERRY et al., 2000).
Estudos prévios apontaram que o contetdo total de selénio sofre alteracdo de acordo com os
diferentes estadios de maduracéo de brocolis (RAMOS et al., 2011c), fato também observado
nesta pesquisa.

As mudas e as inflorescéncias de brdcolis apresentaram, respectivamente, 1,12 e 1,26
vezes mais selénio do que os brotos (Tabela 3). O tempo de exposicao, arquitetura do sistema
radicular e 0 manejo das plantas (por exemplo, a irrigacdo) podem ser 0s responsaveis pela
diferenca observada no acimulo de selénio entre esses estadios de maturacdo (AVILA et al.,
2013).

O selénio constitui um importante elemento a satde humana, auxiliando na prevencao
de diversas doengas, entre elas o cancer. De acordo com o Instituto de Medicina, sua
recomendac&o diaria para adultos é de 55 pg por dia (BENDICH et al., 2001). Levando-se em
conta os resultados obtidos nesta pesquisa, temos que o consumo de 4,17; 3,72 e 3,31 g de
brotos, mudas e inflorescéncias biofortificadas com selénio, respectivamente, suprem as

necessidades diarias desse mineral.
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Considerando a pequena quantidade de matéria vegetal necessédria para suprir a
demanda diaria recomendada de selénio, a biofortificacdo dos brécolis com este mineral

torna-se uma alternativa extremante viavel para ser empregada como um aditivo alimentar.

2.3.6 Atividade antioxidante e compostos fendlicos

A capacidade antioxidante dos extratos metanolicos de brécolis (BS, BC, MS, MC, IS
e IC), mensurada por trés métodos diferentes, e a quantidade de compostos fendlicos estdo
descritos na Tabela 4. A anélise estatistica foi realizada comparando-se os valores médios
obtidos para cada estadio de maturacao do brécolis separadamente.

A extracdo de compostos com atividade antioxidante pode ser realizada empregando-
se diferentes solventes organicos. O principal ponto a ser observado na escolha do solvente de
extracdo é a sua capacidade de recuperar 0S compostos responsaveis por expressar tal
atividade, necessitando, assim, que 0s compostos presentes nessas matrizes sejam soltveis no
solvente em questéo. Dentre os solventes mais utilizados para este fim destacam-se a acetona,
metanol, etanol e suas misturas aquosas. Porém, para a avaliacdo da atividade antioxidante do
brécolis o solvente metanol 60% demonstrou ser mais eficiente como solvente extrator,
expressando maior atividade antioxidante e maior quantidade de fendlicos em relagdo aos
solventes acetona 60% e etanol 60% (JAISWAL; ABU-GHANNAM; GUPTA, 2012). Diante
deste fato, o presente trabalho empregou o metanol 60% como solvente de escolha para a
extracdo dos compostos e posteriores analises de capacidade antioxidante e quantificacao total

de compostos fenolicos.



49

Tabela 4 - Atividade antioxidante e compostos fenolicos das amostras de brécolis biofortificadas e ndo
biofortificadas com selénio

DPPH ABTS FRAP Compostos

Fendlicos
o (UM sulfato (mg de &cido
Amostra (leTrolox 100 (ul\f[l Trolox 100 ferroso 100 gt galico 100 gt

gl amostra g amostra

integral) integral) amostra amostra

integral) integral)
BS 531,68+13,69? 448,03+5,28° 2257,00+17,32° 95,64+1,36"
BC 548,02+3,55? 559,77+30,522 2804,50+55,602 120,09+1,39°?
MS 629,07+7,50° 812,71+39,18°  4152,00+62,72° 179,08+3,10°
MC 730,86+10,932 897,02+31,28?2 4587,00+£80,212 188,84+2,192
IS 531,68+10,562 703,00+31,28?2 2217,00+84,26° 94,65+1,39°
IC 512,83+36,13? 754,81+33,43? 3194,50+752 105,94+0,552

*Letras diferentes na coluna e dentro do mesmo estadio de maturacéo diferem entre si a 5% de significancia.

A comparacdo de médias foi realizada para cada estadio de maturacdo do brdcolis separadamente.

**BS: broto sem selénio; BC: broto com selénio; MS: mudas sem selénio; MC: mudas com selénio; IS:
inflorescéncia sem selénio; IC: inflorescéncia com selénio

Como pode ser observado na Tabela 4, a amostra BC apresentou maior atividade
antioxidante quando mensurada pelos métodos ABTS e FRAP do que a amostra BS. Esse
aumento também foi evidente na quantidade de compostos fendlicos. No entanto, para a
analise de DPPH, as amostras ndo diferiram significativamente entre si.

Com relagdo as mudas, observou-se que a amostra MC apresentou valores de atividade
antioxidante significativamente superior ao MS nos trés métodos empregados (DPPH, ABTS,
FRAP), e também valores mais elevados de compostos fendlicos em relacdo a amostra MS.

Para as inflorescéncias, a amostra IC também apresentou resultados superiores em
relacdo a amostra IS para atividade antioxidante e quantidade de compostos fendlicos. No
entanto, sua atividade frente aos radicais DPPH e ABTS néo diferiram significativamente da
atividade da amostra 1IS. Ja para o FRAP e quantidade de compostos fenélicos na amostra I1C
apresentou valores superiores as obtidas pela amostra IS.

Um fato comum ocorrido entre todas as amostras foi que a atividade antioxidante pelo
método FRAP apresentou os maiores resultados quando comparadas ao DPPH e ABTS.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Baenas; Moreno, Garcia-Viguera
(2012).

Apesar dos métodos empregados para a determinagéo da atividade antioxidante serem

métodos diretos, ou seja, tanto o de DPPH, ABTS e FRAP fundamentam-se na competicdo
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entre uma sonda oxidavel e o antioxidante pelos radicais gerados por um fonte de radicais
livres (ROGINSKI et al., 2005), houve diferencas entre os resultados encontrados, que podem
ser explicados pelo fato de que cada metodo possui uma particularidade quanto a sua maneira
de avaliar a capacidade antioxidante das amostras testadas.

Além disso, também podem existir particularidades em cada método de anélise quanto
a solubilidade dos compostos, sendo que no ABTS é possivel considerar aqueles que séo
lipofilicos e os que sdo hidrofilicos, j& o DPPH nédo apresenta esta capacidade, sendo mais
sensivel aos compostos hidrofilicos (DASTMALCHI et al., 2011; MULLER; FROHLICH;
BOHM, 2011).

Aliado a estes fatos, também podemos considerar que alteragdes no clima e
fertilizacdo podem afetar diretamente na composi¢do bioguimica, ou no perfil e concentracao
de compostos bioativos nas brassicas, o que resulta em alteracbes na sua capacidade
antioxidante e na quantidade de compostos fendlicos (AIRES et al., 2011; CISKA,;
MARTYNIAK-PRZYBYSEWSKA,; KOZLOWSKA, 2000; ROSS; BETA; ARNTFIELD,
2009). As plantas da mesma espécie e cultivar que sdo produzidas em condicdes agricolas
similares também podem sofrer significativas variacbes em seus compostos bioativos,
afetando diretamente suas atividades biolégicas (CARTEA et al., 2008).

Os compostos fenodlicos sdo os principais antioxidantes naturais das brassicas,
especialmente no brécolis, sendo que, quanto maior a quantidade destes compostos, maior é a
sua atividade antioxidante (FERNANDEZ-LEON et al., 2013), o que pode ser verificado
neste trabalho uma vez que, as amostras que apresentaram maior quantidade de compostos
fendlicos, também obtiveram resultados maiores com relacdo a atividade antioxidante.

Na Figura 8 sdo apresentadas as comparagdes de médias das analises DPPH, ABTS,

FRAP e compostos fenolicos para as amostras que nao receberam selénio.
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Figura 8 - Comparacdo de médias das analises DPPH, ABTS, FRAP e compostos fenolicos entre as amostras
BS, MSe IS

Como observado na Figura 8, as mudas de brocolis apresentaram resultados
significativamente superiores aos obtidos pelos brotos e inflorescéncia. Possivelmente isso
seja atribuido ao fato da atividade antioxidante das brassicas ser maxima quando suas folhas
ainda sdo jovens, como demonstrado em pesquisas realizadas por Soengas et al. (2012) e
Samec et al. (2011), nas quais verificaram que a atividade antioxidante nessa espécie tem
inicio quando os brotos comecam a ser formados, atingindo 0 maximo decorridos trés meses
ap6s a semeadura, sendo que posterior a este periodo a atividade antioxidante sofre
significativa reducéo.

Isso corrobora com o0s resultados obtidos nesse experimento, onde as mudas de
brocolis que ndo foram biofortificadas com selénio apresentaram quantidade de compostos
fendlicos significativamente superior aos brotos e inflorescéncias, o que também esta
relacionado com o aumento ocorrido na atividade antioxidante, uma vez que, quanto maior a
quantidade de compostos fendlicos na amostra maior a sua atividade antioxidante.

A biofortificagdo com selénio e os efeitos sobre os compostos fenolicos ainda é
contraditério. Pesquisas cientificas apontam que o estresse abiotico, como por exemplo, a
aplicacdo de selénio, pode resultar no aumento da producdo de compostos fendlicos (DUTTA,;
MAHARIA, 2012; KOVACIK; KLEJDUS, 2008) e que a manutencdo adequada das
condigdes de exposicdo pode estimular o metabolismo desses compostos (ATKINSON et al.,
2011; COHEN; KENNEDY, 2010; YUAN et al., 2010). De acordo com Robbins et al. (2005)



52

as plantas que possuem entre 100 e 1000 ppm de selénio em amostra seca apresentam maior
quantidade de compostos fendlicos. No entanto, se a concentracdo de selénio na planta
exceder 1000 ppm pode ocorrer estresse toxico que resultard numa diminuicdo desses
metabolitos secundarios.

Em estudo realizado com diferentes variedades de brdcolis, demonstrou que a
quantidade dos compostos fendlicos aumentou com a aplicacéo de selénio (ROBBINS et al.,
2005). Isso corrobora com os resultados obtidos no presente experimento para todas as
amostras (BS; BC; MS; MC; IS e IC), uma vez que a partir da analise de quantificacdo de
compostos fenodlicos foi possivel detectar que as plantas que foram biofortificadas com
selénio apresentaram quantidade de compostos fendlicos significativamente maiores do que as
plantas controle, o que pode explicar também o aumento da atividade antioxidante destes

tratamentos.

2.3.7 Atividade antiproliferativa em cultura de células

Os compostos bioativos presentes no brocolis apresentam importante atividade
bioldgica no organismo humano. Essa atividade esta relacionada as elevadas concentragdes de
compostos organosulfurados presentes neste vegetal, como por exemplo, 0s isotiocianatos,
responsaveis por aumentarem a atividade de enzimas que estdo envolvidas na desintoxicacdo
de agentes cancerigenos. Além disso, 0s compostos bioativos presentes no brdcolis podem
provocar a apoptose ou a inibicdo da progressdo do ciclo celular (CHAUDHARY et al.,
2014).

Com o intuito de obter maior amplitude quanto a atividade antiproliferativa dos
diferentes estadios de maturacdo do brocolis (broto, muda e inflorescéncia) biofortificados ou
ndo com selénio e sabendo-se que uma mesma amostra pode se comportar e apresentar esta
atividade diferenciada frente as linhagens celulares, empregou-se neste estudo linhagens
tumorais humanas de diferentes origens histoldgicas e genéticas. As linhagens de glioma
(U251) e de mama (MCF-7) possuem origem ectodérmicas, a linhagem de rim (786-0)
mesodérmica e as linhagens de pulmdo (NCI-H460) e colon (HT29) endodérmicas. Além
disso, também foi avaliada a atividade anticancer em células com fenétipos ndo-tumorais, de
origem ectodérmica como € o caso da HaCat (queratindcito humano).

A escolha inicial da realizacdo dos testes in vitro deve-se ao fato de que esta triagem
emprega uma técnica que permite a avaliacdo do potencial anticAncer de uma determinada
amostra com maior especificidade, eficiéncia, rapidez e reprodutibilidade. Além disso, é

possivel, a partir dos resultados obtidos, escolher qual das amostras submetidas ao teste
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apresentam maior potencial para serem futuramente utilizados em modelos experimentais de
cancer in vivo (MONKS et al., 1991).

Ap0s a obtencdo das médias dos valores de absorbancia, calculou-se os percentuais de
inibicdo de crescimento, sendo estes posteriormente utilizados na elaboracédo dos graficos de
atividade antiproliferativa (Figuras 9 a 13) que relacionam este parametro com a concentragéo
dos extratos. Estes graficos podem fornecer informagfes referentes a atividade citostatica
(inibicdo de crescimento), que compreende os valores na faixa de 50 e zero, atividade citocida
(morte celular) para os valores negativos, e inibicdo total de crescimento para os valores que
atingem o zero.

A Tabela 5 apresenta os valores de Glso (concentracdo efetiva para inibicdo de 50% da
proliferacdo celular), ou seja, a concentragdo de amostra necessaria, em pg mL?, para
inibicdo de 50% da proliferacdo celular. A partir destes resultados é possivel comparar a
poténcia entre os extratos brutos testados e o controle, sendo de significativa importancia para
a anélise dos dados.

Tabela 5 - Valores de Glsg da doxorrubicina e dos extratos brutos (EBD e EBE) de cada amostra em seis
linhagens tumorais humanas (ug mL™)

U251 MCF-7 786-0 NCI- HT?29 HaCat
H460
Doxorrubicina  <0,025 <0,025 0,025 <0,025 0,089 0,035
Extrato Diclorometano
BS >250 96,7 123,6 >250 >250 >250
BC >250 >250 >250 >250 >250 >250
MS 61,7 94,6 12,0 94,9 >250 58,4
MC 28,5 68,1 20,7 149,2 >250 64,9
IS 209,7 98,9 >250 >250 178,1 >250
IC >250 132,4 >250 >250 >250 >250
Extrato EtOH 70%

BS >250 >250 >250 >250 >250 >250
BC >250 >250 >250 >250 >250 >250
MS >250 >250 >250 >250 >250 >250
MC >250 >250 >250 >250 >250 >250
IS >250 >250 >250 >250 >250 >250
IC >250 >250 >250 >250 >250 >250

U251 — glioma, MCF-7 — mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, HT29 — c6lon, HaCat — queratinécito

As atividades antiproliferativas dos extratos brutos diclorometanicos e etandlicos
submetidos ao teste in vitro estdo ilustrados nas Figuras 9 a 13. A Doxorrubicina (Figura 9)
foi escolhida para ser empregada como controle positivo devido a sua eficacia no tratamento

do cancer.
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Figura 9 - Atividade antiproliferativa do quimioterapico doxorrubicina (controle positivo) sobre as linhagens
celulares, relacionando porcentagem de crescimento versus concentracdo de amostra. (U251 —
glioma, MCF-7 — mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, HT29 — c6lon, HaCat — queratindcito)

Na figura 9, o controle positivo (doxorrubicina), apresentou resposta concentragcdo
dependente, demonstrando elevada poténcia e seletividade em baixas concentragbes para a
maioria das células estudadas. Com relacédo ao efeito citocida, esse composto ou medicamento

demonstrou atividade em todas as linhagens testadas, exceto para HT29 (célon) e NCI-H460
(pulmé&o).
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Figura 10 - Atividade antiproliferativa dos EBDs das amostras BS (A) e BC (B) sobre as linhagens celulares,
relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo de amostra. (U251 — glioma, MCF-7
— mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmao, HT29 — c6lon, HaCat — queratinécito)

O EBD do BS (Figura 10A) apresentou atividade antiproliferativa um pouco maior

guando comparado ao EBD do BC (Figura 10B), sendo que o primeiro apresentou atividade
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citostatica para as linhagens 786-0 (rim) e MCF-7 (mama) com valores de IGsp iguais a 123,6

e 96,7 pg mL?, respectivamente (Tabela 5). Quanto a atividade citocida, tanto o BS quanto o
BC néo apresentaram tal atividade.
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Figura 11 - Atividade antiproliferativa dos EBDs das amostras MS (A) e MC (B) sobre as linhagens celulares,
relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo de amostra. (U251 — glioma, MCF-7
— mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulméo, HT29 — c6lon, HaCat — queratinécito)

Observa-se na figura 11 (A e B) que os EBDs das amostras MS e MC apresentaram
perfil de atividade antiproliferativa proximas, uma vez que, ambas demonstraram atividade
citostatica seletiva para a linhagem 786-0 com Glso 12,0 e 20,7 pug mL™, respectivamente
(Tabela 5). Além disso, o EBD da MC (Figura 11B) manifestou atividade citocida com Glsg
de 28,5 pg mL* para a linhagem de glioma.
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Figura 12 - Atividade antiproliferativa dos EBDs das amostras IS (A) e IC (B) sobre as linhagens celulares,

relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo de amostra. (U251 — glioma, MCF-
7 —mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulméo, HT29 — cdlon, HaCat — queratindcito)

Por fim, temos os gréficos referentes a atividade antiproliferativa dos EBD da IS e da
IC (Figura 12 A e B). O EBD da IS (Figura 12A) apresentou atividade citostatica fraca para as
linhagens MCF-7 — mama (98,9 pg mL™), HT29 — cdlon (178,1 pg mL™?) e U251 - glioma
(209,7 ug mL1). O EBD da IC (Figura 12B), por sua vez, demonstrou atividade citostatica
fraca para a linhagem MCF-7 (132,4 ug mL™).
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Figura 13 - Atividade antiproliferativa dos EBEs das amostras BS(A), BC(B), MS(C), MC(D), IS(E) e IC(F)

sobre as linhagens celulares, relacionando porcentagem de crescimento versus concentracdo de
amostra. (U251 — glioma, MCF-7 — mama, 786-0 — rim, NCI-H460 — pulmdo, HT29 — célon,
HaCat — queratindcito)

O EBE ¢ obtido ap6s a obtengdo do EBD, sendo que o ultimo remove inicialmente os

compostos que apresentam baixa polaridade e o EBE remove o restante dos compostos que
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apresentam maior polaridade. Os EBEs de todas as amostras (BS, BC, MS, MC, IS, IC) néo
apresentaram atividade citostatica e citocida (Figura 13).

A partir dos graficos de crescimento celular em funcdo da concentracdo da amostra
(ug mLY) pode-se afirmar que os EBD foram mais ativos que o EBE, sendo que dentre todas
as amostras analisadas a MC apresentou atividade antiproliferativa mais pronunciada.

Para que um composto apresente potente atividade antineoplasica, este deve apresentar
valor de Glso < 30 pg mL? (FOUCHE et al., 2008). Levando em conta os resultados
apresentados pelos extratos estudados, podemos observar que os extratos EDB das amostras
MS e MC foram os que apresentaram atividade antiproliferativa com valores de Glsg
proximos ao considerado limitrofe para as linhagens de céncer de rim (786-0) e glioma
(U251) (Tabela 5).

Os resultados de Glso (Tabela 5) das amostras IS e IC testadas na linhagem tumoral
MCF-7 foram semelhante aos encontrados por Wang et al. (2013). Segundo este autor, 0sS
brécolis apresentam potencial antiproliferativo préximo aos de outros vegetais como por
exemplo, o tomate e a couve-flor roxa. Seeram et al. (2006) avaliaram o potencial
antiproliferativo da amora e da framboesa e encontraram valores de Glsg respectivamente
122,00 + 0,04 ug mL? e 190,80 + 0,05 pg mL™?, valores superiores aos encontrados nesta
pesquisa.

Ao adicionar diferentes proporcdes de brocolis em cha verde, Dominguez-Perles,
Moreno e Garcia-Viguera (2012) observaram que as infusdes com brocolis ndo demonstraram
efeitos tdxicos as linhagens celulares controle (CCD-18Co). Quando estas infusdes foram
testadas em células de adenocarcinoma humano (Caco-2), promoveram a inducdo da morte
das células malignas nas primeiras 24 horas. Este estudo demonstrou que aplicacdo do
brécolis em produtos comerciais pode ser uma estratégia interessante, podendo ser utilizado
como um ingrediente na inddstria de alimentos, para o enriquecimento da composicdo
fitoquimica de novos alimentos.

Chaudhary et al. (2014) ao avaliarem a atividade antiproliferativa de brotos e
inflorescéncia de brécolis em linhagens de prdstata humana, relataram que todos as amostras
testadas apresentaram valores de 1Cso variando entre 25 a 143 ug mL™ de extrato. Um fato
importante demonstrado neste estudo foi que as células tratadas com as amostras de brdcolis
ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas, o que sugere a indugdo de um processo de morte
celular programada.

Explicagdes com relacdo ao mecanismo pelo qual o brécolis poderia agir sobre células

cancerigenas ainda precisam ser elucidados. Alguns estudos apontam que esta capacidade esta
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relacionada ao teor de isotiocianatos e inddis, os quais interagem com fatores de translocacéo
envolvidos na apoptose (CARTEA et al., 2008).

Poucos estudos que avaliam a atividade antiproliferativa do brocolis foram
encontrados na literatura. De maneira geral, os estudos sdo conduzidos avaliando
isoladamente 0s compostos bioativos das brassicas. A exemplo, temos a pesquisa conduzida
por Lai et al. (2010), que demonstrou que o fenetil isotiocianato possui efeito anti-invasivo e
anti-migratério em células HT29 (co6lon). A brassinina também apresentou resultados
satisfatorios para o cancer de colon ao inibir o crescimento celular das células cancerigenas
através da paralisacdo do ciclo celular na fase G1 (IZUTANI et al., 2012).

Para o cancer prostatico, estudos apontam que a erucina € um promissor fitoquimico,
promovendo de forma dose dependente o aumento significativo da expressao de proteinas que
sdo responsaveis pela regulacdo do crescimento celular, acarretando na inibicdo da
proliferacdo das células cancerigenas (MELCHINI et al., 2013).

Pesquisas demonstraram que o sulforafano inibiu a invasdo das células cancerigenas
através da inibicdo da expressdo de enzimas ligadas a metastase, quando testado em células de
linhagens mamarias (LEE et al., 2013). O fenetil isotiocianato também foi eficiente na
prevencdo do cancer de mama, diminuindo a sobrevivéncia do tumor e reduzindo a sua
incidéncia em modelos animais (ARAS et al., 2013).

Além do cancer de mama, o sulforafano também demonstrou efeito positivo para o
cancer pancredtico. Este isotiocianato inibiu o crescimento das células com ICsg de cerca de
10-15 uM e induziu a apoptose (LI et al., 2013).

Quanto ao papel desempenhado pelo selénio na prevengdo do cancer, apesar de ser
encontrado em niveis muito baixos nos seres humanos, apresenta fungdes Unicas e muito
importantes, uma vez que promove a formacdo de selenoproteinas, responsaveis pela defesa
antioxidante do corpo humano (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014).

Dessa forma, ao aliarmos o brocolis e 0s seus compostos bioativos juntamente com o
selénio, resultados mais expressivos poderdo ser encontrados quando o objetivo é a prevencéo
do cancer, fato j& comprovado por Barrera et al. (2012). De acordo com estes autores, 0
tratamento das linhagens celulares de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) com uma
associacdo de isotiocianatos (sulforafano e iberina) e selénio promoveram uma expressao
mais elevada das enzimas tioredoxina redutase 1 e glutationa peroxidase, do que quando estes
compostos foram testados isoladamente.

Li et al. (2012) também comprovaram a eficiéncia do sinergismo entre 0s

isotiocianatos e o selénio, na qual a combinacdo do sulforafano com o selénio também
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resultou em aumento da expressdo da tioredoxina redutase 1, contribuindo para protegdo mais
eficiente contra danos oxidativos mediados por radicais livres em hepatocitos humanos.
Quanto a influéncia do selénio na formacdo dos glicosinolatos em brocolis, Barickman,
Kopsell e Sams (2014) observaram que a biofortificacdo dos vegetais com este mineral ndo
alterou de forma significativa a formacao destes compostos.

Os atuais farmacos quimioterdpicos apresentam capacidade de induzir a citotoxicidade
em células tumorais por meio de varios mecanismos. Porém, ndo apresentam resposta de
forma especifica, promovendo efeitos toxicos em células normais, o que pode acarretar aos
pacientes inumeros efeitos colaterais. Dessa forma, é de extrema importancia a busca por
novas alternativas que reduzem estes efeitos (MACHADO, 2000; OLIVEIRA; ALVES, 2002)

Para que novos compostos com potencial anticancer sejam descobertos, o primeiro
passo a ser dado é a avaliacdo do seu desempenho em analises in vitro. Estes testes tem sido
amplamente empregados nas pesquisas cientificas, tendo a capacidade de avaliar um grande
nimero de amostras em varias linhagens celulares, podendo ser realizados empregando-se
diferentes metodologias, entre elas os métodos colorimétricos (HOUGHTON et al., 2007),
como o escolhido para a realiza¢do dos testes do potencial antiproliferativo das amostras de
brocolis.

Os testes in vitro realizados foram os primeiros passos dessa pesquisa, que teve como
objetivo avaliar qual dos trés estadios de maturacdo do brécolis biofortificados ou ndo com
selénio poderiam apresentar potencial uso como agente anti-cancer. Dessa forma, mais
estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar de maneira detalhada os possiveis mecanismos
de acdo dos compostos bioativos do brocolis, juntamente com o selénio, a fim de comprovar a

eficiéncia desta unido no controle do cancer.
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3 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foram sugeridas as seguintes conclusdes:

A biofortificacdo com selénio é eficaz, havendo acumulacdo deste elemento nos trés
estadios de maturacéo.

A biofortificagdo com selénio aumenta a quantidade de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante dos brotos, mudas e inflorescéncias.

Os extratos brutos diclorometanicos de todas as amostras testadas apresentam
atividade antiproliferativa.

O extrato bruto diclorometanico da amostra BS apresenta melhor atividade
antiproliferativa que o BC.

Os extratos brutos diclorometanicos das amostras MS e MC tém atividade
antiproliferativa proximas, com seletividade para a linhagem de rim (786-0).

O extrato bruto diclorometanico da amostra MC apresenta atividade antiproliferativa
para linhagem de glioma (U251).

Os extratos brutos diclorometanicos das amostras IS e IC apresentaram fraca atividade
antiproliferativa.

Os extratos brutos etandlicos de todas as amostras testadas ndo apresentam atividade

antiproliferativa.
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