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Dezoito ratos wistar foram utilizados para investigar
os efeitos de selenito de sodio (Na,SeO,) e de selénio,
proveniente de leveduras (Sel) sobre os danos
induzidos por aflatoxinas. Os animais foram
distribuidos em seis grupos de tratamento com trés
repeticbes cada: grupo 1 = controle; grupo 2 =
480 ug kg* de aflatoxinas (AF); grupo 3 = 0,5 mg de
Na,SeO, por kg de dieta; grupo 4 = 0,5 mg de SelL
por kg de dieta; grupo 5 = AF + 0,5 mg de Na,SeO,
por kg de dieta e grupo 6 = AF + 0,5 mg de SeL por kg
de dieta. Aos 28 dias de ensaio os animais foram
sacrificados para exame histopatoldgico. Os animais
do grupo AF evidenciaram poucos sinais de
hepatotoxicidade. Nos grupos AF + Na,SeO, e AF +
SelL, os animais apresentaram figados muito bem
preservados. Os grupos que receberam Na,SeO, e
Sel revelaram algumas alteragfes. Conclui-se que
o selenito de sédio e SeL evidenciaram potencial para
diminuir os danos provocados por aflatoxinas.
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1 INTRODUCAO

A cada dia aumenta a preocupacédo com a qualidade de vida das pessoas. A producédo e o
aproveitamento de alimentos saudaveis tém participacdo importante para o bem-estar e a salde
humana. Entretanto, é corriqueira a presenca de substancias nocivas em produtos destinados a
alimentacao. Merece atencdo a ocorréncia de micotoxinas, que sdo moléculas altamente toxicas e
gue podem oferecer sérios riscos a sanidade de humanos e de animais. Entre as micotoxinas, as
aflatoxinas sdo as mais conhecidas por serem as mais toxicas. As aflatoxinas sdo produzidas por
algumas linhagens Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius e quando ingeridas podem provocar
sérios prejuizos a salde humana ou de animais (HEATHCOTE e HIBBERT, 1978; ELLIS, SMITH e
SIMPSON 1991).

Bioquimicamente, as aflatoxinas podem afetar os metabolismos de energia, de carboidratos,
de lipidios, dos acidos nucléicos e das proteinas. Os efeitos bioldgicos envolvem carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade e aflatoxicoses (ELLIS, SMITH e SIMPSON, 1991).

O impacto econdmico resultante da contaminacédo por aflatoxina ocorre em todos 0s niveis
da producéo vegetal e animal envolvidos, comercializagdo da producéo e utilizacdo dos produtos
(KUBENA et al., 1990). A facilidade e freqiiéncia com que as aflatoxinas contaminam os produtos
agricolas, bem como a exposi¢do de animais a esses compostos quimicos via dieta contaminada,
podem ser as principais diferencas entre o lucro e o prejuizo em muitas atividades da agroinddstria
(HAMILTON, 1984).

Entre os possiveis agentes que podem ser utilizados para a minimizar os danos promovidos
pelas aflatoxinas encontram-se 0s agentes antioxidantes, dentre os quais pode-se destacar o selénio
(LEI et al., 1990). Além de fornecer inimeros beneficios a satde animal e humana, o selénio (Se)
tem sido apontado como agente promissor para a inibicdo de danos promovidos por micotoxinas,
em especial, pelas aflatoxinas (LEI et al., 1990; SHI, HEW e ONG 1995). A funcao do selénio esta
ligada a enzima glutationa peroxidase (GPS-Px), uma oxirredutase que evita a formacédo de
lipoperdxidos toxicos. A descoberta da sua participacao junto a GSP-Px foi a chave para o
entendimento da sua importancia em nutricdo e saude (ROTRUCK et al., 1973).

Em niveis ndo-téxicos, o selénio tanto na forma inorgénica como na forma organica tem
demonstrado eficiéncia na inibicdo da citotoxicidade induzida por aflatoxina B,. A forma organica é
menos téxica do que a inorganica, entretanto, a forma inorganica é mais eficaz para inibir a morte
celular induzida por aflatoxinas (SHI, HEW e ONG 1995).

Os sérios riscos a saude publica oferecidos pelas aflatoxinas e a possibilidade promissora
de se minimizar aflatoxicoses com a utilizacdo de Se tornam relevante o desenvolvimento de
pesquisas esclarecedoras nesse sentido. Desta forma, o propdsito deste trabalho foi investigar os
efeitos promovidos por aflatoxinas em presenca de dietas suplementadas com Se.

2 MATERIAL E METODOS

Dezoito ratos albinos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com 21 a 25 dias de idade e
pesando aproximadamente 65 gramas cada, foram distribuidos em gaiolas individuais e separados
inteiramente ao acaso em seis grupos de tratamentos (com 3 repeticdes cada) para avaliar os
efeitos promovidos por aflatoxinas na presenca de dietas suplementadas com selénio. Os tratamentos
foram:

o grupo 1 = controle livre de aflatoxinas (AF), niveis né&o-detectaveis (ND)
<0,5 ug kg™;

o grupo 2 = 480 ug kg* de AF - média (M) (255 ug kg* por 10 dias e 600 ug kg™ por 18 dias);

o grupo 3 = AF (M) + 0,5 mg de Na,SeO, por kg de dieta;
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° grupo 4 = AF (M) + 0,5 mg de SeL por kg de dieta;
° grupo 5 = 0,5 mg de Na,SeO, por kg de dieta; e
° grupo 6 = 0,5 mg de SeL por kg de dieta.

Os animais foram alimentados durante 28 dias com dieta a base de proteina, carboidratos,
lipidios, fibras, mistura mineral e mistura vitaminica, dieta AIN-93G, descrita por REEVES, NIELSEN
e FAHEY (1993). Os animais receberam agua “ad libitum” e 15 gramas de dieta (cada animal)
diariamente. Efetuou-se a contaminacdo das dietas pela adicdo de amendoim naturalmente
contaminado por aflatoxinas. Foi utilizado Na,SeO, obtido no comércio local de Piracicaba e SeL
do Departamento de Agroindustria e Nutricdo, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade Sao Paulo. Todas as dietas foram estocadas em camara fria até seu o fornecimento
aos animais.

A determinacao de aflatoxinas foi realizada por cromatografia em camada delgada, conforme
metodologia descrita por SOARES e RODRIGUES-AMAYA (1989), com adaptacdes como a
quantificagdo mediante cromatografia bi-direcional em que o limite de deteccdo para as quatro
aflatoxinas é de 0,5 ug kg*.

Apds 28 dias de ensaio, os animais foram anestesiados em camara saturada com halotano.
Em seguida, tiveram suas cavidades abdominais abertas e seus 6rgaos internos (figado, coracao,
rins e baco) extraidos e pesados. Os figados foram fixados em solucéo de formol 10% até o preparo
para a histologia. Logo apés o sacrificio, realizou-se a coleta de sangue dos animais.

As laminas histologicas, preparadas conforme as técnicas histolégicas descritas no Compéndio
basico de técnicas histologicas (PACHECO, 1981), foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).
Apbs o preparo, as laminas foram observadas ao microscopio de luz com aumento de 16 x 1,25 x
10 (200 x).

Os tecidos hepaticos dos animais que receberam dieta livre de aflatoxinas foram adotados
como padrao de referéncia para isencéo de toxicidade.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variancia e ao Teste de Comparacgéo
de Médias de Tukey ao nivel de significAncia de 5%, usando-se o programa SAS (HERZBERG,
1990).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 APROVEITAMENTO ALIMENTAR E PESOS DE ORGAO INTERNOS

As médias de consumo de alimento, de ganho de peso e de peso relativo dos 6rgaos internos
(figado, rins, coragdo e baco) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos nao diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 1). Tais resultados s&o concordantes com o0s encontrados em
diversos trabalhos. BAPTISTA et al. (2001; 2002 e 2003) observaram que ratos albinos da linhagem
Wistar ao receberem dietas contaminadas com aflatoxinas ndo apresentaram diferencas significativas
para esses parametros, quando comparados com animais que receberam dietas livres de aflatoxinas.
Justificaram suas observacdes com base no trabalho de BARNES e BUTLER (1964), os quais
relataram que ratos séo animais tolerantes a toxicidade promovida pelas aflatoxinas. As médias de
conversdo alimentar foram semelhantes entre si para os diferentes tratamentos, exceto para 0s
animais que receberam o tratamento 3 (médias de conversao alimentar menores do que 0s animais
submetidos ao tratamento 4). Tal fato indica que os animais que receberam dietas contaminadas
por aflatoxinas na presenca de selenito de sddio evidenciaram maior habilidade para aproveitar os
alimentos do que aqueles que receberam dietas contaminadas por aflatoxinas na presenca de
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selénio (proveniente de leveduras). Esses resultados estdo de acordo com SHI et al. (1995), que
verificaram maior eficiéncia do selenito de sddio para diminuir a citotoxicidade induzida pelas
aflatoxinas do que o selénio organico proveniente de leveduras.

TABELA 1 - PARAMETROS DE AVALIACAO DO APROVEITAMENTO DOS
ALIMENTOS E PESO RELATIVO DE ORGAOS INTERNOS

Consumo Ganhode Conversdo Peso relativo por 100 gramas de peso vivo

médio peso alimentar
Tratamentos (g/dia) médio (%) Figado Rins Coragéo Baco
(g/dia) (9) (@ (@ @)
Tl 5,00 a 14,52 a 2,95 ab 3,62a 0,95a 0,49 a 0,38 a
T2 490a 12,60 a 2,62 ab 4,03a 1,02a 0,42 a 0,47 a
T3 490 a 12,38 a 253b 4,12 a 1,00 a 0,40 a 0,46 a
T4 4,67 a 18,65 a 3,99 a 3,90 a 0,98 a 0,47 a 0,44 a
T5 5,60 a 14,80 a 2,66 ab 3,87a 0,96 a 0,46 a 0,38 a
T6 4,62 a 14,40 a 3,11 ab 3,64a 091a 0,45 a 0,40 a

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey.

3.2 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Os resultados obtidos demonstraram que os tecidos hepaticos dos animais que receberam
dietas livres de aflatoxinas ndo apresentaram sinais de intoxicacdo (Figura 1). Os animais que
receberam dietas somente com aflatoxinas (grupo 2) néo tiveram seus tecidos hepéaticos muito
alterados, apresentando poucos danos celulares e algumas vacuoliza¢gfes que poderiam ser edema
ou alteragcdo gordurosa. Contudo, as modifica¢cdes indicaram que as alteragfes encontravam-se
em estado inicial (Figura 2) e podiam se agravar caso a exposicdo a toxina fosse continuada, ou
serem revertidas ao quadro clinico normal com a suspensdo do tratamento. Esses resultados
corroboram parcialmente os encontrados por HEATCOTHE e HIBBERT, 1978 e ELLIS, SMITH e
SIMPSON, 1991 que relataram sinais evidentes e pronunciados de hepatotoxicidade em animais
que ingeriram dietas contaminadas por aflatoxinas. Essas diferencas podem ser atribuidas ao modo
como foi conduzida esta pesquisa, uma vez que inicialmente foi ministrada dose menor de aflatoxinas
(255 ng kg') com aumento nessa contaminacdo para aproximadamente 600 pg kg*. Os resultados
indicam que o fato de se fornecer dose inicial baixa parece ter induzido tolerancia as maiores
doses de aflatoxinas e com isso 0s danos celulares apresentados ap6s o periodo experimental ndo
foram muito pronunciados. Tal fato pode ser explicado pelas afirmac6es de ROBBINS, ANGELL e
KUMAR (1986), os quais relataram que quando os distirbios ocorridos em uma célula ndo séo
muito pronunciados, essa tende a se adaptar e com isso pode superar a condicao desfavoravel a
qual foi submetida.

Os animais que receberam dietas com AF (M) mais Na,SeO, e AF (M) mais SeL apresentaram
tecidos hepaticos muito bem preservados, com menos vacuolizagfes do que 0s que receberam
dietas com AF(M). Tal fato indica que o selénio promoveu efeito protetor razoavel contra aflatoxinas
(Figuras 3 e 4). Esses resultados reforcam os relatos dos trabalhos conduzidos por LEI et al.(1990);
NYANDIEKA, WAKHIS e KILONZO (1990) e SHI et al. (1994 e 1995), os quais descreveram que 0
selénio parecia apresentar propriedades protetoras contra as aflatoxinas. Além disso, atribuiram
tal capacidade inibitéria aos danos promovidos por aflatoxinas ao potencial antioxidante do selénio.
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FIGURA 1 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO  FIGURA 2 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO
HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM
DIETA LIVRE DE AFLATOXINAS* DIETA CONTAMINADA POR AFLATOXINAS*

FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO  FIGURA 4 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO
HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM
DIETA CONTAMINADA POR AFLATOXINAS DIETA CONTAMINADA POR AFLATOXINAS

+ SELENITO DE SODIO* + SELENIO PROVENIENTE DE LEVEDURAS*
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Os ratos submetidos aos tratamentos com dieta-padrdo suplementada com Na,SeO, ou
com Sel puros apresentaram alteragfes hepaticas, com vacuolizagdes e poucas figuras de necrose
de nucleo, indicando que as doses ministradas puras podem induzir hepatotoxidez (Figuras 5 e 6).
Esses resultados podem ser explicados por relatos de outros autores, que afirmaram que niveis
inadequados de selénio podem ser téxicos e promover alteracdes celulares (FRANCO, 1992;
SCHRAUZER, 2000).

FIGURA 5 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO  FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIA DO TECIDO
HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM HEPATICO DE RATOS ALIMENTADOS COM
DIETA LIVRE DE AFLATOXINAS DIETA LIVRE DE AFLATOXINAS + SELENIO
+ SELENITO DE SODIO* PROVENIENTE DE LEVEDURAS*

* Aumento de 200 X.

4 CONCLUSAO

Os animais que receberam suplementagédo alimentar com selenito de sédio em dieta
contaminada com aflatoxinas apresentaram maior converséo alimentar do que aqueles que recebem
suplementacdo com selénio proveniente de leveduras sob as mesmas condi¢cdes.

Embora o selenito de sodio e o selénio proveniente de leveduras apresentem potencial para
reduzir os danos induzidos por aflatoxinas, o emprego de altas doses desse antioxidante em dietas
livres de aflatoxinas pode induzir & hepatotoxicidade em animais. Desta forma, a suplementagéo
desse mineral em doses acima do normal deve ser recomendada somente para 0s casos em que
as dietas estiverem contaminadas com aflatoxinas.
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ABSTRACT

CAPACITY OF TWO SOURCES OF SELENIUM TO REDUCE HEPATOTOCIXITY CAUSED BY
AFLATOXINS INGESTION

Eighteen wistar rats were used to evaluate the effect of sodium selenate (Na,SeO,) and of selenium originating
from yeasts (SelL) on the damages induced by aflatoxins. The animals were distributed in six groups, of three
repetition each: group 1 = control; group 2 = 480 ug aflatoxins kg™ (AF); group 3 = 0.5 mg of Na,SeO, per kg
of diet; group 4 = 0.5 mg of SelL per kg of diet; group 5 = AF + 0.5 mg of Na,SeO, per kg of diet and group
6 = AF + 0.5 mg of SeL per kg of diet. After 28 days of essay, the animals were slaughtered for the
histo-pathological study. The animals of the group AF showed few hepatotoxicity signs. In the groups AF plus
Na,SeO, and AF plus SeL, the animals presented livers very well preserved. The animals that received
Na,SeO, or SeL showed some alterations. In conclusion, the sodium selenate and SelL showed potential to
reduce the damages caused by aflatoxins.

KEY-WORDS: MICOTOXINS; ANTIOXIDANT; YEAST, LIVER; GLUTATHIONE PEROXIDASE.
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