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RESUMO 

Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós- Graduação em Ciência Animal 

Fundação Universidade Federal do Pampa 

 

EFEITO DO CÁDMIO E DO SELENO-FURANOSÍDEO SOBRE A ATIVIDADE DA 

δ- AMINOLEVULINATO DESIDRATASE DE OVÁRIO 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 δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) é uma metaloenzima que requer íons zinco para sua atividade 

catalítica máxima. Devido a sua natureza sulfidrílica, a δ-ALA-D é extremamente sensível à presença de agentes 

oxidantes, sendo inibida por metais pesados que possuam elevada afinidade por grupamentos sulfidrílicos, como 

o Cádmio (Cd). O Cd é um metal pesado e um elemento não essencial utilizado industrialmente. É um dos 

poluentes mais tóxicos distribuídos no meio ambiente, uma vez que atividades antropogênicas fizeram com que 

sua concentração aumentasse na atmosfera e se tornasse um contaminante de alimentos e água. Uma importante 

fonte de Cd nos seres humanos é através da inalação da fumaça de cigarro, pois já que possui uma alta 

biodisponibilidade, é facilmente depositado em vários tecidos, especialmente o trato reprodutivo. Embora este 

metal possa causar graves danos aos embriões e aos órgãos reprodutivos, os mecanismos precisos referentes à 

sua toxicidade permanecem incertos. O objetivo deste tabalho foi avaliar o efeito do cádmio e do seleno-

furanosídeo sobre a atividade da enzima δ-ALA-D de ovário, in vitro e ex vivo.  Observou-se que  baixas 

concentrações de Cd inibiram a atividade da enzima δ-ALA-D em ovário de vaca in vitro, e o valor da IC50 

obtido foi de 19,17 µM. O Seleno- furanosídeo (10, 50, 100, 200, 400 e 1000 µM) não foi capaz de reverter a 

toxicidade do Cd no tecido ovariano bovino in vitro. Foi demonstrado também o possível mecanismo pelo qual o 

Cd inibe a atividade da enzima δ-ALA-D, utilizando o ditiotreitol (DTT) e o Cloreto de Zinco (ZnCl2), onde foi 

demonstrado que o DTT (3mM) protegeu a inibição da atividade da enzima causada pelo Cd, enquanto o ZnCl2 

(100µM) não protegeu o efeito inibitório do metal, sugerindo que a inibição da atividade da enzima estaria 

relacionado a oxidação dos grupos tiólicos. No estudo ex vivo utilizando camundongos Swiss (fêmeas adultas), a 

exposição aguda ao Cd (2,5 e 5 mg/kg intraperitoneal) provocou uma inibição significativa da atividade da δ-

ALA-D de ovário (cerca de 27% e 34%, respectivamente). A terapia com o seleno- furanosídeo ex vivo (100 

µmol/kg) foi capaz de restaurar a atividade enzimática. Assim, foi demonstrado pela primeira vez que a atividade 

da enzima δ-ALA-D ovariana é inibida pelo Cd tanto in vitro como ex vivo. Além disso, a terapia com o seleno- 

furanosídeo foi eficaz em restaurar a atividade da enzima inibida pela exposição ao Cd em ovário de 

camundongas, mas não 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 após a exposição aguda do Cd.  

Palavras- chave: Cádmio, ovário, δ-ALA-D, seleno- furanosídeo, camundongo 
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δ- aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) is a metalloenzyme that requires zinc ions for maximum catalytic 

activity. Due to its sulphidrilic nature, δ-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 δ-ALA-D ovary , in vitro and ex vivo. We observed that low 

concentrations of Cd inhibited cow ovary δ-ALA-D activity in vitro and the IC50 value obtained was 19.17 µM. 

The Seleno-furanoside (10, 50, 100, 200, 400 and 1000 µM) 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 δ-ALA-D 

using dithiothreitol (DTT) and Zinc Chloride (ZnCl2), where it was shown that DTT (3 mM) protected against 

enzyme activity inhibited by Cd while the ZnCl2 (100μM) 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 δ-ALA-D ovarian (about 27% and 34% activity, respectively). Therapy with seleno-furanosídeo ex 

vivo (100 µmol /kg) was able to restore enzyme activity. Thus, it was demonstred for the first time that the 

activity of δ-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; δ-ALA-D; seleno-furanoside; mice.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O Cádmio (Cd) é um metal tóxico proveniente de fontes industriais e agrícolas, com 

uma longa meia- vida biológica (10-30 anos) (Xiang, Wen, Wu, Jiang, He, & Liu, 2012). 

Sendo um metal pesado e um elemento não-essencial utilizado industrialmente, está presente 

normalmente em baixas concentrações no ambiente, mas atividades antropogênicas fizeram 

com que sua concentração aumentasse na atmosfera e se tornasse um contaminante de água,  

alimentos (WHO, 2010), fertilizantes e pesticidas (Zhai, Liao, Chen, Yan, Xie, Wu, et al., 

2008), bem como está presente nos resíduos de mineração, pigmentos e baterias níquel- 

cádmio, resultando em uma ampla poluição do solo agrícola (Liao, Chen, Xie, & Liu, 2005). 

Uma importante forma de exposição de Cd aos seres humanos é através da inalação da 

fumaça de cigarro, pois já que possui uma alta biodisponibilidade, é facilmente depositado em 

vários tecidos, especialmente o trato reprodutivo (Thompson & Bannigan, 2008).  

 Neste contexto, muitos trabalhos já relacionaram a exposição ao Cd com  níveis 

reduzidos de progesterona (Piasek, Blanusa, Kostial, & Laskey, 2001), inibição da síntese da 

17- β estradiol (Das & Mukherjee, 2013), bem como inibição da atividade da enzima δ- 

aminolevulianto desidratase (δ-ALA-D) testicular (Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, 

& Nogueira, 2004). Assim, os órgãos reprodutivos de fumantes estão em maior risco de 

exposição a níveis tóxicos de Cd. A toxicidade reprodutiva do Cd tornou-se motivo de grande 

preocupação nos últimos anos, embora seu mecanismo tóxico ainda permanece desconhecido 

(Zhang, Yang, Wang, Xia, Xu, Jia, et al., 2007), e as pesquisas sobre a sua prevenção e cura 

ainda não foram completamente elucidados. 

 A  δ-ALA-D (E.C. 4.2.1.24) é uma enzima que catalisa o segundo passo da biossíntese 

do heme. Ela condensa duas moléculas do ácido δ-Aminolevulínico (ácido 5- 

aminolevulínico), com perda de duas moléculas de água, para formar o composto 

monopirrólico porfobilinogênio (Jaffe, 2004). A δ-ALA-D é uma enzima que contém dois 

grupamentos tiol, e sua atividade catalítica é muito sensível 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 sulfidrílicos, como o chumbo e o cádmio [para 

uma revisão vide Rocha, Saraiva, Garcia, Gravina, and Nogueira (2012)] e em situações 

associadas com o estresse oxidativo (Folmer, Soares, & Rocha, 2002; Souza, Rocha, 
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Nogueira, Borges, Kaizer, Morsch, et al., 2007). Deste modo, a enzima δ-ALA-D poderia ser 

utilizada como um marcador de toxicidade do metal. 

 Muitos estudos já demonstraram que o uso de antioxidantes são componentes 

importantes em um tratamento eficaz para a intoxicação por Cd (Soares, Izaguirry, Vargas, 

Mendez, Spiazzi, & Santos, 2013; Spiazzi, Manfredini, Barcellos da Silva, Flores, Izaguirry, 

Vargas, et al., 2013). Durante as últimas décadas, o interesse pelos compostos orgânicos de Se 

tem se intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes compostos 

possui propriedades farmacológicas (Nogueira, Zeni et al. 2004) e antioxidantes (Brandão, 

Santos, Oliveira, Roman, & Nogueira, 2009; Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, & 

Nogueira, 2004; Santos, Zeni, Rocha, Weis, Fachinetto, Favero, et al., 2005) . 

 Anteriormente já foi demonstrado que o disseleneto de difenila [Ph(Se)2] foi eficaz em 

restaurar o dano oxidativo causado pelo Cd em testículo de camundongos (Brandão, 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 selênio têm sido estudada para avaliar o seu potencial 

antioxidante e  efeitos biológicos e toxicológicos. 

 No presente estudo, examinou-se o efeito de Cd sobre a atividade da enzima δ-ALA-D 

de ovário bovino in vitro. Além disso, estudou-se o possível efeito de um novo composto 

orgânico de selênio (seleno-furanosídeo) na restauração da atividade da δ-ALA-D inibida por 

Cd. Levando-se em conta que as observações in vitro contribuem apenas como guia para 

toxicidade do Cd e a interação 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-

furanosídeo e sua interação com o metal em  ovários de camundongas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

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

 

 

 A δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D), conhecida como porfobilinogênio 

sintase, é uma enzima contendo grupos sulfidrila (-SH), que catalisa a condensação 

assimétrica de duas moléculas de δ-aminolevulinato (ácido aminolevulínico, δ-ALA) para 

produzir porfobilinogênio, sendo este um precursor da síntese dos tetrapirróis nas células. Os 

tetrapirróis, como o heme e a clorofila, são essenciais para o metabolismo aeróbico e para a 

fixação do carbono (Rocha, Saraiva, Garcia, Gravina, & Nogueira, 2012). Consequentemente, 

os agentes tóxicos ou metabolitos que interrompem ou interferem com a síntese dos 

tetrapirróis podem causar efeitos no metabolismo celular(Heinemann, Jahn, & Jahn, 2008).  

 A inibição da δ-ALA-D pode afetar desfavorecidamente as vias de biossíntese do 

heme, podendo ter consequências patológicas, como a anemia (da Silva, Rocha, Morsch, 

Zanin, Kaizer, Maldonado, et al., 2007), câncer (Goncalves, Benvegnu, Bonfanti, Frediani, 

Pereira, & Rocha, 2009), insuficiência renal crônica (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 δ-ALA-D é uma metaloenzima que requer íons zinco para a sua atividade catalítica 

máxima (Pimentel Vieira, Rocha, Schetinger, Morsch, Rodrigues, Tuerlinckz, et al., 2000). 

Portanto, essa enzima pode ser inibida por substâncias que competem com o zinco ou ainda 

que oxidem os grupos –SH. O Zn também está envolvido na estabilização de grupos tiol / 

tiolato vicinais e a sua remoção por agentes quelantes pode acelerar a auto-oxidação da 

enzima (Emanuelli, Rocha, Pereira, Nascimento, Souza, & Beber, 1998). Inúmeros metais 

como mercúrio (Peixoto, Kratz, Roza, Morsch, & Pereira, 2007), chumbo (Q. Wang, Ye, 

Zhao, Chen, & Zhou, 2011), cádmio (Brandao, de Oliveira, & Nogueira, 2010; Brandão, 

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 os grupos 
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sulfidrílicos podem modificar a atividade da enzima (Flora, Dubey, Kannan, Chauhan, Pant, 

& Jaiswal, 2002; G. Wang & Fowler, 2008). Deste modo, a atividade da δ-ALA-D poderia ser 

utilizada como um marcador de toxicidade do metal. 

  Esta situação pode estar associada com o estresse oxidativo, pois além da insuficiente 

produção de heme, a inibição da δ-ALA-D pode resultar no acúmulo do substrato δ-ALA, que 

está relacionado com a superprodução de Espécies Reativas (ERO), como OH
• 

(radical 

hidroxila), o O2
•-
 (anion superóxido) e o H2O2 (peróxido de hidrogênio). (Brito, da Rocha, 

Puntel, da Luz, Barbosa, de Carvalho, et al., 2011), como demonstrado na figura 1. 

 

 

Figura 1: Esquema da possível interferência dos metais na atividade da enzima δ- aminilevulinato desidratase 

(δ-ALA-D). Ao inibir a atividade da enzima a síntese de porfobirinogênio (PBG) é diminuída e ocorre o acúmulo 

do substrado ácido δ-aminolevulinico (ALA) que está relacionado com a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO). Adaptado de Rocha et al. (2012) (Graphical Abstract). 

 

 Do ponto de vista toxicológico, estudos de Onuki, Medeiros, Bechara, and Di Mascio 

(1994) demonstraram que o substrato da enzima δ-ALA-D, o δ-ALA pode apresentar 

propriedades pró-oxidantes sob condições 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 δ-ALA na circulação 

(Costa, Trivelato, Pinto, & Bechara, 1997). Consequentemente, a inibição da δ-ALA-D por 

agentes tóxicos ou condições patológicas associadas com o estresse oxidativo podem iniciar 

um ciclo vicioso pró- oxidativo que vai inibir ainda mais a δ-ALA-D e aumentar a 
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concentração de compostos potencialmente tóxicos, tais como δ-ALA e metabólitos 

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

 Como já mencionado, a δ-ALA-D tem sido utilizada como um indicador clínico de 

intoxicação por chumbo porque a enzima é muito sensível  in vitro e in vivo a este metal 

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

 No entanto , a forte reatividade in vitro dos grupos tiol vicinais da δ-ALA-D com 

eletrófilos, tais como Hg (II), Cd (II), Sn (II), As (III), Bi (III), In (III), Tl (III), Se (IV) e Te 

(IV) indicaram que qualquer eletrófilo pode ser um potencial inibidor molecular da enzima δ-

ALA-D in vitro e in vivo. Além disso, a exposição combinada de Pb (II), As (III) e de Cd (II) 

podem ter efeitos tóxicos aumentando ou diminuindo a inibição δ-ALA-D , dependendo da 

duração de exposição e o tecido considerado (Whittaker, Wang, Chen, Lipsky, Smith, 

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

 

 

 

Figura 2:  Representação dos elementos da tabela periódica que inibem ou estimulam a atividade δ-ALA-D. Zn 

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

 

 

 

2.2 Cádmio 
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 O cádmio (Cd) é um metal tóxico proveniente de fontes industriais e agrícolas, possui 

uma longa meia- vida biológica de 10- 30 anos (Xiang, Wen, Wu, Jiang, He, & Liu, 2012) e 

um baixo nível de excreção (Akerstrom, Barregard, Lundh, & Sallsten, 2013). Com isso,  o 

Cd é considerado de grande risco para a saúde humana  devido ao fato que ele pode se 

acumular em órgãos como o pulmão (Luchese, Brandao, de Oliveira, Nogueira, & Santos, 

2007) (Klimisch, 1993) ,fígado (Johansen, Mulvad, Pedersen, Hansen, & Riget, 2006), rim 

(Jihen el, Imed, Fatima, & Abdelhamid, 2008), testículo (Haouem, Najjar, El Hani, & Sakly, 

2008; Spiazzi, et al., 2013), cérebro, ossos, sistema sanguíneo, etc. (Messaoudi, Hammouda, 

El Heni, Baati, Saïd, & Kerkeni, 2010). 

 O Cd foi descoberto como um elemento em 1817, pelo químico alemão Friedrich 

Strohmeyer. Um século depois, Stephens (1920) relatou intoxicações de trabalhadores por 

cádmio e as primeiras contribuições toxicológicas sobre a farmacologia deste metal foram 

descritas por Schwartze (1923). Uma das principais evidências do efeito deletério do cádmio 

foi evidenciada pela doença de itai-itai em moradores da região do rio Jinzu na Província de 

Toyama, Japão, por volta dos anos 1950. A doença de Itai-itai é a forma mais severa de 

intoxicação crônica por cádmio causada por ingestão prolongada deste metal, sendo a 

principal característica clínica da doença o dano renal manifestado por disfunção tubular e 

glomerular combinados com osteomalácia e osteoporose (Inaba, Kobayashi, Suwazono, 

Uetani, Oishi, Nakagawa, et al., 2005). 

 Atualmente o cádmio está em 7º lugar na lista prioritária de substâncias perigosas da 

Agência de Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (na sigla em inglês, ATSDR), que 

classifica os compostos conforme a ameaça significativa que esses apresentam a saúde 

humana devido a sua toxicidade conhecida ou suspeita, e a potencial exposição humana a 

essas substâncias (ATSRD, 2011). Além disso, o cádmio também é classificado como 

carcinogênico pela Agência Internacional para Pesquisa sobre o Câncer (na sigla em inglês, 

IARC)  (IARC, 1993; Waalkes, 2003). 

 Este metal está presente em baixas concentrações no ambiente, porém a atividade 

humana aumentou significativamente estes níveis (WHO, 2010). A maior parte de Cd 

liberado pode ser atribuída à exposição ocupacional, resíduos de mineração, pigmentos e 

baterias níquel-cádmio (Liao, Chen, Xie, & Liu, 2005). Porém uma das causas mais comuns 

de exposição não-ocupacional ao Cd é através da fumaça do cigarro (Shiverick & Salafia, 
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1999). Deste modo, uma pessoa que ingere em média 1 µg/dia de cádmio via alimentação, 

tem um adicional de 1-3 µg/dia  ao fumar um maço de cigarro por dia  (ATSDR, 2008).  

 Um dos motivos do Cd ter um longo tempo de meia- vida e uma baixa excreção são as 

fortes ligações do metal com a metalotioneína (MT), principalmente em órgãos como fígado e 

rins onde os níveis dessa proteína são maiores, e ela propicia, pelo menos temporariamente, 

uma desintoxicação do metal (Klaassen, Liu, & Choudhuri, 1999), pois esta proteína  liga-se a 

metais (essenciais e não essenciais) em nível transicional, a fim de torná-los menos reativos e 

diminuir sua toxicidade (Klaassen, Liu, & Choudhuri, 1999; Trinchella, Riggio, Filosa, 

Volpe, Parisi, & Scudiero, 2006). A conjugação da metalotioneína com o cádmio ocorre 

através de grupos sulfidrila presentes na estrutura da proteína. A afinidade que o cádmio 

apresenta por grupos sulfidrila faz com que ele também possa formar associações com outras 

moléculas como albumina, cisteína, glutationa e proteínas ricas em sulfidrilas (Klaassen, Liu, 

& Diwan, 2009). 

 No entanto, o mecanismo de toxicidade do Cd permanece bastante incerto. Têm-se 

demonstrado que o cádmio tem uma elevada afinidade por sítios de ligação de zinco e de 

cálcio e pode deslocar esses metais de complexos preexistentes (Aramini, Hiraoki, Ke, Nitta, 

& Vogel, 1995; Predki & Sarkar, 1992). 

 Os metais, especialmente metais de transição, agem como catalisadores em reações 

oxidativas de macromoléculas biológicas, assim, a toxicidade do metal pode estar associada 

ao estresse oxidativo tecidual (Yalin, Comelekoglu, Bagis, Sahin, Ogenler, & Hatungil, 

2006). Entretanto, como esse metal não é ativo em reações do tipo redox ele não pode, por si 

só, produzir reações como as de Fenton (Moriwaki, Osborne, & Phillips, 2008), por isso 

acredita-se que as ERO são geradas indiretamente pelo cádmio. Dependendo da sua 

concentração, ocorre uma diminuição nos níveis de antioxidantes celulares e também pode 

ocorrer a ligação do Cd
 
com grupos sulfidrila em moléculas críticas, como já supracitado, 

levando à inativação desses grupos e consequentemente a um estresse oxidativo (Rikans & 

Yamano, 2000). 

 O acúmulo de metais pesados no organismo humano representa um risco  significativo 

para a saúde, levando a uma grande variedade de doenças, associadas, ao menos em parte, aos 

efeitos pró-oxidantes destes metais e suas capacidades de contribuírem para a geração de 

ERO, como o OH
•
, o O2

•-
 e o H2O2. O aumento da produção de ERO pode resultar na 

extensiva diminuição das defesas antioxidantes, acarretando uma condição conhecida como 
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estresse oxidativo (Brandao, Borges, de Oliveira, Rocha, & Nogueira, 2008). O termo radical 

livre refere-se a um átomo ou molécula altamente reativa, que contêm número ímpar de 

elétrons em sua última camada eletrônica. Este desemparelhamento de elétrons da última 

camada que confere alta reatividade a esses átomos ou moléculas (Schneider, 2004). 

 O estresse oxidativo pode ser considerado um fator que contribui na etiologia da 

infertilidade masculina e feminina bem como está relacionado com o envelhecimento precoce 

(Angelopoulou, Lavranos, & Manolakou, 2009). Neste contexto, muitas evidências indicam 

que as ERO estão envolvidas na indução do dano tecidual pelo cádmio, o que causa estresse 

oxidativo como resultado do aumento na peroxidação lipídica e diminuição das defesas 

antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas (Koizumi & Li, 1992). Os antioxidantes são 

agentes responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos radicais livres nas 

células. Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres podem ser 

classificados em antioxidantes enzimáticos ou não-enzimáticos (Bianchi, 1999). 

 Uma vez que os antioxidantes possuem uma importante função protegendo as células 

contra o estresse oxidativo, a utilização destes compostos poderia ser eficaz em proteger 

contra intoxicações causadas por este metal pesado.Por esse motivo, o uso de compostos 

antioxidantes poderia auxiliar na prevenção ou proteção 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 terapêuticas para 

controlar o dano oxidativo. 

 

 

2.3  Cádmio e δ- Aminolevulinato Desidratase (δ- ALA-D) 

  

 

 A toxicidade reprodutiva do cádmio obteve uma atenção especial nos últimos anos, 

embora o mecanismo tóxico para esta permanece desconhecida (Zhang et al., 2007). As 

pesquisas sobre sua prevenção e cura ainda não têm evidências científicas suficientes. Em 

várias espécies, a exposição a longo prazo a este metal produz danos aos órgãos ou 

deficiência funcional (Sharara et al, 1998.); órgãos susceptíveis incluem o sistema reprodutivo 

masculino (Santos, Oro, Zeni, Rocha, do Nascimento, & Nogueira, 2004; Santos, et al., 2005; 

Spiazzi, et al., 2013) resultando em diminuição da fertilidade.  
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 Anteriormente já foi demonstrado que o Cd em baixas concentrações inibe a atividade 

da enzima δ- ALA-D de órgãos de detoxificação, como o rim, fígado e baço. Borges, 

Brandão, Godoi, Nogueira, and Zeni (2008) demonstraram que uma exposição de 30 dias via 

oral ao CdCl2 (5µmol/Kg) leva a uma diminuição da atividade da enzima em fígado e rim, 

com um acúmulo de metal no tecido hepático 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 inibição da enzima em fígado, rim e baço, 

num tratamento subcrônico com a administração subcutânea de CdCl2 (10µmol/Kg). 

 Recentemente, Bernhoft (2013) demonstrou que o Cd pode ou estimular  ou inibir a δ-

ALA-D de sangue e rim, dependendo do tempo de exposição. Resumidamente , a exposição 

in vivo ao Cd  pode ter efeito inibitório ou estimulatóri sobre a atividade da δ-ALA-D, 

dependendo possivelmente da concentração alcançadas pelo Cd, do  tecidos alvo e também do 

tempo de exposição. 

 Considerando o fato do Cd  ser um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre, 

que este metal é responsável pelo desenvolvimento de anemias, cujo mecanismo parece 

envolver a síntese do heme e os seus efeitos discrepantes sobre a δ-ALA-D, torna-se de 

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

 

 

2.4. Selênio 

 

 

 O Selênio (Se) foi descoberto em 1817 e inicialmente considerado tóxico para 

humanos e animais. Após, estudos relataram que o Se é um elemento essencial ao organismo, 

fazendo parte de proteínas e enzimas (Shia, 2011; Viaro, 2001). Logo, o selênio é considerado 

um dos mais controversos elementos, pois por um lado é tóxico em altas concentrações, e por 

outro, sua deficiência causa problemas relacionados ao aumento na susceptibilidade a várias 

doenças em humanos e animais, além de afetar negativamente a produção e reprodução 

animal (Putarov, 2010). 

 Esse elemento está localizado no grupo dos calcogênios (grupo 16) na tabela 

periódica, podendo apresentar-se sob quatro estados de oxidação: selenato (Se
+6

), selenito 

(Se
+4

), selênio elementar (Se
0
) e seleneto (Se

-2
) (Papp, Lu, Holmgren, & Khanna, 2007). A 
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similaridade nas propriedades físicas e químicas do Se e Enxofre (S) permitem interações Se-

S nos sistemas biológicos, entretanto, as diferenças em suas propriedades físico-químicas 

estabelecem suas funções específicas(Stadtman, 1980).  

 O Se é um elemento traço essencial na dieta, sendo encontrado em alimentos como a 

castanha-do-pará, alho, cebola, brócolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes 

(Dumont, Vanhaecke, & Cornelis, 2006). A ingestão diária de 50-200 µg para humanos foi 

proposta pela Junta de Alimentação e Nutrição da Academia de Ciências dos Estados Unidos. 

 Este calcogênio apresenta um grande número de funções biológicas, sendo a mais 

importante o seu potencial antioxidante. O Se exerce sua atividade biológica através da 

incorporação do aminoácido selenocisteína (Sec) em uma única classe de proteínas chamadas 

selenoproteínas (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 peroxidação lipídica, catalisando a redução de peróxidos, 

incluindo peróxido de hidrogênio (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008). Devido a essa 

função na GPx, o Se provavelmente interage com qualquer nutriente que afete o balanço anti 

e pró- oxidante celular (Navarro-Alarcon & Lopez-Martinez, 2000). 

 Durante as últimas décadas, o interesse pelos compostos orgânicos de Se tem se 

intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes compostos possui 

propriedades farmacológicas (Nogueira, Zeni, & Rocha, 2004). Já foi demonstrado que 

organocalcogênios, podem ser melhores nucleófilos (e, portanto antioxidantes) do que os 

antioxidantes clássicos (Arteel & Sies, 2001). 

 Entre esses compostos podemos citar como exemplo o disseleneto de difenila (PhSe)2. 

Estudos demonstraram que o (PhSe)2 apresenta propriedades anti-úlcera (Savegnago, 

Trevisan, Alves, Rocha, Nogueira, & Zeni, 2006), anti-inflamatória e antinociceptiva 

(Savegnago, Pinto, Jesse, Alves, Rocha, Nogueira, et al., 2007) anti-hiperglicêmica (Barbosa, 

Rocha, Wondracek, Perottoni, Zeni, & Nogueira, 2006), neuroprotetora (Ghisleni, 

Porciuncula, Cimarosti, Batista, Salbego, & Souza, 2003) e pode retardar o desenvolvimento 

de câncer (de Vargas Barbosa, Nogueira, Guecheva, Bellinaso Mde, & Rocha, 2008), também 

possui efeito protetor contra a lipoperoxidação 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 é o ebselen (2-fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-

ona), um composto orgânico de selênio cujas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias 

têm merecido destaque no campo da farmacologia. Esse composto apresenta propriedades 

antioxidantes, anti-nociceptiva, neuroprotetora e anti- inflamatória 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 orgânicos de Se parece ser responsável pela sua eficácia 

no tratamento de doenças que tem o estresse oxidativo como processo central no seu 

desenvolvimento. 

 

 

2.5.1  Seleno-Furanosídeo 

 

 

 A química de organoselênios continua a atrair considerável atenção devido ao seu 

papel na síntese de um vasto número de compostos biológicos, como seleno- aminoácidos e 

seleno- peptídeos. O Se é um elemento essencial na dieta humana, tendo um papel importante 

sob o sistema imune, envelhecimento e também sob a reprodução masculina (Clark, Combs, 

Turnbull, Slate, Chalker, Chow, et al., 1996; Kryukov, Castellano, Novoselov, Lobanov, 

Zehtab, Guigo, et al., 2003). 

 Os compostos organoselênios surgiram como uma classe de estruturas que serviram 

como compostos terapêuticos importantes, como atividade anti-viral e anti- cancerígenos 

(N.A., 1984). 

 O Seleno-Furanosídeo ( Figura 3) é um composto orgaselênio inédito, constituído por 

uma molécula simples de carboidrato contendo uma molécula de Se. Os derivados de 

carboidratos têm despontado como uma classe de compostos com grande potencial de 

estudos, devido à sua semelhança química com moléculas de ocorrência natural. Sabe-se que 

o metabolismo da xilose em leveduras consiste em sua redução a xilitol por intermédio da 

enzima xilose redutase que requer como cofator o NADPH
+
 H

+
, seguida da oxidação à 

xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, que requer como cofator o NAD (Felipe, 2003). 
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 Os selenocarboidratos, em especial, têm sido alvo de estudos importantes para 

avaliação de suas atividades biológicas (Kobayashi, Ogra, Ishiwata, Takayama, Aimi, & 

Suzuki, 2002). Em um estudo utilizando selenocarboidratos mostrou que estes podem ter um 

papel regulador importante na síntese de melanina, sendo que selenocarboidratos derivados da 

D-glucose e D-galactose apresentaram efeitos inibitórios sobre a tirosinase, uma enzima que 

participa da síntese de melanina (Ahn, Koketsu, Ishihara, Lee, Ha, Lee, et al., 2006). 

 

  

 

Figura 3:. Estrututa Química do Seleno- Furanosídeo (Braga, Stefani, Paixão, Santos, & Lüdtke, 2010)    
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3 OBJETIVO  

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar o efeito do cádmio e do seleno-furanosídeo sobre a atividade da enzima δ-

ALA-D de ovário, in vitro e ex vivo. 

 

3.2 Objetivo Específico 

 

 Determinar a atividade da enzima δ-ALA-D no tecido ovariano in vitro, na presença 

de diferentes concentrações de cloreto de cádmio. 

 Analisar o possível mecanismo de inibição do cádmio sobre a atividade da δ-ALA-D, 

através do DTT e do ZnCl2. 

 Avaliar a atividade da enzima δ-ALA-D no tecido ovariano in vitro, na presença de 

diferentes concentrações de seleno-furanosídeo, bem como a interação deste com o 

cádmio. 

 Investigar a atividade da enzima δ-ALA-D em ovário de camundongas, após a 

exposição aguda ao cloreto de cádmio em associação com o composto orgânico de 

selênio (seleno-furanosídeo), com a finalidade de avaliar o papel protetor deste frente 

à um possível efeito tóxico do metal. 
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4 ARTIGO CIENTÍFICO 

  

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigo científico. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e 

Referências Bibliográficas encontram-se no próprio artigo, o qual foi publicado pela revista 

Journal of Applied Toxicology. 
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4  CONCLUSOES 

 

 

 Com o trabalho, verificou-se que: 

 Baixas concentrações de Cd inibiram a atividade da enzima δ-ALA-D em ovário de 

vaca in vitro, e o valor da IC50 obtido foi de 19,17 µM.  

 O Seleno- furanosídeo (10, 50, 100, 200, 400 e 1000 µM) não foi capaz de reverter a 

toxicidade do Cd no tecido ovariano bovino in vitro.  

 Foi demonstrado que o DTT (3mM) protegeu a inibição da atividade da enzima 

causada pelo Cd, enquanto o ZnCl2 (100µM) não protegeu o efeito inibitório do metal, 

sugerindo que a inibição da atividade da enzima estaria relacionado a oxidação dos grupos 

tiólicos.  

 No estudo ex vivo utilizando camundongos Swiss (fêmeas adultas), a exposição aguda 

ao Cd (2,5 e 5 mg/kg intraperitoneal) provocou uma inibição significativa da atividade da δ-

ALA-D de ovário (cerca de 27% e 34%, respectivamente). A terapia com o seleno-

furanosídeo ex vivo (100 µmol/kg) foi capaz de restaurar a atividade enzimática.  

 Assim, foi demonstrado pela primeira vez que a atividade da enzima δ-ALA-D 

ovariana é inibida pelo Cd tanto in vitro como ex vivo. Além disso, a terapia com o seleno-

furanosídeo foi eficaz em restaurar a atividade da enzima inibida pela exposição ao Cd em 

ovário de camundongas, mas não 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 após 

a exposição aguda do Cd. 
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5  PERSPECTIVAS 

 

 

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

posteriores são: 

 Avaliar o efeito do Seleno- Furanosídeo em um modelo de exposição crônica ao cádmio, 

para verificar o efeito de uma exposição crônica ao metal sobre a atividade da enzima δ-

ALA-D de ovário, bem como posterior avaliação histológica dos ovários. 

 Em um modelo de exposição aguda ao Cd e ao seleno-furanosídeo, determinar dos níveis 

de antioxidantes não- enzimáticos, como Glutationa (GSH) e Ácido Ascórbico, e outros 

enzimáticos, como Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Redutase 

(GR), bem como determinar os níveis de peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e o 

dano de DNA através de ensaio cometa.  

 Determinar os níveis de progesterona, hormônio luteinizante, hormônio folículo 

estimulante, com o objetivo de investigar se o cádmio altera os níveis destes hormônios e 

se o composto poderia interferir nestes parâmetros. 

 Avaliar o efeito do Seleno- Furanosídeo em um modelo de exposição aguda ao cádmio em 

camundongos, a fim de elucidar os efeitos do composto sobre o sistema reprodutor 

masculino, para posterior avaliação de parâmetros antioxidantes (enzimáticos e não 

enzimáticos), avaliação histológica dos testículos, assim como avaliação espermática 

levando em consideração a concentração, motilidade, morfologia. 
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