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(567) Resumo: COMPOSICOES CONTENDO ALLIUM SATIVUM
LINN. (ALHO) NATURALMENTE ENRIQUECIDAS COM
COMPOSTOS ORGANICOS DE SELENIO PARA SUPLEMENTAGAO
NUTRICIONAL. A invengao divulga composig¢des de alho enriquecidas
com selénio que sdo um meio seguro e eficaz de oferecer quantidades
suplementares do nutriente micromineral essencial selénio para
humanos e animais.
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“COMPOSICOES CONTENDO ALLIUM SATIVUM LINN. (ALHO)
NATURALMENTE ENRIQUECIDAS COM COMPOSTOS ORGANICOS DE
SELENIO PARA SUPLEMENTAGAO NUTRICIONAL”
Campo Técnico
A presente invencao diz respeito a composigoes de alho naturaimente enriquecidas
com compostos organicos de selénio e a utilizagdo dessas composi¢gées para a
suplementagéo nutricional em humanos e animais.
Arte preliminar
O selénio € um micronutriente vital com multiplos papéis no crescimento e
funcionamento das células vivas em animais superiores € humanos. Em nivel
molecular, o selénio (como_' selenocisteina) € um componente essencial dos sitios
seletivos da enzima antioxidante glutationa peroxidase e das enzimas que
participam nas fungdes da tiredide iodotironina-5’-deiodinase e tioredoxina redutase
de mamiferos. O selénio também esta presente em diversas outras selenoproteinas
de mamiferos. A situacdo de baixo de teor de selénio tem sido vinculada a
ocorréncia de imunidade reduzida contra doengas e a prevaléncia de varias formas
de cancer.
O selénio ocorre em alimentos, através da absorgéo pelas plantas a partir do solo,
na forma dos selenoaminodacidos, selenometionina e selenocisteina e seus
derivados. Contudo, como o elemento é distribuido de forma desigual na crosta
terrestre, a suplementacao alimentar é freqilentemente necessaria. Os compostos
organicos de selénio sao preferidos para a suplementagdo em vista de sua
biodisponibilidade superior. Um suplemento nutricional ideal seria a parte de uma
planta comestivel enriquecida com selénio na qual o selénio acumula-se

metabolicamente na forma de compostos organicos de selénio biodisponiveis.
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Plantas que naturalmente contém niveis mais elevados dos aminoacidos que contém
enxofre como aquelas das espécies Allium e Brassica sao preferidas para o
enriquecimento, com base em critérios metabdlicos. Relata-se que o alho
enriquecido com selénio € util como suplemento nutricional na prevengao do cancer
(Ip et al., 1992, 1996; Ip e Lisk, 1993, 1997; Lu et al., 1996).
Ensaios de intervencao clinica e dados in vitro revelaram a eficacia do selénio na
forma de levedura de selénio ou selenometionina na prevengao do cancer (Clark et
al,, 1996, 1998), Ip et al (2000) descreveram o papel da especiagdo quimica na
atividade comparativa do alho enriquecido com selénio e da levedura de selénio na
prevencido do cancer de mama em ratos, em que o alho enriquecido com selénio
mostrou ser mais eficaz do que a levedura de selénio. Relata-se que a y-glutamil se-
metilselenocisteina é a principal forma de selénio no alho enriquecido com selénio,
enquanto que a L-selenometionina mostrou ser a principal forma de selénio na
levedura enriquecida com selénio. Entretanto, os presentes inventores identificaram
pela primeira vez a alilo-selenocisteina como outro selenoaminoacido importante
presente nas cabecgas de alho enriquecidas com selénio.
Estudos laboratoriais indicam que a y-glutamil-Se-metil-L-selenocisteina €& um
agenté quimiopreventivo eficaz, servindo como um veiculo para a Se-metil-L-
selenocisteina (Dong et al., 2001;Medina et al., 2001). A Se-metil-L-selenocisteina €
um composto de organoselénio quimiopreventivo bem pesquisado, o qual nédo €
incorporado nas proteinas do corpo e, portanto, € menos toxico do que outras
formas de selénio suplementar (Ip et al., 1994;Medina et al., 2001).
A solicitagéo de patente americana nimero 10/249,239 divulgou um novo processo
para a preparagdo de cabegas de alho naturalmente enriquecidas com uma

composic¢éo peculiar de compostos organicos de selénio através de uma técnica de
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cultura sem terra. A solicitacéo de patente americana nimero 10/605,578 descreveu
um processo para a preparagéo de um concentrado contendo compostos organicos
de selénio extraidos de cabegas de alho enriquecidas oriundo da solicitagdo de
patente americana numero 10/249,239, para suplementagéo nutricional em
humanos e animais.
Divulgacéao da lhvengéo
A invengao revela composigdes compreendendo acido metilselénico, alilo-
selenocisteina, os selenoaminoacidos  L-selenometionina e  Se-metil-L-
selenocisteina; e os dipeptideos de selenoaminoacido, N-y(L-glutamil) L-
selenometionina e N-y(L-glutamil)Se-metil-L-selenocisteina. Uma dispersdo desses
compostos é efetuada em pé de alho natural contendo 10 a 500 ppm de aliina, para
suplementagao nutricional.
O melhor modo de efetivar a invengéao
Exemplo 1: Processo para preparar uma composi¢cdo contendo compostos organicos
de seiénio bioativo seletivamente fracionados a partir de cabecgas de Allium sativum
Linn enriquecidas com selénio:
100 kg de cabecas de alho enriquecidas com selénio preparadas por uma técnica
de cultura sem terra foram esmagadas e submetidas a extragéo multifasica por fluido
supercritico seguida por separagdo cromatografica. Didéxido de carbono em alta
pressdo (10 a 60 MPa), modificado com etanol e agua (50:50), foi utilizado para
extrair o selénio contendo aminoacidos nao protéicos bem como dipeptideos de
selenoamioacido. Estes foram separados e purificados utilizando HPLC preparativo,
a fase movel e a agua foram removidas por evaporagado sob pressdo reduzida e
liofilizag&o para produzir as fragdes de seIenoarhinoécido bioativo e de dipeptideos

de selenoaminoacido. As fragdes obtidas foram misturadas com alho natural em po
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para produzir uma composi¢édo contendo 100 a 2000 ppm de selénio na forma de
compostos organicos de selénio.
Uma composicdo exemplar do concentrado de enriquecimento com selénio
configurada para fornecer um teor de selénio organico de 1000 ppm em pé de alho
natural contendo 200 ppm de aliina é detalhada na Tabela 1.
Tabela 1: Composi¢ao do concentrado de enriquecimento

Tabela 1

Componente Nivel em ppm Equivalente de selénio
elementar (ppm)

Acido metilselénico 25 15.6

Alilo-selenocisteina 378 143.6

Se-metil-L-selenocisteina 120 | 52.3

L-selenometionina 75 30.9

N-y (L-glutamil) L-| 60 15.0

selenometionina

N-y (L-glutamil) Se-metil- | 344 87.0

L-selenocisteina

Total = 1002 344 .4

Exemplo 2: Estudos toxicologicos sobre o alho em pé enriquecido com selénio

O estudo foi concebido para determinar a toxidez oral aguda do alho em pé
enriquecido com a mistura do Exemplo 1, em ratos Sprague Dawley (machos e
fémeas) com idade de 6 a 8 semanas e com peso variando de 124,1 g a 140,6 g. Os
ratos foram selecionados aleatoriamente em grupos de 5 do mesmo sexo.

A substancia de teste suspensa em agua foi administrada por via oral nos ratos, sob

um volume de dosagem de 10 ml/kg. Dez ratos (5 machos e 5 fémeas) foram
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alocados para um tratamento com 2000 mg/kg da composigédo de teste. Os ratos
foram observados por 14 dias apds o tratamento. Todos os animais sobreviveram
durante o periodo de estudo de 14 dias e encontravam-se livres de sinais de
intoxicagdo 1 a 2 horas ap6s o tratamento. O valor LD50 da composigéo nos ratos
por administragdo oral mostrou ser maior do que 2000 mg/kg de peso corporal.
Exemplo 3: A eficacia clinica e seguranga da composigéo
Objetivo do estudo: determinar a eficacia e seguranga da composigao na redugao
dos niveis de estresse oxidativo.
Delineamento do estudo: estudo unicéntrico, prospectivo e aberto de 42 dias para
medir a eficacia e seguranga da composigdo. Nesse estudo de 42 dias, cada
paciente recebeu a composigao (fornecendo 100 mcg de selénio elementar) em
dose Unica, diariamente apdés uma refeigdo. Selecdo de sujeitos: Os critérios de
selegao estipulavam que os sujeitos possuissem um IMC (indice de massa corporal)
de 20-38 kg/m?, e estivessem na faixa etaria de 35 a 60 anos, com risco aumentado
de doenca cardiaca. Esses sujeitos estariam, porém, com boa saude, sem historia
de aléoolismo ou abuso de drogas e sem alergias conhecidas. As fungdes renal e
hepatica seriam normais. 13 sujeitos (na faixa etéria de 25 a 43 anos, 6 homens e 7
mulheres) participaram do estudo.
Procedimentos do estudo: A eficacia foi avaliada com base na alteragao do estresse
oxidativo, como evidenciado através da medigao do perfil antioxidante. A seguranga
foi avaliada com base na fungdo hepatica padrao e em testes da fungéo renal.
Eventos adversos, caso ocorressem, eram registrados. A funcéo hepatica é avaliada
por meio de marcadores enzimaticos especificos. Por exemplo, tanto a SGPT
(glutamato-piruvato-transaminase sérica) quanto a SGOT (glutamato-oxaloacetato-

transaminase sérica) sao importantes no diagnéstico clinico de doengas. Essas
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enzimas, particularmente abundantes no coragéo e figado, sao liberadas a partir de
células lesadas no infarto do miocardio, infecgdes, dano hepatico ou doenga
cardiovascular. Testes da funcdo renal buscam avaliar o quéo bem os rins filtram e
transportam residuos metabolicos do sangue para a urina. Os niveis de creatinina
sérica, uréia sérica e eletrélitos (sodio, potassio e cloreto) sao medidos. A TSE (taxa
de sedimentacdo de eritrocitos) e niveis de hemoglobina, caso normais, oferecem
uma indicagdo da presenga de doenga.
Resultados: Eficacia: Do dia 0 (avaliagao inicial) ao dia 21, e do dia 0 ao dia 42, a
peroxidacdo lipidica plasmatica teve redugcdo média de 5,39 unidades e 9,28
unidades, respectivamente. Ambas as redugbes foram estatisticamente
significativas. A contagem de antioxidantes dos linfécitos para a glutationa-S-
tranferase e superéxido dismutase mostrou um aumento do dia 0 ao dia 21 e do dia
0 ao dia 42. Os valores da catalase reduziram-se durante esse periodo. Todas as
diferengas médias desde a avaliagdo inicial mostraram ser estatisticamente
significativas.
Seguranga: Os valores laboratoriais dos parametros para a fungao hepatica e fungéo
renal mostraram estar dentro de limites admissiveis, com pequenas alteragbes
relatadas durante o estudo. A variagao ficou dentro de 5% dos valores normais. Da
mesma forma, os perfis lipidicos sangiliineos permaneceram dentro da faixa normal.
Nenhum evento adverso foi observado em qualquer um dos sujeitos ou relatado
durante o estudo.
Conclusdes: Os resultados deste estudo clinico prospectivo sugerem que a
composicao reduz eficazmente os niveis de estresse oxidativo e € segura para uso
como suplemento nutricional antioxidante.

Ainda que uma incorporagdo exemplar da composicdo e seu uso sejam
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apresentados na invengao atual, a intengcdo €& abranger todas modificacbes e

alteragbes que caem dentro do escopo das reivindicagdes anexadas.



10

15

20

25

1/2

REIVINDICAGCOES
1. “ALHO ENRIQUECIDO COM UM CONCENTRADO DE COMPOSTOS DE
SELENIO PARA SUPLEMENTAGAO NUTRICIONAL”, caracterizado por
compreender: de cerca de 10 ppm até cerca de 550 ppm de acido metilselénico; de
cerca de 10 ppm até 500 ppm de alilo-selenocisteina; de cerca de 10 ppm até cerca
dé 500 ppm de L-selenometionina; de cerca de 10 ppm até cerca de 500 ppm de
Se-metil-L-selenocisteina; de cerca de 10 ppm até cerca de 500 ppm de N-y (L-
glutamil) L-selenometionina; e de cerca de 10 ppm até cerca de 500 ppm de N-y (L-
glutamil) Se-metil-L-selenocisteina.
2. “SUPLEMENTO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo suplemento compreender também cerca de 10 ppm até cerca
de 500 ppm de aliina.
3. “SUPLEMENTO DE ALHO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo suplemento encontrar-se na forma de po e
fornece cerca de 100 ppm até cerca de 2000 ppm de selénio elementar.
4. “‘SUPLEMENTO DE ALHO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo suplemento compreender também um material
de veiculo farmaceuticamente aceitavel.
5. “SUPLEMENTO DE ALHO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por ser administrado oralmente uma vez ao dia em
um sujeito humano ou animal para manuten¢éao da salde geral.
6. “SUPLEMENTO DE ALHO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pela dosagem diaria total ser dividida e administrada
em por¢des durante o dia em humanos e animais.

7. “SUPLEMENTO DE ALHO ENRIQUECIDO COM SELENIO”, de acordo com a
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reivindicagdo 1, caracterizado pela forma de dosagem ser comprimida em um

tablete ou preenchida em uma capsula gelatinosa macia ou dura, ou adicionada a

um produto alimenticio.
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