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RESUMO
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Fundacdo Universidade Federal do Pampa

EFEITO DO CADMIO E DO SELENO-FURANOSIDEO SOBRE A ATIVIDADE DA
8- AMINOLEVULINATO DESIDRATASE DE OVARIO IN VITRO E EX VIVO.

AUTOR: Laura Musacchio Vargas
ORIENTADOR: Daniela dos Santos Brum
Data e local da defesa: Uruguaiana, 22 de Fevereiro de 2014.

A $-aminolevulinato desidratase (8-ALA-D) é uma metaloenzima que requer ions zinco para sua atividade
catalitica maxima. Devido a sua natureza sulfidrilica, a 5-ALA-D é extremamente sensivel a presenca de agentes
oxidantes, sendo inibida por metais pesados que possuam elevada afinidade por grupamentos sulfidrilicos, como
0 Céadmio (Cd). O Cd é um metal pesado e um elemento n&o essencial utilizado industrialmente. E um dos
poluentes mais téxicos distribuidos no meio ambiente, uma vez que atividades antropogénicas fizeram com que
sua concentracdo aumentasse na atmosfera e se tornasse um contaminante de alimentos e 4gua. Uma importante
fonte de Cd nos seres humanos é através da inalacdo da fumaca de cigarro, pois ja que possui uma alta
biodisponibilidade, ¢ facilmente depositado em varios tecidos, especialmente o trato reprodutivo. Embora este
metal possa causar graves danos aos embrides e aos 6rgdos reprodutivos, 0os mecanismos precisos referentes a
sua toxicidade permanecem incertos. O objetivo deste tabalho foi avaliar o efeito do cadmio e do seleno-
furanosideo sobre a atividade da enzima 3-ALA-D de ovério, in vitro e ex vivo. Observou-se que baixas
concentracdes de Cd inibiram a atividade da enzima 3-ALA-D em ovario de vaca in vitro, e o valor da ICs
obtido foi de 19,17 uM. O Seleno- furanosideo (10, 50, 100, 200, 400 e 1000 uM) néo foi capaz de reverter a
toxicidade do Cd no tecido ovariano bovino in vitro. Foi demonstrado também o possivel mecanismo pelo qual o
Cd inibe a atividade da enzima 6-ALA-D, utilizando o ditiotreitol (DTT) e o Cloreto de Zinco (ZnCl,), onde foi
demonstrado que o DTT (3mM) protegeu a inibi¢do da atividade da enzima causada pelo Cd, enquanto o ZnCl,
(100uM) ndo protegeu o efeito inibitério do metal, sugerindo que a inibicdo da atividade da enzima estaria
relacionado a oxidacdo dos grupos tidlicos. No estudo ex vivo utilizando camundongos Swiss (fémeas adultas), a
exposi¢do aguda ao Cd (2,5 e 5 mg/kg intraperitoneal) provocou uma inibigdo significativa da atividade da -
ALA-D de ovario (cerca de 27% e 34%, respectivamente). A terapia com o seleno- furanosideo ex vivo (100
pumol/kg) foi capaz de restaurar a atividade enzimética. Assim, foi demonstrado pela primeira vez que a atividade
da enzima 3-ALA-D ovariana é inibida pelo Cd tanto in vitro como ex vivo. Além disso, a terapia com o seleno-
furanosideo foi eficaz em restaurar a atividade da enzima inibida pela exposicdo ao Cd em ovério de
camundongas, mas nao foi eficaz em reverter o efeito do metal in vitro. Neste estudo, foi encontrado um novo
marcador de toxicidade de Cd no tecido ovariano, bem como o efeito benéfico de um novo composto para tratar

o efeito do metal apds a exposicéo aguda do Cd.

Palavras- chave: Cadmio, ovario, 3-ALA-D, seleno- furanosideo, camundongo
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8- aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) is a metalloenzyme that requires zinc ions for maximum catalytic
activity. Due to its sulphidrilic nature, 5-ALA-D is very sensitive to the presence of oxidizing agents being
inhibited by heavy metals that have a high affinity for sulfhydryl groups such as cadmium (Cd). Cd is a heavy
metal and a non-essential element used industrially. It is one of the most toxic pollutants distributed in the
environment, since anthropogenic activities have increased its concentration in the atmosphere and become a
contaminant of food and water. An important source of Cd in humans is through inhalation of cigarette smoke,
because since it has a high bioavailability, is easily deposited in various tissues, especially the reproductive tract.
Although this metal can cause serious damage to embryos and reproductive organs, the precise mechanisms
relating to its toxicity remain uncertain . The objective of this work was to evaluate the effect of cadmium and
seleno - furanoside on the activity of the enzyme 3-ALA-D ovary , in vitro and ex vivo. We observed that low
concentrations of Cd inhibited cow ovary 8-ALA-D activity in vitro and the ICs, value obtained was 19.17 pM.
The Seleno-furanoside (10, 50, 100, 200, 400 and 1000 uM) did not reverse the Cd toxicity in bovine ovarian
tissue in vitro. It was also shown possible mechanism by which Cd inhibits the enzyme activity of 3-ALA-D
using dithiothreitol (DTT) and Zinc Chloride (ZnCl,), where it was shown that DTT (3 mM) protected against
enzyme activity inhibited by Cd while the ZnCl, (100uM) did not protect the inhibitory effect of the metal,
suggesting that the inhibition of enzyme activity is related to the oxidation of thiol groups. In the ex vivo sturdy
using Swiss (adult females), acute exposure to Cd (2.5 and 5 mg / kg intraperitoneally) caused a significant
inhibition of 8-ALA-D ovarian (about 27% and 34% activity, respectively). Therapy with seleno-furanosideo ex
vivo (100 umol /kg) was able to restore enzyme activity. Thus, it was demonstred for the first time that the
activity of 8-ALA-D ovarian enzyme is inhibited by Cd both in vitro and ex vivo. In addition, therapy with
seleno-furanoside was effective in restoring the enzyme activity inhibited by Cd exposure in mice ovary but was
not effective in reversing the effect of metal in vitro. This study found a new marker of toxicity of Cd in ovarian
tissue, as well as the beneficial effect of a new compound for treating metal effect after acute exposure of Cd

Keywords: cadmium; ovary; 8-ALA-D; seleno-furanoside; mice.
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1. INTRODUCAO

O Cédmio (Cd) é um metal toxico proveniente de fontes industriais e agricolas, com
uma longa meia- vida bioldgica (10-30 anos) (Xiang, Wen, Wu, Jiang, He, & Liu, 2012).
Sendo um metal pesado e um elemento ndo-essencial utilizado industrialmente, esta presente
normalmente em baixas concentragdes no ambiente, mas atividades antropogénicas fizeram
com que sua concentragdo aumentasse na atmosfera e se tornasse um contaminante de agua,
alimentos (WHO, 2010), fertilizantes e pesticidas (Zhai, Liao, Chen, Yan, Xie, Wu, et al.,
2008), bem como estd presente nos residuos de mineracdo, pigmentos e baterias niquel-
cadmio, resultando em uma ampla poluicdo do solo agricola (Liao, Chen, Xie, & Liu, 2005).
Uma importante forma de exposicdo de Cd aos seres humanos é através da inalacdo da
fumaca de cigarro, pois ja que possui uma alta biodisponibilidade, é facilmente depositado em
varios tecidos, especialmente o trato reprodutivo (Thompson & Bannigan, 2008).

Neste contexto, muitos trabalhos ja relacionaram a exposi¢cdo ao Cd com niveis
reduzidos de progesterona (Piasek, Blanusa, Kostial, & Laskey, 2001), inibicdo da sintese da
17- B estradiol (Das & Mukherjee, 2013), bem como inibigdo da atividade da enzima &-
aminolevulianto desidratase (6-ALA-D) testicular (Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento,
& Nogueira, 2004). Assim, os oOrgdos reprodutivos de fumantes estdo em maior risco de
exposicdo a niveis toxicos de Cd. A toxicidade reprodutiva do Cd tornou-se motivo de grande
preocupacao nos ultimos anos, embora seu mecanismo toxico ainda permanece desconhecido
(Zhang, Yang, Wang, Xia, Xu, Jia, et al., 2007), e as pesquisas sobre a sua prevencédo e cura
ainda nao foram completamente elucidados.

A 3-ALA-D (E.C. 4.2.1.24) é uma enzima que catalisa 0 segundo passo da biossintese
do heme. Ela condensa duas moléculas do acido &-Aminolevulinico (acido 5-
aminolevulinico), com perda de duas moléculas de &gua, para formar o composto
monopirrolico porfobilinogénio (Jaffe, 2004). A 5-ALA-D é uma enzima que contém dois
grupamentos tiol, e sua atividade catalitica é muito sensivel a agentes oxidantes
(Golombieski, Graichen, Pivetta, Nogueira, Loreto, & Rocha, 2008; Kade, Paixao, Rodrigues,
Barbosa, Braga, Avila, et al., 2008; Nogueira, Zeni, & Rocha, 2004), a metais pesados que
possuam elevada afinidade por grupamentos sulfidrilicos, como o chumbo e o cadmio [para
uma revisdo vide Rocha, Saraiva, Garcia, Gravina, and Nogueira (2012)] e em situacfes

associadas com o estresse oxidativo (Folmer, Soares, & Rocha, 2002; Souza, Rocha,
12



Nogueira, Borges, Kaizer, Morsch, et al., 2007). Deste modo, a enzima -ALA-D poderia ser
utilizada como um marcador de toxicidade do metal.

Muitos estudos j& demonstraram que o uso de antioxidantes sdo componentes
importantes em um tratamento eficaz para a intoxicacdo por Cd (Soares, lzaguirry, Vargas,
Mendez, Spiazzi, & Santos, 2013; Spiazzi, Manfredini, Barcellos da Silva, Flores, Izaguirry,
Vargas, et al., 2013). Durante as Ultimas décadas, o interesse pelos compostos organicos de Se
tem se intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes compostos
possui propriedades farmacoldgicas (Nogueira, Zeni et al. 2004) e antioxidantes (Brandao,
Santos, Oliveira, Roman, & Nogueira, 2009; Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, &
Nogueira, 2004; Santos, Zeni, Rocha, Weis, Fachinetto, Favero, et al., 2005)

Anteriormente ja foi demonstrado que o disseleneto de difenila [Ph(Se),] foi eficaz em
restaurar o dano oxidativo causado pelo Cd em testiculo de camundongos (Branddo, Santos,
Oliveira, Roman, & Nogueira, 2009; Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, & Nogueira,
2004; Santos, Zeni, Rocha, do Nascimento, Marques, & Nogueira, 2005). Desta forma, uma
classe de carboidratos contendo selénio tém sido estudada para avaliar o seu potencial
antioxidante e efeitos bioldgicos e toxicoldgicos.

No presente estudo, examinou-se o efeito de Cd sobre a atividade da enzima 6-ALA-D
de ovario bovino in vitro. Além disso, estudou-se o possivel efeito de um novo composto
organico de selénio (seleno-furanosideo) na restauracdo da atividade da 6-ALA-D inibida por
Cd. Levando-se em conta que as observacfes in vitro contribuem apenas como guia para
toxicidade do Cd e a interacdo entre metal antioxidante, um estudo ex vivo foi feito para
determinar a toxicidade do Cd em tecido ovariano ,assim como verificar o efeito do seleno-

furanosideo e sua interacdo com o metal em ovarios de camundongas.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 8- Aminolevulinato Desidratase (8- ALA-D)

A d-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D), conhecida como porfobilinogénio
sintase, é uma enzima contendo grupos sulfidrila (-SH), que catalisa a condensacao
assimétrica de duas moléculas de 6-aminolevulinato (acido aminolevulinico, 5-ALA) para
produzir porfobilinogénio, sendo este um precursor da sintese dos tetrapirrdis nas células. Os
tetrapirrois, como o heme e a clorofila, sdo essenciais para 0 metabolismo aerobico e para a
fixacdo do carbono (Rocha, Saraiva, Garcia, Gravina, & Nogueira, 2012). Consequentemente,
0S agentes toxicos ou metabolitos que interrompem ou interferem com a sintese dos
tetrapirrois podem causar efeitos no metabolismo celular(Heinemann, Jahn, & Jahn, 2008).

A inibi¢do da 6-ALA-D pode afetar desfavorecidamente as vias de biossintese do
heme, podendo ter consequéncias patoldgicas, como a anemia (da Silva, Rocha, Morsch,
Zanin, Kaizer, Maldonado, et al., 2007), cancer (Goncalves, Benvegnu, Bonfanti, Frediani,
Pereira, & Rocha, 2009), insuficiéncia renal cronica (Fontanellas, Navarro, Moran-Jimenez,
Sanchez-Fructuoso, Vegh, Barrientos, et al., 2002) e diabetes mellitus (Bonfanti, Ceolin,
Valcorte, De Bona, de Lucca, Goncalves, et al., 2011).

A 3-ALA-D é uma metaloenzima que requer ions zinco para a sua atividade catalitica
méaxima (Pimentel Vieira, Rocha, Schetinger, Morsch, Rodrigues, Tuerlinckz, et al., 2000).
Portanto, essa enzima pode ser inibida por substancias que competem com o zinco ou ainda
gue oxidem os grupos —SH. O Zn também esta envolvido na estabilizacdo de grupos tiol /
tiolato vicinais e a sua remoc¢do por agentes quelantes pode acelerar a auto-oxidacdo da
enzima (Emanuelli, Rocha, Pereira, Nascimento, Souza, & Beber, 1998). InUmeros metais
como mercurio (Peixoto, Kratz, Roza, Morsch, & Pereira, 2007), chumbo (Q. Wang, Ye,
Zhao, Chen, & Zhou, 2011), cadmio (Brandao, de Oliveira, & Nogueira, 2010; Brandéo,
Santos, Oliveira, Roman, & Nogueira, 2009; Luchese, Zeni, Rocha, Nogueira, & Santos,
2007; Santos, Rocha, & Nogueira, 2006; Santos, et al., 2005; Santos, Zeni, Rocha, do

Nascimento, Marques, & Nogueira, 2005) e outros compostos, que oxidam 0S grupos
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sulfidrilicos podem modificar a atividade da enzima (Flora, Dubey, Kannan, Chauhan, Pant,
& Jaiswal, 2002; G. Wang & Fowler, 2008). Deste modo, a atividade da 3-ALA-D poderia ser
utilizada como um marcador de toxicidade do metal.

Esta situacdo pode estar associada com o estresse oxidativo, pois além da insuficiente
producdo de heme, a inibi¢ao da 6-ALA-D pode resultar no acumulo do substrato o-ALA, que
esta relacionado com a superproducdo de Espécies Reativas (ERO), como OH' (radical
hidroxila), o O,” (anion superoxido) e o H,0, (peroxido de hidrogénio). (Brito, da Rocha,
Puntel, da Luz, Barbosa, de Carvalho, et al., 2011), como demonstrado na figura 1.

ERO «—
faLA

;

-y _
d=-ALA-D Zn(ll)  —- &-ALA-D :} PBG

metal X(ll) -
(1)
heme

Figura 1: Esquema da possivel interferéncia dos metais na atividade da enzima &- aminilevulinato desidratase
(6-ALA-D). Ao inibir a atividade da enzima a sintese de porfobirinogénio (PBG) é diminuida e ocorre o0 acimulo
do substrado acido 6-aminolevulinico (ALA) que esta relacionado com a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Adaptado de Rocha et al. (2012) (Graphical Abstract).

Do ponto de vista toxicoldgico, estudos de Onuki, Medeiros, Bechara, and Di Mascio
(1994) demonstraram que o substrato da enzima 8-ALA-D, o d-ALA pode apresentar
propriedades pré-oxidantes sob condicdes fisiologicamente relevantes. Foi demonstrado
também que os marcadores de estresse oxidativo foram alterados em trabalhadores expostos
ao chumbo e que isso poderia estar relacionado a um aumento do 3-ALA na circulagdo
(Costa, Trivelato, Pinto, & Bechara, 1997). Consequentemente, a inibigdo da d-ALA-D por
agentes toxicos ou condicdes patoldgicas associadas com o estresse oxidativo podem iniciar

um ciclo vicioso pro- oxidativo que vai inibir ainda mais a 3-ALA-D e aumentar a
15



concentracdo de compostos potencialmente toxicos, tais como &-ALA e metabolitos

relacionados (Bechara, Dutra, Cardoso, Sartori, Olympio, Penatti, et al., 2007).

Como ja mencionado, a 3-ALA-D tem sido utilizada como um indicador clinico de

intoxicacdo por chumbo porque a enzima é muito sensivel

(Border, Cantrell, & Kilroe-Smith, 1976; Patel & Athawale, 2009).

in vitro e in vivo a este metal

No entanto , a forte reatividade in vitro dos grupos tiol vicinais da 6-ALA-D com
eletrdfilos, tais como Hg (I1), Cd (1), Sn (11), As (111), Bi (1), In (111), TI(111), Se (IV) e Te

(IV) indicaram que qualquer eletrofilo pode ser um potencial inibidor molecular da enzima &-

ALA-D in vitro e in vivo. Além disso, a exposicdo combinada de Pb (1), As (111) e de Cd (1)

podem ter efeitos toxicos aumentando ou diminuindo a inibigdo 6-ALA-D , dependendo da

duracdo de exposicdo e o tecido considerado (Whittaker, Wang, Chen, Lipsky, Smith,

Gwiazda, et al., 2011) (Figura 2).

Al
Cu|Zn|Ga As | Se
Ag|Cd| In|Sn Te

Hg| Tl | Pb| Bi

Figura 2: Representagdo dos elementos da tabela periddica que inibem ou estimulam a atividade 5-ALA-D. Zn

(I1) é o ligante natural de 6-ALA-D. Adaptado de (Rocha, Saraiva, Garcia, Gravina, & Nogueira, 2012).

2.2 Cadmio
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O cédmio (Cd) é um metal téxico proveniente de fontes industriais e agricolas, possui
uma longa meia- vida bioldgica de 10- 30 anos (Xiang, Wen, Wu, Jiang, He, & Liu, 2012) e
um baixo nivel de excregdo (Akerstrom, Barregard, Lundh, & Sallsten, 2013). Com isso, 0
Cd é considerado de grande risco para a saude humana devido ao fato que ele pode se
acumular em 6rgaos como o pulmado (Luchese, Brandao, de Oliveira, Nogueira, & Santos,
2007) (Klimisch, 1993) ,figado (Johansen, Mulvad, Pedersen, Hansen, & Riget, 2006), rim
(Jihen el, Imed, Fatima, & Abdelhamid, 2008), testiculo (Haouem, Najjar, El Hani, & Sakly,
2008; Spiazzi, et al., 2013), cérebro, 0sso0s, sistema sanguineo, etc. (Messaoudi, Hammouda,
El Heni, Baati, Said, & Kerkeni, 2010).

O Cd foi descoberto como um elemento em 1817, pelo quimico alemdo Friedrich
Strohmeyer. Um século depois, Stephens (1920) relatou intoxicacdes de trabalhadores por
cadmio e as primeiras contribuicdes toxicologicas sobre a farmacologia deste metal foram
descritas por Schwartze (1923). Uma das principais evidéncias do efeito deletério do cadmio
foi evidenciada pela doenca de itai-itai em moradores da regido do rio Jinzu na Provincia de
Toyama, Japdo, por volta dos anos 1950. A doenca de lItai-itai € a forma mais severa de
intoxicacdo crénica por caddmio causada por ingestdo prolongada deste metal, sendo a
principal caracteristica clinica da doenca o dano renal manifestado por disfuncdo tubular e
glomerular combinados com osteomalacia e osteoporose (Inaba, Kobayashi, Suwazono,
Uetani, Oishi, Nakagawa, et al., 2005).

Atualmente o cadmio esta em 7° lugar na lista prioritaria de substancias perigosas da
Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de Doengas (na sigla em inglés, ATSDR), que
classifica 0os compostos conforme a ameaca significativa que esses apresentam a salde
humana devido a sua toxicidade conhecida ou suspeita, e a potencial exposicdo humana a
essas substancias (ATSRD, 2011). Além disso, o cadmio também é classificado como
carcinogénico pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (na sigla em inglés,
IARC) (IARC, 1993; Waalkes, 2003).

Este metal esta presente em baixas concentraces no ambiente, porém a atividade
humana aumentou significativamente estes niveis (WHO, 2010). A maior parte de Cd
liberado pode ser atribuida a exposicdo ocupacional, residuos de mineracdo, pigmentos e
baterias niquel-cadmio (Liao, Chen, Xie, & Liu, 2005). Porém uma das causas mais comuns

de exposicdo nado-ocupacional ao Cd € através da fumaca do cigarro (Shiverick & Salafia,
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1999). Deste modo, uma pessoa que ingere em media 1 pg/dia de cddmio via alimentac&o,
tem um adicional de 1-3 pg/dia ao fumar um maco de cigarro por dia (ATSDR, 2008).

Um dos motivos do Cd ter um longo tempo de meia- vida e uma baixa excre¢do séo as
fortes ligacBes do metal com a metalotioneina (MT), principalmente em 6rgdos como figado e
rins onde os niveis dessa proteina sdo maiores, e ela propicia, pelo menos temporariamente,
uma desintoxicacdo do metal (Klaassen, Liu, & Choudhuri, 1999), pois esta proteina liga-se a
metais (essenciais e ndo essenciais) em nivel transicional, a fim de torna-los menos reativos e
diminuir sua toxicidade (Klaassen, Liu, & Choudhuri, 1999; Trinchella, Riggio, Filosa,
Volpe, Parisi, & Scudiero, 2006). A conjugacdo da metalotioneina com o cadmio ocorre
através de grupos sulfidrila presentes na estrutura da proteina. A afinidade que o cadmio
apresenta por grupos sulfidrila faz com que ele também possa formar associa¢fes com outras
moléculas como albumina, cisteina, glutationa e proteinas ricas em sulfidrilas (Klaassen, Liu,
& Diwan, 2009).

No entanto, 0 mecanismo de toxicidade do Cd permanece bastante incerto. Tém-se
demonstrado que o cadmio tem uma elevada afinidade por sitios de ligacdo de zinco e de
calcio e pode deslocar esses metais de complexos preexistentes (Aramini, Hiraoki, Ke, Nitta,
& Vogel, 1995; Predki & Sarkar, 1992).

Os metais, especialmente metais de transi¢cdo, agem como catalisadores em reacdes
oxidativas de macromoléculas biologicas, assim, a toxicidade do metal pode estar associada
ao estresse oxidativo tecidual (Yalin, Comelekoglu, Bagis, Sahin, Ogenler, & Hatungil,
2006). Entretanto, como esse metal ndo € ativo em reacdes do tipo redox ele ndo pode, por si
sO, produzir reagfes como as de Fenton (Moriwaki, Osborne, & Phillips, 2008), por isso
acredita-se que as ERO sdo geradas indiretamente pelo caddmio. Dependendo da sua
concentracdo, ocorre uma diminuicdo nos niveis de antioxidantes celulares e também pode
ocorrer a ligacdo do Cd com grupos sulfidrila em moléculas criticas, como ja supracitado,
levando a inativacdo desses grupos e consequentemente a um estresse oxidativo (Rikans &
Yamano, 2000).

O acumulo de metais pesados no organismo humano representa um risco significativo
para a salde, levando a uma grande variedade de doencgas, associadas, ao menos em parte, aos
efeitos pro-oxidantes destes metais e suas capacidades de contribuirem para a geracdo de
ERO, como o OH’, 0 O, e 0 H,0O,. O aumento da producdo de ERO pode resultar na

extensiva diminuicdo das defesas antioxidantes, acarretando uma condicdo conhecida como
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estresse oxidativo (Brandao, Borges, de Oliveira, Rocha, & Nogueira, 2008). O termo radical
livre refere-se a um atomo ou molécula altamente reativa, que contém numero impar de
elétrons em sua Ultima camada eletronica. Este desemparelhamento de elétrons da Ultima
camada que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas (Schneider, 2004).

O estresse oxidativo pode ser considerado um fator que contribui na etiologia da
infertilidade masculina e feminina bem como estéa relacionado com o envelhecimento precoce
(Angelopoulou, Lavranos, & Manolakou, 2009). Neste contexto, muitas evidéncias indicam
que as ERO estdo envolvidas na indugdo do dano tecidual pelo cadmio, o que causa estresse
oxidativo como resultado do aumento na peroxidacdo lipidica e diminuicdo das defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas (Koizumi & Li, 1992). Os antioxidantes sdo
agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesbes causadas pelos radicais livres nas
células. Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres podem ser
classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos (Bianchi, 1999).

Uma vez que os antioxidantes possuem uma importante funcdo protegendo as células
contra o estresse oxidativo, a utilizagdo destes compostos poderia ser eficaz em proteger
contra intoxicagGes causadas por este metal pesado.Por esse motivo, 0 uso de compostos
antioxidantes poderia auxiliar na prevencdo ou protecdo contra danos causados pelo estresse
oxidativo no sistema reprodutivo. Estudos de novos compostos de Se com potencial
antioxidante para detoxificar diferentes ERO pode representar alternativas terapéuticas para

controlar o dano oxidativo.

2.3 Cadmio e 8- Aminolevulinato Desidratase (8- ALA-D)

A toxicidade reprodutiva do cadmio obteve uma atencdo especial nos Gltimos anos,
embora 0 mecanismo toxico para esta permanece desconhecida (Zhang et al., 2007). As
pesquisas sobre sua prevencdo e cura ainda nao tém evidéncias cientificas suficientes. Em
varias espécies, a exposicdo a longo prazo a este metal produz danos aos 6rgdos ou
deficiéncia funcional (Sharara et al, 1998.); 6rgaos susceptiveis incluem o sistema reprodutivo
masculino (Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, & Nogueira, 2004; Santos, et al., 2005;

Spiazzi, et al., 2013) resultando em diminuicao da fertilidade.
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Anteriormente j& foi demonstrado que o Cd em baixas concentracfes inibe a atividade
da enzima d- ALA-D de 6rgdos de detoxificagdo, como o rim, figado e baco. Borges,
Branddo, Godoi, Nogueira, and Zeni (2008) demonstraram que uma exposi¢éo de 30 dias via
oral ao CdCl, (5umol/Kg) leva a uma diminuicdo da atividade da enzima em figado e rim,
com um acumulo de metal no tecido hepatico 3 vezes maior que no tecido renal,
demonstrando ser um tecido alvo para a toxicidade do metal. Corroborando com os
resultados (Santos, et al., 2005) visualizaram uma inibicdo da enzima em figado, rim e baco,
num tratamento subcronico com a administragdo subcutanea de CdCl, (10umol/Kg).

Recentemente, Bernhoft (2013) demonstrou que o Cd pode ou estimular ou inibir a 8-
ALA-D de sangue e rim, dependendo do tempo de exposicdo. Resumidamente , a exposi¢éo
in vivo a0 Cd pode ter efeito inibitdrio ou estimulatéri sobre a atividade da 8-ALA-D,
dependendo possivelmente da concentracdo alcancadas pelo Cd, do tecidos alvo e também do
tempo de exposicéo.

Considerando o fato do Cd ser um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre,
que este metal é responsavel pelo desenvolvimento de anemias, cujo mecanismo parece
envolver a sintese do heme e os seus efeitos discrepantes sobre a 6-ALA-D, torna-se de

extrema importancia mais estudos sobre o efeito do Cd sobre a atividade da enzima.

2.4. Selénio

O Selénio (Se) foi descoberto em 1817 e inicialmente considerado toxico para
humanos e animais. Apds, estudos relataram que o Se € um elemento essencial ao organismo,
fazendo parte de proteinas e enzimas (Shia, 2011; Viaro, 2001). Logo, o selénio é considerado
um dos mais controversos elementos, pois por um lado é toxico em altas concentracdes, e por
outro, sua deficiéncia causa problemas relacionados ao aumento na susceptibilidade a varias
doencas em humanos e animais, além de afetar negativamente a producdo e reproducéao
animal (Putarov, 2010).

Esse elemento esta localizado no grupo dos calcogénios (grupo 16) na tabela
periddica, podendo apresentar-se sob quatro estados de oxidagdo: selenato (Se*®), selenito

(Se™), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se™) (Papp, Lu, Holmgren, & Khanna, 2007). A
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similaridade nas propriedades fisicas e quimicas do Se e Enxofre (S) permitem interacfes Se-
S nos sistemas bioldgicos, entretanto, as diferencas em suas propriedades fisico-quimicas
estabelecem suas funcdes especificas(Stadtman, 1980).

O Se é um elemento traco essencial na dieta, sendo encontrado em alimentos como a
castanha-do-para, alho, cebola, brécolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes
(Dumont, Vanhaecke, & Cornelis, 2006). A ingestdo diaria de 50-200 pg para humanos foi
proposta pela Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos.

Este calcogénio apresenta um grande numero de fungdes bioldgicas, sendo a mais
importante o seu potencial antioxidante. O Se exerce sua atividade biologica através da
incorporacdo do aminoacido selenocisteina (Sec) em uma Unica classe de proteinas chamadas
selenoproteinas (R. Wang, Sun, Zhang, Li, & Xu, 2011). Ele atua como um constituinte da
enzima Glutationa-Peroxidase (GPx), enzima esta que protege as membranas celulares dos
radicais livres e de outros danos oxidativos (Viaro, 2001). A enzima GPx dependente de Se
recicla glutationa, reduzindo a peroxidacdo lipidica, catalisando a reducdo de perdxidos,
incluindo peroxido de hidrogénio (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008). Devido a essa
funcdo na GPx, o Se provavelmente interage com qualquer nutriente que afete o balanco anti
e pro- oxidante celular (Navarro-Alarcon & Lopez-Martinez, 2000).

Durante as ultimas décadas, o interesse pelos compostos organicos de Se tem se
intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes compostos possui
propriedades farmacoldgicas (Nogueira, Zeni, & Rocha, 2004). Ja foi demonstrado que
organocalcogénios, podem ser melhores nucledfilos (e, portanto antioxidantes) do que o0s
antioxidantes classicos (Arteel & Sies, 2001).

Entre esses compostos podemos citar como exemplo o disseleneto de difenila (PhSe)s.
Estudos demonstraram que o (PhSe), apresenta propriedades anti-Glcera (Savegnago,
Trevisan, Alves, Rocha, Nogueira, & Zeni, 2006), anti-inflamatéria e antinociceptiva
(Savegnago, Pinto, Jesse, Alves, Rocha, Nogueira, et al., 2007) anti-hiperglicémica (Barbosa,
Rocha, Wondracek, Perottoni, Zeni, & Nogueira, 2006), neuroprotetora (Ghisleni,
Porciuncula, Cimarosti, Batista, Salbego, & Souza, 2003) e pode retardar o desenvolvimento
de cancer (de Vargas Barbosa, Nogueira, Guecheva, Bellinaso Mde, & Rocha, 2008), também
possui efeito protetor contra a lipoperoxidacdo em ratos e camundongos (Santos, Oro, Zeni,
Rocha, do Nascimento, & Nogueira, 2004; Santos, Zeni, Rocha, do Nascimento, Marques, &
Nogueira, 2005).
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Outro exemplo que podemos citar € o ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-
ona), um composto organico de selénio cujas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias
tém merecido destaque no campo da farmacologia. Esse composto apresenta propriedades
antioxidantes, anti-nociceptiva, neuroprotetora e anti- inflamatoria em diversos modelos
experimentais (Meotti, Stangherlin, Zeni, Nogueira, & Rocha, 2004; Nogueira, Quinhones,
Jung, Zeni, & Rocha, 2003; Porciuncula, Rocha, Cimarosti, Vinade, Ghisleni, Salbego, et al.,
2003), além de um estudo recente que demostrou um efeito protetor sobre o desenvolvimento
de catarata (Aydemir, Guler, Kaya, Deniz, & Ustundag, 2012). Dessa forma, a atividade
antioxidante exibida por compostos organicos de Se parece ser responsavel pela sua eficacia
no tratamento de doencas que tem o estresse oxidativo como processo central no seu

desenvolvimento.

2.5.1 Seleno-Furanosideo

A quimica de organoselénios continua a atrair consideravel atencdo devido ao seu
papel na sintese de um vasto nimero de compostos biolégicos, como seleno- aminoacidos e
seleno- peptideos. O Se é um elemento essencial na dieta humana, tendo um papel importante
sob o sistema imune, envelhecimento e também sob a reproducédo masculina (Clark, Combs,
Turnbull, Slate, Chalker, Chow, et al., 1996; Kryukov, Castellano, Novoselov, Lobanov,
Zehtab, Guigo, et al., 2003).

Os compostos organoselénios surgiram como uma classe de estruturas que serviram
como compostos terapéuticos importantes, como atividade anti-viral e anti- cancerigenos
(N.A., 1984).

O Seleno-Furanosideo ( Figura 3) é um composto orgaselénio inédito, constituido por
uma molécula simples de carboidrato contendo uma molécula de Se. Os derivados de
carboidratos tém despontado como uma classe de compostos com grande potencial de
estudos, devido a sua semelhanca quimica com moléculas de ocorréncia natural. Sabe-se que
0 metabolismo da xilose em leveduras consiste em sua reducdo a xilitol por intermédio da
enzima xilose redutase que requer como cofator o NADPH® H*, seguida da oxidagdo a

xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, que requer como cofator o NAD (Felipe, 2003).
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Os selenocarboidratos, em especial, tém sido alvo de estudos importantes para
avaliagdo de suas atividades bioldgicas (Kobayashi, Ogra, Ishiwata, Takayama, Aimi, &
Suzuki, 2002). Em um estudo utilizando selenocarboidratos mostrou que estes podem ter um
papel regulador importante na sintese de melanina, sendo que selenocarboidratos derivados da
D-glucose e D-galactose apresentaram efeitos inibitorios sobre a tirosinase, uma enzima que

participa da sintese de melanina (Ahn, Koketsu, Ishihara, Lee, Ha, Lee, et al., 2006).
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Figura 3:. Estrututa Quimica do Seleno- Furanosideo (Braga, Stefani, Paixao, Santos, & Lidtke, 2010)
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do cddmio e do seleno-furanosideo sobre a atividade da enzima §-

ALA-D de ovario, in vitro e ex vivo.

3.2 Objetivo Especifico

e Determinar a atividade da enzima 6-ALA-D no tecido ovariano in vitro, na presenca
de diferentes concentracdes de cloreto de cadmio.

e Analisar o possivel mecanismo de inibicdo do cadmio sobre a atividade da 3-ALA-D,
através do DTT e do ZnCl..

e Avaliar a atividade da enzima 3-ALA-D no tecido ovariano in vitro, na presenca de
diferentes concentracGes de seleno-furanosideo, bem como a interacdo deste com o
cadmio.

e Investigar a atividade da enzima 6-ALA-D em ovéario de camundongas, apés a
exposi¢cdo aguda ao cloreto de cadmio em associagdo com o composto organico de
selénio (seleno-furanosideo), com a finalidade de avaliar o papel protetor deste frente

a um possivel efeito toxico do metal.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secbes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e
Referéncias Bibliogréaficas encontram-se no proprio artigo, o qual foi publicado pela revista
Journal of Applied Toxicology.
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Introduction

Cadrium (Cd) is an industrial and erwvironmental pollutant,
arising primarily from batiery, electroplating, pigment, plastic,
fertilizer industries and cigarette smoke (Stohs and Bagchi,
1995). It has mo known bislogical function, and prolonged
exposure causes long-tem toxic effects to humans and animals.
Mainly because of its low rate of excretion from the body, Cd has
a long biological hal-life and accumulates over time in the
blood, kidney and liver [ATSDR, 1999) as well as in the reproduc-
tive ongans, including the placenta, testis and ovares [Piasek
et al, 2001). In facy a wide spectrurn of deleterious effects on
the reproductive tissues and the developing embryo has also
been described (Thompson and Banmigan, 2008
In this way, higher concentrations of Cd were found in the
fellioular | juid and in the placentas of smokers, who had reduced
lewels of progesterone (Piasek ef o, 2001; Yang ef al, 2006).
These observations suppor the concept that cigarette smoking
is an important additional source of Cd contamination. Thus, the
ongans of srrokers are at higher risk of exposure 1o
tondc levels of Cd The reproductive boxicity of Cd has become of
great concem in recent years, although its towic mechanism
still remains unknown (Zhang et al, 2007), and research on its
prevention and cure still lacks sulldent underanding.
E-Aminckevulinate dehydratase (5-ALA-D), a sulftwdryl enryme,
catalyzes the asyrmmetric condensation of two molecules of

f-arminolevulinic acid (5-ALA) 1o porphobilinogen in the initial
seps of herme bicsynthesis (Ghson et al, 1955). Taking into
socount that -ALA-D is a metallcenzyrme that requires Hnc ions
for its activity Uaffe et al, 1995), this enzyme could be inhibited
by substances that compete with zinc andor oxidize the -5H
groups [Brandao & af, 2010 Farina of o, 2001; Nogueira e al,
2003a) and it is linked to situations assodated with coddative stress
(Tamdon ef al, 2002 Mumerous reetals such as mencury (Peisoto
of af, 2007), lead (Wang ef al, 2011), Cd (Branddo & o, 2009,
W00 Luchese e al, 2007: Santos e o, 20053 b, 2006) and other
compounds that oxidize sulfhydryl groups can modify the
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enzyrme activity (Flom ef al, 2002 Wang and Fowler, 2008) In this
wiary, S-ALAD activity could be wsed as a marker of metal tooddty.

The molecular mechanism responsible for the tosic effects
of Cd is far from being completely understood. The oxidative
gtress induced by this metal in a biological system may be as a
resuilt of increased lipid peroxidation, which may be attributed
o alteratiors in the antioxidant defense systern [Bradska &f al,
2011; Gongalves et o, 20100

Thius, several authors have shawn that anticsddants should be
one of the impornant components of an effective treatment for
Cd poisoning (EHDemerdash et al, 2004; Ognjanovic ef al,
20100, Synithetic developrments and the design of new orgamnose-
lenium compounds have been attracting considerable amention,
especially because these compounds have the capacity to mirmic
natural compounds with important biclogical proprieties (eg. an-
axidant, antiturmor, anti-inllammatory and antFinfective activity)
(Micolaou and Petasis, 1984; Shamberger, 1983). Previously, we dem-
onstrated that diphenyl disslenide [[PhSe),] was effective in restoring
acute cadrmiurm-induced oxidative damage in mice testes [Brand3o
e al, 2009 Santos ef al, 2004, 20053 In this way, a class of
seleniurm-containing carbolydrates has been studied to evaluate
wheir antiooddant potential and toxicobgical effects. Recently, we
verijjed that selencfurancsides and a carbohydrate-derived
diselenide presented an inhibitory effect on rat liver G-aminclevuli-
nate dehydratase (5-ALA-D) activity in witra. On the other hand,
one of the tested compounds did not inhibit enzyme activity,
demnonstrating a low toxicity and anticsédant potenitial [Braga
et al, 2010}

In the present study, we examined the effect of Cd on 5-ALA-D
activity from cow ovary in witro. Furthermore, we studied the
protective effect of a novel organic selenium compound
(seleno-furancside) in restoring ovary 5-ALA-D activity inhibited
by Col. Taking into accownt that the in vitro observations provide
only & rough guide 1o the Cd ddity and the antioxidant-metal
interactions, an &x vivo Study was done o determine Cd toxicity
of Gvanian tisse & well a8 1o verily the effect of selenc-furancside
and their interaction with metal in mice ovaries.

Materials and Mathods

Chemicals

Gaminolevulinic  acid  (B-ALAL  cadmiom  chiorde (CdCl),
p-dimethylaminoberzaldebyde, ascorbic acid, dithistreitol (DTT),
rne chlodde (ZnClz) and dimethyloulfocide (DMSO) were
purchased from Sigma (55 Louis, MO, USA). Selenc-furancside
was synthesired according 1o Braga ef ai. (2010) [see Fig. 1).
Analyzes of the "HNMRE and "“CHMA specira showed that
seleno-furanoside synithesized exhibited analytical amd spectro-
soopic data in full agreerment with its assigned structure. Seleno-
furancside was dissolved in DMSO. All other chemicals wene of
analytical grade and obtained from standard commendal supplers

Doys,

Figure 1. Stnucture of seleno-furanos ide.

The in vitro Effect of Cd and Seleno-furanoside on Cow
Ovary 5-ALA-D Activity

Sampie

Bovine owaries were obtaimed from a local slaughterhouse
(Frigoeste, Uruguaiana, RS, Brazil) and were transported in
saline at 20° C 1o the |aboratory. The ovaries were rapidly homo-
geneized in S0mM Tris-CL pH 7.4 (175, wiv) and centrifeged
al 24004 for 15min The low-speed supematants [51) wee
separated and used for enzymme assay.

Enzyme assay

Thee activity of cow ovary 5-ALA-D was assayed according 1o the
procedure of Sassa (19E2). The principhe of the method is based
on incubation of the enzyme with excess G-aminolevuling acid
(G-ALA)L The porphobilinogen, which & formed within a ficed
tirne, is mixed with modited Bhdich’s reagent, and the color
developed is measured photometrically (555 nm) against a
blank The enrgmatic reaction was initiated by adding the
subsirate (6-ALA) 1o a (nal concentration of 2.2 mM in a medium
cortaining 45 mM potassium  phosphate bulfer, pH 68 and
300 pl of ovary tieswe (S1). The incubation was camied owt for
180min at 37" C.

Effect of Cd on &-ALA-D Activity

Thee CdCl; effect on cow ovary -ALA-D activity was determined in
the presence of different concentrations of rretal (0.1-1000 M)
The ovarian tissue (S1) was pre-incubated at 37 C for 10min
with cadmium and after this time, the substrate |5ALA) was
mied to start the reaction. Afier the evaluation of data the s
walee was determined. This concentration was utilized to study
the protective effect of selenc-furancside.

Taking imto sccount that 5-ALA-D activity could be inhibited
by compounds that cxidizes the -5H groups of that removes
I from enzyme structure, we studied the possible mecha-
nism of cadmium toxicity. Thus, we werified the effect of
dithiothreitol (DTT) (3mM) or zinc chlofde ZnCl,) (100 pM) in
reversing &-ALA-D inhibition caused by cadmium (i), In this
way, Cd was pre-incubated with ovary tissue (51) for 10min at
37-C Afer this time, the reaction was started by the addition
of substrate (5-ALA) and DTT or Zndl;.

Effect of Seleno-furanoside on Cow Ovary -ALA-D Activity
in the Presence of Cd

The protective effect of the organic selenium compound
[seleno-furanoside] was studied in the presence of Cd (ICL
The ovarian tissue (S1) was pre-incubated at 37°C for 10min
with Cd plus selenc-furanoside (10, 50, 100, 200, 400 and
1000 j2M).

Acute Cd Exposure and Seleno-furanoside Therapy

Animals

Female adult Swiss albing rmice (30-35 g) from our own breeding
colony were used. The animals were kepl in a separate animal room,
on & 12h highvdark cycle, at a room temperature of 22 _ 2 °'C,
with free access 1o food (Puro Trato, RS, Brazil) and water. The
anirmals were wed according to the guidelines of the Committee

- - . E— i
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on Care and Use of Experimental Animal Resources, Federal
University of Sarta Maria, Brazil.

Expaorsure
A group of six rilce was usually tested in each experiment. The mice
were injected inraperitoneally (ip) with a single dose of Cddly
(25 or Smgkg™") (dissohed in saline at 025 and 0.5 mgmi)
and 30 min later they received seleno-furanoside (100 pmal kg ™)
subcutaneoudy (1), an effective and nontosdc dose previously
used in other orgaric compound studies (diphend disselenide)
[Santos ef af, 2004, 2005a). The Cd intoxication protoonl was chosen
based on previously published papers in whidh testicular damage
in mice ooourred (Brandio of al, 2009; Sanos ef o, 2004, 2005)
s well as according Yalin et ol (2006)

Animals were euthanized 24 h afier Cd treatrment, the ovaries
were then rapidly dissected, placed on ice and weighed. The
protocol of mice treatment is given below:

Group 1: saline (i.p)+ DMSO (s.c)
Group 2 CaCk (25 mgkg ™, Lph+DMSO (5.0)
Group 3: CaCl (5mag kg™, Lp) +DMSO (s.c)
Group 4: saling (i.p)+ selenofuranoside (100 pmeol kg™, s.c)
Group 5: CaCly (25 mgkg ™, Lp)+ selena-furanoside
(100 prmiol kg, s.c)
Group & CaACL, [Smag kg™, ip) + seleno-furanoside
(100 pmol kg™, 2.

Protein Determination

Protein was measured by the Coomassie blue method according
to Bradiord (1976) wsing bovine serurm albumin as a standard.

Statistical Analysis

Data wene expressed as mean — standard deviation (S0, Statistical
analysis was performed wsing a oneway cova followed by e
Duncars test. Values of P< 005 were considered statistically
signiicant The Ko value wes repomed as geometric mears
accormpanied by their 95% confidence limits. The ICx vale was
determined by linear regression from individual experiments using
“GraphPad Software” (GraphPad software, San Diego, CA, LISAL

Results

In Vitro

Effect of cadmium on the cow ovary d-ALA-D activity

Cadrrium significantly reduced 5-ALA-D activity in cow ovary. In
fact, 1 M of this metal inhibited arownd 21% the enzyrme sotivity.
Cadrrium (100 pM) totally inhibited enzyme activity (Fig 2. The
value of calculated 1Cs; was 1917 pM (95 % condence intenval,
Cl: QUAS-ZE.69 M), The 20-pM concentration was used 0 deter-
mine a possible protective affect of seleno-furanoside.

DTT (3 mM] was able to restore the inhibition of 5-ALA-D
activity caused by Cd (20 pM) and this dithiol agent potentiated
enzyme activity compared with the control level (around
threefold the control value). In contrast, the effect of metal
(20 pM) was not restored by ZnCl, (100 pM) (Fig. 3).

Efffect of sefeno-furanaside on §-ALA-D inhibiition induced by codmium
Seleno-furancside did not demonstrate an inhibitory effect
per te on §-ALA-D activity at all concentrations studied. However,

ALAD activity (% of the Control)

i 25
Cd (M)

Flgums 2. Effect of cadmium dhlorde (CdOl) on owary S-ALA-D activity.
Tesue was pre-incubated at 37 'C for 10min. The ercymatic resction was
initiated by adding the substrabe (ALA} in 2 medium containing 45 mid
phosphate buffer, pH 6.8 Data are expressed as mean -+ standand deviation
SO0, m=& &-ALA-D activity of control (100%) was of 447 — 066
imean — 0 nmol of perphobiinogen per mg protein per howr (%) Denobed
Pz 005 2 compared et the contnol {ore-wary asovs, Durscn).
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ALA-D acBvity (% of the Control)

Cd 20pM - . . . . +
DTTEmM - - + . *
ZnCE 100 pM - - . . . *

Figume 3. Effect of dithicttweitol (DTT) (3mM) and 2l on ovary
fAl-D inhibision cadméum (Cd) induced. Tisue was presincubated
at 37 £ for 10min. The enzymatic reaction was inklated by adding the
substrabe (ALA] in a medium contining 45mM phosphate buffer,
pH &8, Data are expressed 25 mean —standard deviation (S04, n=5.
fMLA-D activity of the contnol [1009%) was of 532 =080 |mean 450
nmol of porphobilinogen per mg protein per kour. [*) Denoted P 005
as compared with the contod jone-way asovwDuncan). () Denoted
P05 as compared with Cd 20puM (oneway ssovwDuncan). The
positive and negative signs mean added or not to the asoy.

this compound was not able to restore inhibition of enzyme
activity caused by cadmiurm (20 wM) (Fig. 40

Ex Viwe

Ovavy S-ALA-D activity of mice exposed to Cd and seleno-
furanasde

Acute Cd exposure inhibited 5-ALA-D activity in the ovaries of
mice. Exposune o 25 and Sma kg™ of Cd caused a signi| cant
reduction in erzyme activity companed with the control group
(around 6% and 33% of inhibition, respectively) (Fig. 5.
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Figure 4. Effect of seleno-furancside on owvary S-ALA-D inhibition
cadmium [CdiFinduced. Tissue was pre-incubated at 37 C for 10min
The enzymiatic reaction was intisted by adding the substrate (ALA) n
a medium containing 45 md phosphate buffer, pid &8 Dats are spressed
as mean  standard deviaon (S04, n= 5 §-ALA-D aciivity of the conirol
(100%) was of 488 | 0LE2 (mean | 50) nmol of porphobiirogen per mg
poton per hour. (%) Denoted P <005 as compared with the contmol
(one-wary ascwn/Tuncan). The positive and negative sigres mean added or
reot o the assay.

§ § % ALAD activity (% of the Control)
&

24
o
25 . & . . * =
50 = = * = - +
= = % & +
Figure 5. Effect of seleno-furaraside on cad: ircduced ak n

in ovary &-ALA-D activity in mice. Tissue was pre-incubated at 37 L for
10min. The enzymaiic reaction was initiated by adding the substrate
(ALA) in 3 medium containing 45mM phosphate buffer, pH 6.8 Data
are ewpressed as meean +standard deviation (D). 8-ALA-D activity of
control (100%) was of B.54 | 0.5 {mean | 500 nmol of porphobilinogen
per mg peobein per hour. (%) Denoted P 0.05 a5 companed with the
cantral fone-way ssove/Durcan). The paositive and resgative Sgns mean
added or not to the assay.

We verljed that seleno-furanoside therapy did not alter
enryme activity, suggesting that the dose employed was not
toxic on this parameter in mouse owary, Furthermore, this
compound was able 1o restore the inhibition of ereyme activity
eaimed by Cd expesure (2.5 and 5mg kg ™) (Fig. 5.

Discussion

Ower the past decade, environmental levels of Cd have consis-
wently increased, and mammals are very susceptible o the

action of this mewl (Zhang ef al, 2008 Mon-occupational
exposure is mainly from diet and smoking (Satanug and Moore,
2004). In this context, Varga ef al (1993) demonstrated that
the armount of Cd in owvaries was elevated in smokers compared
with non-smokers,

Cadmiurm reproductive  toxicity has become  especially
conceming in recent years, although the toxic mechanism for
this rernains unknown (Zhang et af, 2007), and research on its
prevention and cure still lacks sullicient scientiic evidence. In
several species, longlerm exposure to this metal produces
organ damage of functional deciency (Shamra et al, 1998);
srsceplible organs include those of bath the make and female
reproductive  system, resulting in decreased femility (Paksy
et af, 1997; Leoni ef af, 2002). In the female, Cd accumulation
rrodil s endocring pathways, inhibiting vitellogenesis in |sh
fLe Guevel ef al, 2000) whereas in mammals Cd has been
found to in'|uence ovarian function both directly and indirectly.
Additionally, epidemiological research in humans has shown
that this metal accumulates in the ovaries and blood (Varga
et al, 1993), supponting the role of ovarian tisswe s 3 susceptible
organ to Cd tosdcity.

In the present study, we demonsirated for the nirst tirme that
E-ALA-D activity from the ovary is inhibited by Cd both in vitro
and ex wivo. Previously, we demonstrated that this metal
reduced testes B-ALA-D activity in rice (Santos ef al, 2004,
2005a). These observations. demonstrate that this metal cauwses
a toxic effect on the reproductive system in males and fernales
and the 5-ALA-D activity could be a marker of Cd tosicity.

DTT was el jdent in restofing enzyrme activity inhibited by
Cd in bovine ovaries whereas Zndl, did not restore enzyme
activity. Thus, we can propase that the mechanism irvobed in
the effect of Cd on &-ALA-D activity in ovarian tissue is related
1o its ability 1o oxidize —5H groups from enzymes, but not by
displacing zinc from the enzyme structune. OF particular imgor-
ance, the inhibiton of G-ALA-D can lead to the accumulation
of G-aminchevulinic acid [3-ALA) (Bechara af ail, 1993; Emanueli
et al, 2001), which may sutosidize to form reactive oxygen
species, such as hydroperowides [Douki et al, 1998), which
ane tosic, because they may react with numerous biomolecules
leading to tisswe injury and cell death. In accordance, Meal
et al (1997) observed the pro-oxidants effects of S-ALA on
hamster ovary cells,

Kurnar af ai. (2009) observed that supplementation of Se either
thirsugh an ofganic of iNoManic source resulled in an improved
perfformance of lambs, particularly with respect to their growth
mite, antioxidant states and hurmoral immone response; and
betwesn two the sources, organic Se was more effective than
inorganic Se. OF panicular imponance for the design of new
therapeutic approaches, synthetic antioxidant compounds such
a8 onganoselenivm compounds have increased the interest
rrainly owing to the fact that these cormpounds display important

We veril jed that the seleno-furanoside therapy was effedive in
restoning ovarian G-ALA-D activity inhibited by acute Cd exposure
in mice. On the other hand, we weried that this compound
was not effective in restoring the erzyme inhibiion Cd-induced
in bovine ovary in vitre. This discrepancy between in wiro and
ex vive | ndings may be atributed to the bicavailability of the
organic compound andfor ineractions between dietary factors
and endogenois substances. Furthermore, it B important
mention that the seleno-furanoside compound is likely to be
chemically modiled by hepatic metabolisrn, which may then
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lead 0 a metabolite with benelcial biclogical properties. In fact,
tosdoohogical studies with selenium onganic compounds such as
dipheryl diselenide (PhSe); demorstrated that a direct injection
at & high dose into the beain of mice did not cause seimires
whereas this compound when administered using the ip. route
induced seirures and death in mice (Mogueira ef al, 2003b)
indicating that it must be st meabolized 1o exen a toxic effea.
Thus, considerdng the differences in vitro and ex vieo in relation
o the protective role of seleno-fumnoside on enzyme activity,
we could propose that this compound must be [rst metabolized
to protect against Cd toxicity.

In previous studies, we reported that (PhSe), reversed 5-ALA-D
inhiibition caused by acute cadmium exposure in the testes of
mice (Santos & al, 2004, 2005a). In contrast, this compound did
ot restore the inhibitory effect of Cd on 5-ALA-D activity in the
lumg of & mt in vitro (Luchese ef al, 2007). Mofeower, opposed 1o
presious studies that dermonstrated the in vilro inhibitory effect
of organic and inomanic forms of seleriurm on mammalian
B-ALA-D (Brining ef al, 200%; Farina ef al, 2001), the present study
indicated that the seleno-furanoside compound did not present
an inhibitory effect on ovarian 5-ALAD activity both in vitre and
& vivo, dernonstrating a low toxicity 1o this compound.

In conchsion, these results showed an in wro and v vive
relationship of the Cd effect on ovary 5-ALA-D activity. Additionally,
seleno-furanoside therapy was effective in reversing Cd tomicity
on ovaries after ace exposwure o the metal. However, further
sudies are needed 1o determine the dinical utility and adverse
effects of this compound and/or other as well a5 their interaction
with Cd in ovarian tissee. Considering the imponance of studies
to del| ne the toxicity mechanisms of Cd as well as to explone
rew therapeutic approaches 1o manage its toxidity, this study
detecied a new loxicty marker of Cd on ovarian tissuee as wel &
dernonstrating the helpful effect of a new compound in reversing
thee retal toxicity after soute exposure,
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4 CONCLUSOES

Com o trabalho, verificou-se que:

o Baixas concentragdes de Cd inibiram a atividade da enzima 3-ALA-D em ovério de
vaca in vitro, e o valor da I1Csq obtido foi de 19,17 pM.

o O Seleno- furanosideo (10, 50, 100, 200, 400 e 1000 uM) nao foi capaz de reverter a
toxicidade do Cd no tecido ovariano bovino in vitro.

o Foi demonstrado que o DTT (3mM) protegeu a inibicdo da atividade da enzima
causada pelo Cd, enquanto o ZnCl, (100uM) ndo protegeu o efeito inibitério do metal,
sugerindo que a inibicdo da atividade da enzima estaria relacionado a oxidacdo dos grupos
tidlicos.

o No estudo ex vivo utilizando camundongos Swiss (fémeas adultas), a exposi¢ao aguda
ao Cd (2,5 e 5 mg/kg intraperitoneal) provocou uma inibigdo significativa da atividade da o-
ALA-D de ovéario (cerca de 27% e 34%, respectivamente). A terapia com o seleno-
furanosideo ex vivo (100 umol/kg) foi capaz de restaurar a atividade enzimatica.

Assim, foi demonstrado pela primeira vez que a atividade da enzima &-ALA-D
ovariana € inibida pelo Cd tanto in vitro como ex vivo. Além disso, a terapia com o seleno-
furanosideo foi eficaz em restaurar a atividade da enzima inibida pela exposicdo ao Cd em
ovario de camundongas, mas nao foi eficaz em reverter o efeito do metal in vitro.

Neste estudo, foi encontrado um novo marcador de toxicidade de Cd no tecido
ovariano, bem como o efeito benéfico de um novo composto para tratar o efeito do metal apds

a exposicao aguda do Cd.
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5 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para trabalhos

posteriores séo:

Avaliar o efeito do Seleno- Furanosideo em um modelo de exposi¢do crénica ao cadmio,
para verificar o efeito de uma exposicéo cronica ao metal sobre a atividade da enzima -
ALA-D de ovario, bem como posterior avaliacdo histolégica dos ovarios.

Em um modelo de exposic¢do aguda ao Cd e ao seleno-furanosideo, determinar dos niveis
de antioxidantes ndo- enzimaticos, como Glutationa (GSH) e Acido Ascorbico, e outros
enzimaticos, como Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Redutase
(GR), bem como determinar os niveis de peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e o
dano de DNA através de ensaio cometa.

Determinar 0s niveis de progesterona, hormdnio luteinizante, hormdnio foliculo
estimulante, com o objetivo de investigar se o cadmio altera os niveis destes horménios e
se 0 composto poderia interferir nestes parametros.

Avaliar o efeito do Seleno- Furanosideo em um modelo de exposi¢do aguda ao cadmio em
camundongos, a fim de elucidar os efeitos do composto sobre o sistema reprodutor
masculino, para posterior avaliacdo de parametros antioxidantes (enzimaticos e nao
enzimaticos), avaliacdo histologica dos testiculos, assim como avaliacdo espermatica

levando em consideracédo a concentragdo, motilidade, morfologia.
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APENDICE A - Esquema representativo dos resultados

w Cdinibiua

’ / ’ O<m._._0 atividade da
Bovino 5-ALA-D

(in vitro) TR

Administragdo

aguda; dose Unica
(i.p.) por 24h

(ex vivo)

Inibicio da
atividade
5-ALA-D [27%
e 34%)

O DTT protegeua
inibicdo da atividade
daenzima.

Nao foicapaz de
reverter ainibicdo
causada pelo Cd.

Selenofuranosideo

100 umol/ke (s.c.)
Dose linica

Foi eficazem
revertera
atividade da
S-ALA-D
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