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RESUMO
o selênio é um elemento traço essencial para o ho-

mem e a sua deficiência na dieta está relacionada com o desenvolvi-
mento de uma série de patologias, como as cardiovasculares. No
entanto, muitos trabalhos têm evidenciado o efeito tóxico de determi-
nados compostos orgânicos e inorgânicos de selênio em alguns ór-
gãos e enzimas específicas; o qual compromete o funcionamento
dos mesmos. Este trabalho aborda especificamente o efeito tóxico
do selênio sobre uma das enzimas envolvidas na síntese do heme -
a 8-ALA-D - e o possível papel protetor dos íons Zn++ sobre a ação
tóxica deste elemento frente a enzima.

O composto (CH3)2C(Se<j>)(OCH3)nas concentrações
testadas (12, 40, e 120 11M),inibe significativamente a atividade da
enzima hepática, renal e cerebral (p-c 0.01). Também foi demonstra-
do que a interação do (CH)2C(Se<j» (OCH3)com ZnCI2(1 OOmM)não
foi capaz de proteger a enzima da inibição provocada por selênio
mas potencializou efeito inibitório do composto na b-ALA-D renal e
cerebral.



ABSTRACT
Selenium is an essential dietary trace element and its

deficiency can cause some pathologies such as cardiac diseases.
However, investigations have evidencied the toxicologic effect of organic
and inorganic selenium compounds in the organs and enzymes.
The present work examined the toxic effect of selenium on 0- ALA-O
an enzyme involved in the biosynthesis of tetrapyrrol heme . A possible
protective role of zinc on inhibitory effect of selenium was also
evaluated.

The organic selenium compound, (CH3)2C(Se<1>)(OCH3),

caused a dose dependent inhibition of renal, hepatic and cerebral 0-
ALA-O (p-c 0.01). Also was evidencied that the selenium and zinc
interaction not was able to restore the o-ALA-O activity inhibited by
selenium but increasing the inhibitory effect from the compound on
the renal and cerebral enzyme.

INTRODUÇÃO
A ô-aminolevutinato desidratase (o-ALA-O) é uma enzima

sulfidrílica que catalisa a condensação de duas moléculas do ácido
delta-aminolevulínico para formar, o composto monopirrólico,
porfibilinogênio (GIBSON et aI.,1955). Essa reação é fundamental na
biossíntese de compostos tetrapirrólicos como o grupamento heme.
Consequentemente a inibição desta enzima pode prejudicar a sínte-
se do heme, acarretando no acúmulo do ácido delta-aminolevulínico
(ALA), o qual pode apresentar atividade pró-oxidante (BECHARA
et.al.,1993). Como citado anteriormente a o-ALA-O, independente da
fonte estudada, é uma enzima de natureza sulfidrílica (TSUKAMOTO
et al.,1979, BEVAN et aI.,1980) tendo portanto sua atividade inibida
por uma série de agentes bloqueadores de grupos tiólicos e por me-
tais pesados que possuam elevada afinidade por grupamentos
sulfidrílicos, tais como chumbo (GOERING e FOWLER, 1984, 1985;
GOERING et al.,1986; ROORIGUES et aI., 1989,1996;
GOERING,1993; ROCHA et al,1995), cobre (NELSON et al.,1981) e
mercúrio (ROCHA et al.,1993, 1995).

Em mamíferos foi constatado que a o-ALA-O contém
dois tipos de sítios de ligação para o Zn+, denominados sítios A e ~,
os quais ligam Zrr ' com alta e baixa afinidade respectivamente (OENT
et aI.,1990; JAFFE, 1995). O Zrr" ligado ao sítio A é pentacoordenado,
tendo como um dos cinco ligantes um resíduo -SH de císteína, en-
quanto o Zrr" presente no sítio ~ da enzima está tetraedricamente
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coordenado a quatro ligantes de cisteína. Tem sido proposto que o
papel do Zrr" ligado ao sítio A da 8-ALA-D está diretamente relacio-
nado com a sua atividade catalítica, enquanto o Zn++ligado ao sítio ~
com a manutenção dos resíduos de cisteína no estado reduzido
(JAFFE et al.,1994; EMANUELLI et.al.,1996, BEBER et.al.,1998),
condição fundamental para que a enzima apresente atividade ótima.

O selênio, por sua vez é considerado um elemento
traço essencial com importante papel fisiológico como componenté
específico do sítio ativo de determinadas enzimas como a glutationa
peroxidase (FLOHE et al.,1973; ROTRUCK et al.,1973), glutationa
peroxidase de hidroperóxido de fosfolipídeos (URSINI et al.,1982,
1985,1987) e 5 deiodinase (BEHNE et al.,1990).

O mecanismo molecular pelo qual o selênio exerce
sua toxicidade ainda não encontra-se estabelecido de forma de-
finitiva; no entanto já em 1941 foi proposto que os efeitos tóxicos
de determinadas formas inorgânicas de selênio como o selenito
(Se03-2) poderia estar relacionado com a oxidação de tióis, com
a consequente formação de compostos intermediários (GSSeSG,
GSSeH, H2Se, 02-) altamente reativos, responsáveis então pela
oxidação de grupamentos sulfidrílicos (PAINTER, 1941; TSEN e
TAPPEL,1958, GANTHER, 1966, 1968, 1971; GANTHER e
CORCORAN,1969; SEKO et.al.,1989; SPALLHOZ, 1991). Recen-
temente também foi descrito que formas orgânicas de selênio
também podem aumentar a taxa de oxidação de grupos -SH
(GOEGER e GANTHER,1994; SCHONEICH et aI., 1990; BARBO-
SA et aI., 1998; MACIEL et aI., 2000; JAQUES-SILVA et al.,2001).
Determinados compostos orgânicos de selênio podem ser oxi-
dados a seus respectivos selenóxidos, os quais são considera-
dos potentes oxidantes tiólicos (FARINA et aI., 2001). Várias for-
mas orgânicas de selênio podem ainda apresentar atividade tiol-
peroxidase, ou seja, reduzir o H202 à H20 na presença de
substratos tiólicos tais como a GSH (COTGREAVE et al.,1992).

Com relação aos efeitos do selênio na atividade da õ-

ALA-O, foi observado que a exposição a algumas formas inorgânicas
de selênio causa um efeito inibitório na enzima proveniente de embri-
ões de ratos in vivo. De acordo com esses resultados, evidências
mostram que compostos orgânicos e inorgânicos de selênio inibem
a atividade da 8-ALA-D de ratos in vitro (BARBOSA et aI., 1998;
JAQUES- SILVA et aI., 2001, MACIEL et al.,2000; FARINA et aI.,
2001). Todavia, um possível papel protetor do Zn++ainda não foi inves-
tigado de forma detalhada.

O objetivo do presente estudo foi investigar o possível
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papel protetor do zinco sobre o efeito inibitório do selênio frente a
atividade da enzima de fígado, cérebro e rim de camundongos in
vitro.

MATERIAIS E MÉTODOS:
Animais experimentais:

Foram utilizados camundongos adultos provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais
foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (22-25°C),
iluminação natural e alimentação (Guabi-RS) e água ad libitum.

Preparação Tecidual:
Os animais foram anestesiados com éter e mortos por

decapitação. Os órgãos, cérebro, rim e fígado, foram rapidamente
removidos, pesados e colocados no gelo e então homogeneizados
em 5, 7e 10 volumes de NaCI (150mM). O homogeneizado foi
centrifugado a 4000 g, a 4°C, por 10 minoO sobrenadante obtido (S1)
foi utilizado para determinação da atividade da o-ALA-D.

Determinação da atividade da o-ALA-O:
A atividade da o-ALA-D de camundongos foi determina-

da de acordo com o método de SASSA (1982), pela quantidade de
produto formado (porfibilinogênio). O meio de incubação, cujo volume
final era de 250ml, continha 84mM de tampão fosfato de potássio,
pH 6.4, 2.5mM de ALA e 100ml de preparação tecidual. A quantida-
de de proteína incubada nos ensaios variou de 0.4 - 0.5mg para cére-
bro, e de 0.8 - 1.1mg para rim e fígado.

A reação foi iniciada pela adição de 100ml da prepara-
ção tecidual a um meio contendo o substrato (ALA). As amostras
foram incubadas por 1-4 horas a 39°C. A reação foi interrompida pela
adição de 150ml de TCA 10% contendo 0.01M de HgCI2 . O produto
da reação foi determinado com o reagente de Ehrlich, a 555nm. O
coeficiente de absorção molar para o produto de reação do
porfibilinogênio com o reagente de Ehrlich é de 6,1x104. A reação foi
linear com o tempo de incubação e com a quantidade de proteína em
todas as condições experimentais.
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Determinação de proteínas:
A determinação do conteúdo protéico das amostras foi

efetuada de acordo com o método de BRADFORD (1976), utilizando-
se albumina de soro bovino como padrão.

RESULTADOS:
Papel do zinco sobre o efeito do 2-fenilseleno-2-metóxi-

propano na atividade da õ-ALA-D hepática, renal e cerebral de
camundongos in vitro

Sabe-se que determinadas formas orgânicas de selênio
inibem significativamente a atividade da enzima õ-ALA-D de cérebro,
fígado e rim de ratos adultos in vitro (BARBOSA et al.,1998) e que
existem evidências na literatura atribuindo ao Zrr" um papel direto na
função catalítica da õ-ALA-D ou ainda corroborando a hipótese de
que o mesmo estabiliza a forma ativa da enzima possivelmente por
impedir a oxidação de grupos -SH essenciais à o-ALA-D. Com base
nesses dados investigou-se o efeito concomitante do ZnCI2 (1OOmM)
e do composto orgânico, 2-fenilseleno-2-metóxi-propano (12, 40 e
120j..lM), sobre a atividade da enzima; afim de determinar se o efeito
inibitório do mesmo sobre a atividade da o-ALA-D poderia estar rela-
cionado com a remoção de íons Zrr" do seu sítio ativo.

Os resultados obtidos (Figuras 1, 2 e 3) mostram que o
composto de selênio testado causa uma inibição concentração-de-
pendente (12, 40 e 120j..lM)na atividade da enzima dos respectivos
tecidos utilizados (p-c 0.001).

Também evidencia-se que o zinco (100mM) além de
não proteger a õ-ALA-D da inibição provocada por selênio (Figuras
1, 2, e 3) ainda apresenta um efeito inibitório per se sobre a enzima
de origem hepática (Figura 1).

A reação foi iniciada pela adição do sobrenadante he-
pático (81) a um meio contendo 84mM de tampão fosfato de potás-
sio, pH 6.4, 2,5mM de ALA, ZnCI2 (1OOmM)e as concentrações de
selênio indicadas. 0, Controle; • . ZnCI2.

Esses resultados (Figuras 2 e 3) mostram ainda que a
inibição causada pelo composto orgânico de selênio, 2-fenilseleno-
2-metóxi-propano, na õ-ALA-D de rim e cérebro foi potencializada
pela adição de ZnCI2 (100mM) ao meio de incubação (p < 0.01). No
entanto, para a enzima hepática esse efeito da interação selênio +
zinco aumentando a inibição promovida pelo composto de selênio
não foi significativo (p = 0.98) .
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Fig.1. Efeito do ZnCI2 e do (CH3)2C(Se<j»(OCH3) na atividade da o-ALA-D
hepática de camundongos in vitro. Os dados são expressos como
média ± EP (n=5).
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Fig.2. Efeito do ZnCI2 e do (CH3)2C(Se<j»(OCH3) na atividade da o-ALA-
O renal de camundongos in vitro. Os dados são expressos como
média ± EP (n=5).
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A reação foi iniciada pela adição do sobrenadante renal
(81) a um meio contendo 84mM de tampão fosfato de potássio, pH
6.4, 2,5mM de ALA, ZnCI2 (1OOmM)e as concentrações de selênio
indicadas.O, Controle; , ZnCI2.
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Fig.3. Efeito do ZnCI2e do (CH3)2C(5e<j»(OCH3)na atividade da o-ALA-D
cerebral de camundongos in vitro. Os dados são expressos como
média ± EP (n=6).

A reação foi iniciada pela adição do sobrenadante cere-
bral (51) a um meio contendo 84mM de tampão fosfato de potássio,
pH 6.4, 2,5mM de ALA, ZnCI2 (100mM) e as concentrações de
selênio indicadas. O, Controle; , ZnCI2.

Uma vez que a ação inibitória do 2-fenilseleno-2-metóxi-
propano sobre a atividade da o-ALA-D parece não envolver a perda
de zinco do sítio ativo da enzima, procurou-se identificar o possível
mecanismo pelo qual esses compostos estariam inibindo a enzima.
Para isso testou-se o papel do OTT, um agente redutor de grupamentos
sulfidrílicos, sobre a atividade da 8-ALA-0 inibida por selênio. A
Figura 4 revela que a adição de OTI (10mM) ao meio de incubação,
restaura completamente a atividade da o-ALA-D hepática de camun-
dongos.
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Fig. 4. Efeito do OTT sobre a atividade da o-ALA-Ohepática inibida pelo
(CH3)2C(8e<j»(OCH) . Os dados são expressos como média ± EP
(n=3).
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A reação foi iniciada pela adição do sobrenadante he-
pático (81) a um meio contendo 84mM de tampão fosfato de potás-
sio, pH 6.4, 2,5mM de ALA, OTI (10mM) e as concentrações de
selênio indicadas .• , Controle; 0, DTI.

Resultados similares foram observados para a enzima
renal e cerebral (dados não mostrados). Esses resultados indicam
que o mecanismo pelo qual o selênio inibe a d-ALA-D possivelmente
envolva a oxidação de resíduos cisteinil presentes no sítio A ou B da
enzima.

Selênio uM

DISCUSSÃO:
Os resultados exibidos no presente estudo demons-

tram que a enzima o-ALA-D de fígado, rim e cérebro de camundon-
gos pode ser considerada um alvo em potencial a ação inibitória do
composto de selênio testado. Já havia sido descrito na literatura que
algumas formas de selênio inibem significativamente a atividade da
o-ALA-D de ratos adultos in vitro (BARBOSA et al.,1998;MACIEL et
al.,2000; FARINA et al.,2001), assim como metais pesados que apre-
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sentam grande afinidade por grupos -SH de biomoléculas endógenas
como cobre (NELSON et al.,1981) mercúrio (ROCHA et al.,1993,
1995; EMANUELLI et al.,1998) cádmio (RODRIGUES et al.,1989) e
chumbo (GOERING e FOWLER,1984,1985; GOERING et al.,1986;
RODRIGUES et aI., 1989,1996; GOERING,1993; ROCHA et al,1995).
De acordo com tais estudos nesse trabalho evidencia-se que o com-
posto, 2-fenilseleno-2-metóxi-propano, apresenta também um efeito
inibitório significativo sobre a atividade da enzima õ-ALA-D de ca-
mundongos nos diferentes tecidos estudados.

Sabe-se que após a remoção de íons zinco da enzima
os grupos -SH da mesma são facilmente oxidados, situação que
pode ocasionar a perda da atividade enzimática. Recentemente foi
demonstrado que este Zn++tem função estrutural de evitar a oxida-
ção de resíduos cisteinil do sítio p da enzima (BEBER et al.,1998;
EMANUELLI et al.,1998) e que o BAL, um composto tiólico, inibe a
b-ALA-D por quelar os íons zinco presentes neste sítio (EMANUELLI
et al.,1996).

Um resultado interessante obtido neste estudo foi com
relação ao papel do zinco no efeito inibitório do selênio. Uma vez
que estudos apontam para o zinco uma função antioxidante, era de
se esperar que a adição de ZnCI2 no ensaio pudesse proteger a ativi-
dade da enzima inibida por selênio ou ainda não interferir no efeito
inibitório do composto. Porém constatou-se que a presença de zinco
(100mM) não protegeu a õ-ALA-D do efeito inibitório do selênio e sim
potencializou a ação inibitória do composto sobre a atividade da
enzima renal e cerebral. Esses dados sugerem que no ensaio
enzimático possivelmente tenha ocorrido a formação de um comple-
xo (ZnCI2 + Selênio) com uma afinidade maior por grupamentos -SH.

Para b-ALA-O hepática observou-se ainda que o zinco
sozinho inibe a enzima.

Dentro deste contexto fica evidente que mecanismo
pelo qual o composto de selênio testado inibe a enzima b-ALA-O
possivelmente envolva um outro mecanismo que não a remoção de
íons Zrr" presentes no sítio B da enzima; uma vez que o ZnCI2 não
foi capaz de recuperar a atividade da mesma.

Uma característica importante õ-ALA-D é a
essencialidade de seus grupos -SH no estado reduzido para desem-
penhar sua ação catalítica. A utilização de 10mM de DTT, um agente
redutor, no ensaio enzimático foi capaz de abolir totalmente a inibi-
ção causada pelos três compostos testados. Esse antagonismo
ocorre provavelmente pela interação dos grupos -SH do próprio OTT
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com os compostos presentes no meio de incubação, evitando assim
a oxidação de grupos -SH essenciais da enzima e permitindo que
mesma desempenhe sua função catalítica normal. Isto demonstra
que o selênio inibe a 8-ALA-D por causar uma oxidação reversível de
grupos -SH presentes no sítio ativo da enzima e não por remover íons
zinco ligados a esses grupamentos sulfidrílicos.

As concentrações do composto de selênio que inibiu a
8-ALA-D in vitro relatadas neste trabalho está dentro da faixa de con-
centrações de selênio encontradas no sangue de pessoas expostas
a altos níveis desse elemento (GREGER e LANE,1987).
Consequentemente, quando extrapolado para uma situação in vivo é
razoável supor que o mecanismo pelo qual o selênio produz toxicidade,
esteja em parte, relacionado com a inibição da 8-ALA-D e com a
biossíntese do heme.
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