UFSM

Dissertacao de Mestrado

EFEITOS TOXICOS DO ETANOL E SUA RELACAO COM O ESTRESSE
OXIDATIVO

LUCINEIA ALBANIO PIVETTA

PPGBTOX

Santa Maria, RS, Brasil
2005




EFEITOS TOXICOS DO ETANOL E SUA RELACAO COM O
ESTRESSE OXIDATIVO

por

LUCINEIA ALBANIO PIVETTA

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncias Biologicas - Bioquimica Toxicologica da
Universidade Federal de Santa Maria - RS, como requisito parcial para
a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica

Toxicolégica.

PPGBTOX

Santa Maria, RS, Brasil
2005




i

Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica
Toxicoldgica

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertagao de

Mestrado

EFEITOS TOXICOS DO ETANOL E SUA RELACAO COM O ESTRESSE
OXIDATIVO

elaborada por

Lucinéia Albanio Pivetta

como requisito parcial para obtencao do grau de

Mestre em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica Toxicoldgica

COMISSAO EXAMINADORA:

Dr. Marcelo Farina
(Presidente-Orientador)

Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha
(Co-orientador)

Dra. Ana Lucia Severo Rodrigues

Dr. Félix Alexandre Antunes Soares

Santa Maria, 12 de Agosto de 2005



A Deus, Elvira Albanio
&

Jeferson Marques



v

Agradecimentos

Ao Professor Dr. Marcelo Farina pela orientagdo no
desenvolvimento desse trabalho, pelo exemplo de profissionalismo e em especial

a sua atencdo e dedicacdo, que contribuiram para a conclusdo desta dissertagao.

Ao Professor Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha, pela
possibilidade de conhecer a pesquisa ao ingressar no seu grupo de trabalhos, pelo
exemplo de persisténcia e disposicdo frente as dificuldades enfrentadas pela

pesquisa no pais.

Aos colegas do laboratorio do professores Jodo, Cristina e Gilson
que, com certeza, oportunizaram, de diversas formas, a conclusao desse trabalho.
Aqueles colegas de aula que, através de conversas, possibilitaram o surgimento e

aprimoramento de idéias.

Em especial, a duas pessoas que se tornaram essenciais
colaboradores para a execucao tedrico-pratica deste trabalho, a quem dedico meio
sincero muito obrigado e minha amizade: Romaiana Picada Pereira e Marcelo

Farinon.

A Universidade Federal de Santa Maria ¢ a CAPES, pelo apoio
financeiro. Ao Departamento de Quimica e aos funcionarios, em especial, ao

Rinaldo, por possibilitarem o desenvolvimento desta dissertacao.

Aos meus familiares (avos e tios) pelo apoio, compreensdo e
exemplos de vida. Em especial aos meus irmdos Ricardo e Tiago e a minha
grande amiga e mae Elvira Albanio pelos incansaveis conselhos e exemplo de

dedicacdo e perseveranca.

Aos meus sogros, Beloni e Carlos Marques pela compreensdo,
apoio e carinho. As minhas cunhadas Jenifer e Joice Marques e meu cunhados

Roger e Fabiano pela amizade e companheirismo.

Ao meu esposo, incentivador e eterno amor Jeferson Marques, o

qual torna a caminhada da vida mais tranqiiila e feliz.



SUMARIO
SUMARIO. ....cooueiriiriireieeesseisss st v
LISTA DE TABELAS . .....ooioe ettt X
LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt X
LISTA DE ABREVIATURAS. ... xil
LISTA DE ANEXOS......oiiiiiieeeeeee e X1v
RESUMO ...ttt ettt e e e e seaaree e e e e XV
ABSTRACT ...ttt et e e e e es XVvil
Capitulo 1- INtrodugao........cceevviieeeiiieeeiie et e 1
1.1 Objetivo geral.......cccueieiiiieiiieiieeeie et 2
1.2 Objetivos eSPeCIfiCOS. . uuiinriiiiriiiieriie et 2
Capitulo 2 - O consumo de etanol e seus efeitos no organismo............ 4
2.1 Ingestao de etanol: uma pratica antiga............ccccueeeeevreeennnee. 4
2.2 Metabolismo do etanol — aspectos gerais..........ccceevveeennnen.. 5
2.3 Metabolismo do etanol — sistema hepatico..............cceeeuee.n. 6
2.3.1 Alcool desidrogenase (ALD)..........coeveeveeereeeereereerenas 7
2.3.2 Aldeido desidrogenase (ALDH)........cccccevvvciieeeciieeennnnen. 7
2.3.3 Sistema Microssomal de Oxidac¢ao do Etanol (SMOE).....8

2.3 CatAlASE. .. oo 8



vi

2.4 Metabolismo do etanol — desequilibrio celular...................... 10

2.4.1 Doengas hepaticas provocadas pelo consumo excessivo do

CLANOL .. 11
2.4.2 Acetaldeido.......ccueevueiiiiiiiiiie e 13
2.4.3 Estresse OX1datiVo.......cccecveieeriiieeeriiieeeieeeeeieeeeeveee e 14
Capitulo 3 - Interagdo entre etanol e compostos sulfidrilicos............. 16
3.1 Etanol, glutationa € 0-ALA-D.......ccccceevviiiieiiiiieciie e 16
3.1.2 Glutationa (GSH)........ooeeiiiiieieieeeeee e 16
3.1.3 5-Aminolevulinato desidratase (0-ALA-D)..........cc........... 18
Capitulo 4. Compostos antioxidantes: ebselen e NAC....................... 20
4.1 INtroduGA0. ... ..uvviiieiieeiieee e 20
4.1.2 N-Acetilcistéina (NAC).......ccovieeeeciieeeeiee e 20
4.1.3 Ebselen (2-fenil-1,2-benzoselenazol-3(2H)-ona)................ 21
Capitulo 5- Materiais € MEtOdos........cccuverereiireeriiieeeiiee e 23
5.1 Reagentes qUIMICOS. ......ccccveeieriiieeeiiieeeeiieeeeieee e e e 23
5.1.1 Trabalho iN VIVO € IN VItFO.......c.ccovieeiiiiiiecieeeeee e, 23
5.2 Modelo experimental.............cccoeeeriiiiieeiiiiieeiiee e 25
5.2.1 EStudo iN VIVO.....c.coiiiiiiiieieieeieeeeee e 25
5.2.2 ANIMATS.c..eiiiiiiieiiitiiee ettt st 25
5.2.3 Tratamento.......uueeeruiieiiiiie et 25

5.3 Preparagao Tecidual..........ccccoeveviieeiiiiieiiie e, 27



vil

5.4 Determinac0Oes €NZIMALICAS. .....uveeeeeeeeeeeeeeeeeeeiirrrrreereeeeeeeeeeenns 27

54.1 Estudo da atividade da enzima o&-aminolevulinato

dESIATATASE....eeevvieeeiiieciie ettt et eae e e 27
5.4.2 Estudo da atividade da enzima GSH-PX..............ccoceeniee. 27
5.5 Verificacao dos niveis de tidis ndo protéicos............ccvvennn.e.. 28
5.6 Determinagao Prot€iCa.........cccueeeeriureeeeevieeeeireeeeerieeeesnveeeenns 28
5.7 EStudo in VITFO.....cvviieeviieciee e 28
ST 1 ANIMATS.cniiiieiiiiee ettt e e e e e e 28
5.7.2 Preparacao Tecidual..........ccoeovveieiiiiieeiiiieeciee e, 28

5.7.3 Determinacao da atividade das enzimas GSH-r e GSH-Px....

...................................................................................................... 29
5.7.4 Determinacao da atividade tiol-peroxidase do ebselen.......29
5.7.5 Estudos de eSpectroSCOPIa......uueeruveeeueeenireeenieeeieeeeieeennnns 30
5.7.6 Determinacgdo de grupamentos sulfidrilicos........................ 30
5.7.7 Determinaga@o ProteiCa........ccureerrrrreerrrreeessiueeessinreeeesereeeanns 30
5.8 Andlise estatiStiCa.......cevvuiiirieiiiiiiiieeee 30
Capitulo 6- Resultados obtidos..........cceecuviiieiiiiieeiiieeeee e, 31
0.1 EStudo IN VIVO....cc.eiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 31
6.2. EStudo IN VITrO.....c.ooveiniiiiiiiinicicceccecesce e 35
Capitulo 7- DISCUSSAO0.....ueiieeeiieieeiiieeeiireeeereeeeeiteeeesre e e e eereeeeeeaeeeens 45
Capituo 8- CONCIUSOLS. ......eieierieeiieeiiieeieeeie et 52

Referéncias bibliograficas.........ccoveeveuiiieeeiiiieeiiiee e 55



viil

Y AN 8 1=, €0 1 JUR O TR PR RPP PRI 77



X

LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Grupo dos camundongos tratados com etanol 3 g/kg;
| 511 57 < SRS 26

TABELA 2: Grupo dos camundongos controle (glicose);
LIML K. vt e 26

TABELA 3: Efeito in vitro do acetaldeido nas atividades das
enzimas hepdaticas glutationa redutase (GSH-R) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) de camundongo e na atividade tiol-

peroxidase do ebsSelen..........oeeevuviiieiiiiiiieciee e, 37

TABELA 4: Efeitos in vitro do acetaldeido sob a oxidacdo da

glutationa na presenga da glutationa-S-transferase (GST)........... 44



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Metabolismo do etanol..........ccouueeeeemoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 9

FIGURA 2: Mecanismo pelo qual o consumo excessivo de etanol

pode levar aos danos no figado.........c.cceevevveieiciiieeniiie e, 12

FIGURA 3: Rota de 6xido-reducao, relacdo entre glutationa reduzida

¢ glutationa oxidada...........cceveuiiiieiiiieeeieee e 17
FIGURA 4: Via de biossintese dos compostos tetrapirrélicos............ 19
FIGURA 5: Estrutura molecular da N-acetilcisteina.......................... 21
FIGURA 6: Estrutura molecular do ebselen...........ccccoecvveeeiieennennnnen. 22

FIGURA 7: Efeito da administracdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou
ebselen nos niveis hepaticos de tidis nao-protéicos (SHNP) dos

camundongos controle e expostos ao etanol............ccceccveeeeeeiiereennneen. 32

FIGURA 8: Efeito da administracdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou
do ebselen sobre a atividade da enzima 06-ALA-D hepatica dos

camundongos controle € expostos ao etanol............ccceeceevvierieeneennne. 33

FIGURA 9: Efeito da administragdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou
do ebselen sobre a atividade da enzima GSH-Px hepatica dos

camundongos controle e dos camundongos expostos ao etanol......... 34

FIGURA 10: Espectro de absor¢cdo do ebselen e os produtos da sua

interacdo com glutationa e/ou acetaldeido.........ccceevueeviinniienicinennnnn. 38

FIGURA 11: Espectro de absor¢ao do ebselen e os produtos da sua

interacdo com glutationa e/ou acetaldeido..........ccceeeevieiiiciieenniiennn. 39



X1

FIGURA 12: Efeito in vitro do acetaldeido sob a oxidag¢do da
GIULALIONA. . .eeiiiiiii et et 40

FIGURA 13: Efeito in vitro do acetaldeido sob a oxidacdo do
ditioeritritol (DTE).......ooooiiiieee e 41

FIGURA 14: Efeito in vitro do acetaldeido na oxida¢do grupamentos

sulfidrilicos totais de figado de camundongo..........cc.ccceeeuvveerrnrennnnee. 42

FIGURA 15: Efeito in vitro do acetaldeido na oxida¢do grupamentos

sulfidrilicos ndo protéicos de figado de camundongo......................... 43



LISTA DE ABREVIATURAS

O0-ALA-D: 6-aminolevulinato desidratase
a.C.: antes de Cristo

ADH: alcool desidrogenase

ALDH: aldeido desidrogenase

ATP: adenosina-5’trifosfato

CYP 450IIE1: citocromo P45011E1
DNA: 4cido desoxirribonucléico
DTE: ditioeritritol

DTNB: acido ditio-bis-nitrobenzodico
FAS: Sindrome Alcoodlica Fetal
GSH: glutationa reduzida

GSH-Px: glutationa peroxidase
GSH-R: glutationa redutase

GSSG: glutationa oxidada

GST: glutationa-S-transferase

NAC: N-acetilcisteina

NAD": nicotinamida adenina dinucleotideo - forma oxidada

xii

NADP": nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato - forma oxidada

NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo — forma reduzida



xiil

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato — forma

reduzida

RNA: acido ribonucléico

SMOE: sistema microssomal de oxida¢do do etanol
SHNP: contetdo de tidis (SH) nao-protéicos

SNC: sistema nervoso central



Xiv

LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1: Artigo 1 - “Ethanol inhibits 6-aminolevulinate dehydratase
and glutathione peroxidase activities in mice liver: protective effects

of ebselen and N-acetylcysteine”..........ccccveveeviiieeeiiieeeeiee e 78

ANEXO 2: Artigo 2 - “Absence of direct inhibitory effects of
acetaldehyde on liver glutathione peroxidase and reductase

1018 A4 13 (< T 99



XV

RESUMO

Dissertacao de Mestrado

Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica

Toxicoldgica

Universidade Federal de Santa Maria

EFEITOS TOXICOS DO ETANOL E SUA RELACAO COM O
ESTRESSE OXIDATIVO

Autora: Lucinéia Albanio Pivetta
Orientador: Marcelo Farina
Co-orientador: Jodao Batista Teixeira da Rocha

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 12 de agosto de 2005.

O etanol ¢ uma das substincias mais consumidas entre as diferentes
sociedades. Torna-se, assim, alvo de numerosos estudos que buscam o
aprimoramento dos conhecimentos acerca de sua toxicidade. Esse estudo foi
realizado com a finalidade de se compreender melhor a relagdo existente entre o
etanol com o dano oxidativo direta ou indiretamente a ele associado. Levando em
conta o fato de que esses danos estdo geralmente ligados a deple¢do de compostos
sulfidrilicos, dois compostos antioxidantes, a N-acetilcisteina e o ebselen, foram
testados, sozinhos ou em combinagdo, frente aos efeitos da ingestdo cronica de

etanol sobre o estado tidlico celular. As atividades das enzimas glutationa
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peroxidase e O-aminolevulinato desidratase foram investigadas no figado de
camundongos. Camundongos machos da espécie Swiss albino receberam, durante
30 dias, uma tunica administragdo didria de etanol (3 g/kg) por gavagem, o que
levou a uma significativa diminuicdo na concentracdo de tidis ndo protéicos no
figado. Inje¢des intraperitoneais didrias com N-acetilcisteina (300 mg/kg) ou
ebselen (5 mg/kg) foram capazes de restabelecer estes niveis aos do grupo
controle. Entretanto, a combinagdo dos dois compostos ndo demonstrou efeito
protetor aditivo neste parametro analisado. Este fenOmeno se repetiu nas
atividades das enzimas glutationa peroxidase e d-aminolevulinato desidratase, as
quais tiveram suas atividades diminuidas pela exposicao ao etanol e restabelecidas
pelo tratamento individual com as drogas. Os compostos sulfidrilicos de fonte nao
protéica apresentaram uma correlacdo significativa com a atividade das enzimas
glutationa peroxidase e d-aminolevulinato desidratase. Estes resultados
demonstraram que a N-acetilcisteina e o ebselen, sozinhos, sdo capazes de
restabelecer os danos provocados pelo consumo de etanol em enzimas cuja fungdo
catalitica depende da integridade de seus grupamentos tiol (8-ALA-D) ou selenol
(GSH-Px). Os efeitos in vitro de concentragdes crescentes de acetaldeido sobre as
atividades das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase de figado de
camundongos, estado tiolico celular, atividade tiol peroxidase do ebselen e a
interacdo entre ebselen e glutationa foram avaliados para a melhor compreensao
da relacdo entre o acetaldeido e os grupamentos nucleofilicos de biomoléculas. As
atividades das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase hepaticas ndo
foram modificadas pela incubag¢do com acetaldeido, assim como a atividade tiol
peroxidase do ebselen. O estado tiolico total apresentou uma diminuig¢do
significativa frente a incubacdo com 300 pM de acetaldeido, fato que se repetiu
nos niveis de compostos tidlicos ndo protéicos nas concentragdes de 100 e 300
UM de acetaldeido. Tendo em vista que o acetaldeido, nestas mesmas condigdes,
ndo oxidou a glutationa e o ditioeritritol na auséncia de sobrenadante hepatico,
estes resultados indicam que a oxidacdo de glutationa hepatica causada pelo
acetaldeido depende, ao menos em parte, do seu metabolismo por constituintes do

figado.
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Ethanol is one of the most ingested substances among the different
societies. So, it becomes target of several studies that intent to elucidate its
mechanisms of toxicity. This study was aimed to better understand the link
between ethanol and oxidative stress. Taking into account that thiol depletion is
observed in ethanol injuries, two antioxidant compounds, N-acetylcysteine and
ebselen, were tested, alone or simultaneously, against the effects of the chronic
ethanol consumption on the cellular sulfthydryl status. The activities of glutathione
peroxidase and d-aminolevulinate dehydratase were evaluated in mice liver. Male
Swiss albino mice received, during 30 days, a single administration of ethanol (3

g/kg) by gavage. This treatment caused a significant reduction in the levels of
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liver nonprotein thiols (NPSH). Daily intraperitoneal injections of either N-
acetylcysteine (300 mg/kg) or ebselen (5 mg/kg) were able to blunt NPSH to the
control levels. However, the simultaneous administration of N-acetylcysteine and
ebselen did not show additive protective effect in this parameter. This
phenomenon was also observed for the activities of liver glutathione peroxidase
and d-aminolevulinate dehydratase. Their activities were inhibited by ethanol and
blunted by the individual treatment with N-acetylcysteine or ebselen. Liver NPSH
were positively correlated with glutathione peroxidase and d-aminolevulinate
dehydratase activities. These results demonstrated that either N-acetylcysteine or
ebselen, alone, are able to restore the harmful effects of ethanol consumption on
enzymes whose catalytic activities depend on their thiol (8-ALA-D) and selenol
(GSH-Px) groups. The in vitro effects of crescent concentrations of acetaldehyde
in the activities of mice liver glutathione peroxidase and glutathione reductase,
cellular sulfhydryl status, thiol peroxidase activity of ebselen and the interaction
between ebselen and glutathione were evaluated to better comprehend the
relationship between acetaldehyde and the nucleophilic groups of biomolecules.
Glutathione peroxidase and glutathione reductase activities in mice liver
supernatants were not changed after pre-incubation with acetaldehyde.
Acetaldehyde, up to 300 puM, did not affect the thiol-peroxidase activity of
ebselen. Total sulthydryl status was significantly reduced after the incubation with
acetaldehyde (300 uM) and this phenomenon was also observed for NPSH at
acetaldehyde concentrations of 100 and 300 uM. Taking into account that
acetaldehyde, under these same above-mentioned conditions, did not oxidize
glutathione and dithioerythritol in the absence of hepatic supernatant, these results
indicate that the acetaldehyde-dependent oxidation of glutathione seems to

depend, at least in part, on liver constituents.



Capitulo 1

INTRODUCAO

Dados do Ministério da Saude revelam que o Brasil gasta,
anualmente, milhdes de reais com o tratamento de doencas decorrentes da
ingestdo abusiva de etanol (Ministério da Saude, 2003). Acrescentado a este fato,
estd a associacdo entre o excesso de etanol ingerido e a criminalidade, os
acidentes de transito, o abuso de outras drogas licitas e ilicitas, a Sindrome
Alcoolica Fetal, as porfirias e varios outros problemas sociais que conduzem a
reflexdo dos critérios utilizados acerca do consumo dessa substancia (Minayo &
Deslandes, 1998; Bau, 2002; Lopes & Sichieri, 2002). Deste modo, torna-se
extremamente importante a realizagdo de pesquisas com o intuito de esclarecer e
compreender melhor o alcoolismo e, a0 mesmo tempo, tentar encontrar novas

drogas que revertam o quadro de danos ocasionados pelo etanol.

A associagdo entre o alcoolismo humano e diversas lesoes
hepéaticas obtém reconhecimento desde a metade do século XIX (Koch et al.,
2004). Entretanto, o mecanismo preciso ¢ os fatores responsaveis para o dano no
figado ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Assim, varias hipdteses tém sido
propostas, entre elas, estdo as predisposi¢des genéticas (Bosron et al., 1993; Li et
al., 2001), as mudangas metabolicas (Song et al., 1996; Lieber, 2000), a
hepatotoxicidade direta do alcool ou seus metabdlicos, as alteragdes imunologicas
(Limuro et al., 1997; Jarvelainen et al., 2000) e a ma-nutrigdo (Lieber, 2000).
Recentemente, o papel nocivo dos radicais livres e espécies oxidantes em
humanos e doencas experimentais tornou-se area de interesse de intensiva

pesquisa.



O acetaldeido, produto principal do metabolismo do etanol, ¢ uma
molécula extremamente téxica e reativa (Sorell et al., 1987). Apresenta a
capacidade de reagir com proteinas, fosfolipidios e acidos nucléicos, formando
alguns aductos ja identificados em pacientes alcodlatras e tem sido apontado por
participar de forma ativa nos danos oxidativos decorrentes do abuso de etanol
(Fraenkel-Konrad J. and Singer, G., 1988; Niemela, 1999; Lin et al., 1990).
Alguns estudos demonstram a interferéncia do etanol com os grupamentos tiodlicos
da glutationa, entretanto, a participacdo do acetaldeido nestes eventos, ainda ndo

estd bem definida (Vina et al., 1980; Lauterberg et al., 1984; Speisky et al., 1985).

1.1 Objetivo geral

Considerando as informacdes acima citadas, este trabalho
objetivou, através da realizagdo de um modelo crénico de intoxicagdo com etanol
em camundongos, investigar seu efeito no estado tidlico hepatico e nas atividades
das enzimas hepaticas GSH-Px e 3-ALA-D. Simultaneamente, foram testadas
duas drogas antioxidantes, a NAC (precursora de glutationa) e o ebselen
(mimético da GSH-Px), para verificar-se uma possivel atenuacao dos efeitos pro-
oxidativos induzidos pelo etanol. Além disso, com o objetivo de compreender
melhor o mecanismo de interagdo entre o acetaldeido e as enzimas participantes

do metabolismo da GSH, GSH-Px e GSH-R, realizou-se um estudo in vitro.

1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade da enzima GSH-Px hepatica em camundongos

cronicamente expostos ao etanol, juntamente com os possiveis efeitos protetores

da administracgao intraperitoneal de NAC e/ou ebselen;

- Avaliar a atividade da enzima &-aminolevulinato desidratase hepatica em
camundongos cronicamente expostos ao etanol, juntamente com os possiveis

efeitos protetores da administracdo de NAC e/ou ebselen;



- Avaliar o contetido de tidis nao-protéicos hepaticos em camundongos
cronicamente expostos ao etanol, juntamente com os possiveis efeitos protetores

da administragao de NAC e/ou ebselen,;

- Avaliar, sob condi¢des in vitro, os efeitos diretos de concentragdes
crescentes de acetaldeido (30, 100 e 300 uM) sobre as atividades das enzimas
GSH-Px e GSH-R e no estado sulfidrilico (total e tidis ndo-protéicos) em

sobrenadantes hepaticos de camundongos.

- Avaliar, sob condigdes in vitro, os efeitos diretos do acetaldeido sobre a
atividade tiol-peroxidase do ebselen, bem como sobre a interacdo entre ebselen e

glutationa;



Capitulo 2

O CONSUMO DE ETANOL E SEUS EFEITOS NO ORGANISMO

Neste capitulo, serdo abordados alguns topicos extremamente
relevantes para a compreensao do alcoolismo como uma doenga, bem como um

breve historico acerca do consumo de bebidas alcodlicas pela humanidade.

2.1. Ingestdo de Etanol: uma prética antiga

O consumo de bebidas alcoodlicas ¢ um fato que acompanha a historia da
humanidade (Silva, 2001). Registros arqueologicos revelam que os primeiros
indicios sobre o consumo de etanol pelo ser humano datam de aproximadamente
6.000 a.C. A nocao de etanol como uma substancia divina, por exemplo, pode ser
encontrada em inimeros exemplos na mitologia. Além disso, os exércitos
mediterranicos, desde a antiguidade, também possuiam o habito de ingerir bebidas

alcodlicas (Carneiro, 2003).

Inicialmente, as bebidas possuiam um conteudo alcoodlico
relativamente baixo por dependerem exclusivamente do processo de fermentagao.
Com o advento do processo de destilagdo, introduzido na Europa pelos arabes na
Idade Média, surgiram novos tipos de bebidas alcodlicas (Silva, 2001; Carneiro,
2003). Nesta época, este tipo de bebida passou a ser considerado um raro e
precioso remédio. A sensibilizacdo econdmica e social acerca do etanol teve seu
impulso com o sistema colonial, a comecar na ilha Madeira e, posteriormente, na
América, com a introdu¢do da cana-de-agucar fornecendo uma matéria prima

ideal para um novo produto: a aguardente de cana (Cascudo, 1986).



A partir da Revolugdo Industrial, registrou-se um grande aumento
na oferta deste tipo de bebida, contribuindo para um maior consumo e,
conseqiientemente, gerando um aumento no numero de pessoas que passaram a
apresentar algum tipo de problema devido ao uso excessivo de etanol (Roth, J.L.,

2005).

Até o final da década de cinqiienta, acreditava-se que as doengas
provenientes do consumo excessivo de etanol estavam associadas exclusivamente
a ma-nutricdo e nem se cogitava o fato de o etanol apresentar efeitos toxicos per
se (Lieber, 1993). Di Luzio (1963) e Lieber e Davidson (1962) foram os
pesquisadores pioneiros ao postularem que o etanol afeta o equilibrio antioxidante
das células hepaticas. A partir da década de sessenta, foi dado inicio a pesquisas
cujo objetivo era a amplificacdo de conhecimentos acerca dos efeitos do etanol no

organismo (Koch et al., 2004).

2.2 Metabolismo do etanol — aspectos gerais

Apds a ingestdo de etanol, sua absor¢do ocorre principalmente no
intestino delgado, por difusdao passiva (Wilkinson et al., 1977; Holford, 1987) e,
em menores quantidades, no estdmago e no célon. A eliminagdo do etanol ocorre

através da urina (0.3%), pulmdes (0.7%) e suor (0.1%) (Holford, 1987).

Para estimar-se com maior precisdo a concentra¢do de etanol que
chega ao sangue', alguns fatores relevantes devem ser considerados. Entre eles
estdo a quantidade e o teor alcodlico de uma bebida consumida em um
determinado tempo, a massa corporal do individuo, o polimorfismo genético ¢ a
quantidade de alimento presente no estdmago (Ramchandani et al., 2001; Norberg

et al., 2003).

A distribui¢do do etanol ocorre de forma razoavelmente uniforme

por todos os tecidos do organismo, afetando grande parte das fungdes vitais

" A quantidade de etanol que chega ao sangue ¢ cuidadosamente analisada por uma area especifica
denominada Farmacocinética.
2 Ocorre devido as diferencas étnicas e intra-individuais.



devido as suas caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas e também por ser uma
molécula relativamente pequena do ponto de vista molecular (Lieber, 1992). Essa
substancia ndo se liga as proteinas plasmaticas, sendo que a passagem do etanol
através das barreiras hematoencefélica e placentdria ocorre facilmente (Gilman et
al., 1996). Ambos os fatores ocasionam sérias complicagdes para a saude.
Entretanto, ¢ interessante observar que o alto consumo de bebidas alcoolicas
durante a gravidez causa varios efeitos nocivos sobre o feto, sendo que as
conseqiiéncias podem ser observadas em criangas portadoras da Sindrome
Alcodlica Fetal (FAS), onde, nos casos mais graves, pode ocorrer morte (Famy et

al., 1998; Kelly et al., 2000).

2.3 Metabolismo do etanol — sistema hepatico

O figado ¢ o 6rgdo mais susceptivel aos efeitos toxicos exercidos
pelo consumo em excesso de bebidas alcodlicas. Ele ¢é responsavel por

aproximadamente 90% da oxidagdo do etanol (Lieber, 1980).

No metabolismo hepatico do etanol, atuam duas rotas enzimaticas
acessoOrias e uma principal que sdo encontradas em diferentes compartimentos
celulares. A rota principal para a biotransformacdo do etanol no figado ocorre
através da atividade da enzima &lcool desidrogenase (ADH), encontrada no
citoplasma das células hepaticas, a qual produz o acetaldeido, posteriormente
transformado até acetato, pela acdo da enzima ALDH. As outras duas rotas sao
compostas pelo sistema microssomal de oxidacao do etanol (MEOS - composto
pelo CYP450IIE1, NADPH-citocromo-c-redutase e fosfolipidios), encontrado no
reticulo endoplasmatico, e pela acdo da catalase, localizada nos peroxissomos. O
produto final dessas trés rotas (ADH, MEOS e catalase) ¢ o acetaldeido (Arteel et
al., 2003).



2.3.1 Alcool Desidrogenase (ADH)

Existem multiplas formas da ADH humana, as quais sdo moléculas
diméricas contendo zinco’ em sua estrutura. Até o momento, sete genes e
subunidades de ADH foram identificados (Edenberg, 1997; Edenberg e Bosron,
2000). Estes genes sdo agrupados dentro de cinco classes baseadas na seqiiéncia
dos aminoacidos, nas propriedades cataliticas e no tipo de tecido em que estdo
expressas (Duester et al., 1999). Essa tltima caracteristica estd intimamente ligada
ao efeito do etanol em células e tecidos especificos, pois a ADH se expressa

também no estdmago, intestino, musculatura esquelética e tecido cerebral.

A ADH oxida alguns alcoois fisiologicos com alta eficiéncia
catalitica como, por exemplo, o retinol, o adcido graxo w-hidroxido, os hidroxidos
de esteroides e os derivados hidroxidos do metabolismo da dopamina e epinefrina

(Boleda et al., 1993).

A expressio da ADH em regides diferentes no cérebro e,
conseqiientemente, a formagao de acetaldeido demonstram efeitos adversos deste
metabolito como, por exemplo, os efeitos estimulante, hipnético e sedativo (Hunt

et al., 1996; Zimatkin et al., 1998).

2.3.2 Aldeido desidrogenase (ALDH)

Existem multiplas formas moleculares da enzima aldeido
desidrogenase no figado humano. No entanto, somente duas classes de

isoenzimas, ALDHI e ALDH2, participam da oxidacdo do acetaldeido.

A enzima ALDHI1 ¢ encontrada no citoplasma e estd ubiquamente
distribuida nos tecidos inclusive no cerebral. A enzima ALDH2 situa-se na
mitocondria e estd amplamente presente no figado e estdmago. Variagdes
genéticas em relagdo a esta enzima indicam sensibilidades diferentes aos efeitos

nocivos do etanol em etnias (Ramanchadani et al., 2001).

3 A enzima alcool desidrogenase é classificada como uma metaloenzima por necessitar deste
elemento para o seu funcionamento.



2.3.3 Sistema Microssomal de Oxidacao do Etanol (SMOE)

Este sistema apresentou-se como um dos mais significativos
contribuintes para a compreensdo dos efeitos do etanol devido ao fato de
apresentar muitas propriedades em comum com outros microssomas’ que
metabolizam drogas no nosso organismo. Entre essas propriedades, inclui-se a

utilizagdo do citocromo P-450IIE1, NADPH e oxigénio (Lieber e Decarli, 1970).

Apds o consumo cronico de etanol, ha um aumento na atividade do
sistema microssomal que metaboliza, além do etanol, numerosos agentes
hepatotoxicos, tais como radicais livres’ (Shaw, 1989) e pro-carcindgenos
(nitrosaminas, cloreto de vinil, aflatoxinas, hidrocarbonetos policiclicos e
hidrazinas), contribuindo para o desenvolvimento de processos carcinogénicos

(Poschl & Seitz, 2004).

O etanol pode induzir o aumento dos constituintes do SMOE e,
conseqiientemente, aumentar o metabolismo de outras drogas que também sofrem
a acdo desse sistema (tolerancia cruzada), além de também ocasionar adaptacdes
no sistema nervoso central. Isto explica o porqué de etilistas necessitarem de
doses maiores de certas drogas (antibidticos, anticoagulantes...) quando
comparados aos abstémios para que os efeitos farmacoldgicos sejam evidenciados

(Greghi e Greghi, 2000).
2.3.4 Catalase

A contribuicdo da enzima catalase na oxidagdo do etanol no
hepatocito, em situagdes fisioldogicas, ndo ¢ tdo expressiva, mas pode ser
aumentada quando quantidades significativas de perdxido de hidrogénio tornam-
se disponiveis (Sies, 1997), embora a geracdo de acetaldeido no SNC pareca ser
devido a sua agdo (Hunt, 1996; Sanchis-Segura et al., 1999). Uma visdo geral do

metabolismo do etanol esta representada na Figura 1.

* Microssomas sdo pequenas vesiculas formadas apos rompimento do reticulo endoplasmatico.

> Radicais livres sdo atomos, ions ou moléculas que possuem um elétron nio pareado em sua orbita
externa.
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FIGURA 1: Metabolismo do etanol demonstrando a participagdo do CYP 450IIE1
nos microssomas hepaticos, a acdo da ADH (4lcool desidrogenase) citoplasmatica e
da catalase nos peroxissomas. Todas as reacdes formam o acetaldeido que serad

oxidado na mitocondria pela ALDH (aldeido desidrogenase). Adaptado de Bermond
IT & Tose, 2000.
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2.4 Metabolismo do etanol — desequilibrio celular

A oxidacdo do etanol pela agdo da enzima alcool desidrogenase e
do CYP 450IIE1 ¢ dependente de dois cofatores® o NAD™ e¢ o NADP",
respectivamente. Esta dependéncia acaba gerando um excesso de equivalentes
reduzidos no citoplasma das células (Albano et al., 1988; Dupont et al., 1988),
deste modo, ocorre um desequilibrio no potencial redox’, gerando vérias

alteragdes metabolicas como, por exemplo:

(1) a concentragdo de lactato eleva-se em relacao a concentragao de
piruvato, originando assim um quadro de hipoglicemia, que podem evoluir para

acidose lactica e reduzir a capacidade do rim em excretar acido urico;

(1) parte dos equivalentes reduzidos pode passar para a
mitocondria através de processos como o ciclo do alfa-glicerofosfato, ciclo do

acido malico e do ciclo de elongamento dos 4cidos graxos;

(ii1)) ha acumulo de triglicerideos no figado e diminui¢do do
consumo de acidos graxos (Galli et al., 1999), devido a preferéncia do hepatocito
pelo alcool, reduzindo assim a atividade do ciclo do acido citrico e aumentando o
deposito hepatico de gordura, originando a esteatose que representa a primeira

fase de lesdo hepatica alcoodlica (Bertelli & Conci, 1997).

2.4.1 Doengas hepaticas provocadas pelo consumo excessivo de
etanol
Vérios fatores contribuem para o desenvolvimento de doencas

hepaticas ocasionadas pelo excesso de ingestdo de bebidas alcodlicas. O tempo de

consumo ¢ o teor alcoodlico da bebida sao dados relevantes a se considerar para o

6 Cofatores enzimaticos sdo substincias como, por exemplo, vitaminas e minerais que fazem parte
do sitio ativo de enzimas e entram em contato com o substrato, sendo essenciais para um bom
desempenho catalitico.

7 Potencial redox é o potencial de oxidagdo-redugdo produzido pela transferéncia de elétrons entre
varios atomos ¢ moléculas na agua.
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diagnostico. Provavelmente o etanol atue como um “potencial de hepatotoxinas”
no desenvolvimento de doencas hepaticas devido a coexisténcia de fatores
externos (Arteel et al., 2003). Entre estes estd o sexo® (Becker et al., 1996), o
polimorfismo de enzimas que metabolizam o etanol, fatores imunologicos,
exposicdo a outras substancias/drogas, infec¢des hepaticas virais, deficiéncia

nutricional e obesidade.

Existem trés categorias principais de danos hepdaticos ocorridos
devido a alta ingestdo do etanol. Estes sdo agrupados por progressdo dos efeitos

severos decorrentes do excesso de bebida alcodlica ingerida.

(1) Figado gorduroso ou Esteatose Hepatica: caracteriza-se pelo
acimulo de gordura macrovesicular no citoplasma do hepatécito. Pode ocorrer
apds um Uunico excesso de ingestdo de bebida alcodlica ou apds o consumo
cronico. Geralmente ndo ¢ detectado por ser assintomatico. Este quadro ¢
reversivel podendo nao acarretar em danos mais sérios. O figado trabalha

normalmente (Bouneva et al., 2003).

(i1) Hepatite alcoolica: esta doenga ¢ caracterizada por grande
processo inflamatério e destrui¢ao do figado (Enomoto et al., 2000). Os sintomas
variam com a severidade da doenca e podem incluir febre, cansago, anorexia,
perda de peso e dores abdominais entre outros sintomas. H4 dano nas funcdes
hepatocelulares e desenvolvimento agudo de hipertensao portal. Este quadro pode
ser revertido com prolongada abstinéncia, embora o processo inflamatdrio persista
por varios meses podendo se agravar durante as primeiras semanas de abstinéncia.

E freqiiente em 50% dos etilistas (Bouneva et al., 2003).

(ii1) Cirrose hepatica: ¢ a forma mais severa e avancada das
doengas hepaticas ocorridas em etilistas (Lieber, 1994). Ocorre deformacdo nas
células afetadas, caracterizando-se geralmente por extensiva fibrose hepatica,
hipertensao portal, danos nas func¢des hepaticas, regeneragdo micronodular e

predisposi¢do a carcinoma hepatocelular (Bouneva et al., 2003).

% 40-80 gramas por dia para homens e 20-40 gramas por dia para mulheres.
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A seguir, (Figura 2), demonstra-se um esquema que evidencia os
multiplos fatores envolvidos na resposta celular ao consumo abusivo de etanol,

bem como as modificagdes celulares em resposta a esta substancia.

Metabolismo do etanol Inflamagao
1 Produgéo de acetaldeido 1 Infiltragdo de células inflamatorias
T Estado redox NAD(P)H 1 Producio de células inflamatdrias
T Enzimas CYP (2E1) 1 Producdo de citocinas e quimocinas
ROS-RNS Sensibilizagao
—
1 liberagdo de elétrons Alteracdo na sinalizagdo intracelular
1 Produgao de células inflamatorias < | Produgdo de energia
| Metabolismo de proteinas com danos 1 Resposta a citocinas e quimocinas

FIGURA 2: Mecanismos pelos quais o consumo excessivo de etanol pode levar
aos danos no figado. Demonstra-se o metabolismo do etanol, produzindo o
acetaldeido, aumentando o estado redox celular e induzindo enzimas que
metabolizam o etanol. A inflamacdo juntamente com o aumento destas células
imunes € um aumento nos sinais pro-inflamatorios (citocinas, quimocinas). A
sensibilizacdo das células hepaticas, via alteragdo da sinalizagdo intracelular,
deplecdo das reservas de energia da célula e aumento na resposta a estimulos
externos, aumento da resposta celular durante o tempo de ac¢do do etanol.
Formagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio via libera¢ao de elétrons
do sistema enzimdtico (mitocondria e CYP450IIEl), células inflamatorias e
diminui¢do da degradacdo de proteinas oxidativamente modificadas sdo fatores
propostos como sendo essenciais em mediar os efeitos causados pelo etanol. Estes

eventos nao sio mutuamente exclusivos e tendem a aumentar o efeito de outras
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rotas. Este esquema representa um ciclo continuo de danos e progressao da

doenca. Adaptado de Arteel et al., 2003.

2.4.2 Acetaldeido

Como mencionado anteriormente o acetaldeido, produto principal
da acdo das rotas enzimaticas de detoxificacdo do etanol, ¢ uma molécula
extremamente toxica e altamente reativa (Tuma, 2002). Os efeitos sistémicos mais
comumente observados apds o excesso de ingestdo de etanol (tontura, dor de
cabeca, ndusea ¢ vOmito) sdo mediados, em parte, pelos efeitos diretos ou

indiretos dos elevados niveis de acetaldeido.

A toxicidade atribuida ao acetaldeido ocorre devido a sua
capacidade de ligar-se covalentemente a varios grupos funcionais. Reage com
proteinas, resultando na produg¢do de anticorpos, inativacdo de enzimas e
diminui¢do no reparo do DNA (Israel et al., 1986; Espina et al., 1988; Niemela
2001; Anni et al., 2003).

Outras complicagdes como deple¢do da glutationa mitocondrial,
dano na B-oxidagao dos acidos graxos e produgdo de espécies reativas de oxigénio
que causam a peroxida¢do de lipidios de membrana sdo também atribuidas a esta

molécula (Lieber, 1988).

2.4.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma condigdo de desequilibrio quimico que
ocorre nas células e tecidos. Este fato ocorre por haver um aumento na producao
de radicais livres (substancias oxidantes) e/ou uma diminuicdo do sistema de
defesa antioxidante existente (Halliwell e Gutteridge, 1989; McCord, 1993). Neste
contexto, o metabolismo do etanol parece gerar excesso destes radicais livres

(Reinke et al., 1991; Bondy e Orozco., 1994).

A formacao de radicais livres € um processo fisioldogico que ocorre
durante o metabolismo celular normal e as células dispdem de defesas para
combater as agdes nocivas do excesso destes radicais. Entretanto, algumas destas

defesas sdo diretamente atingidas em casos de abuso de etanol (Lieber, 1997).
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Dentre esses radicais livres, estdo as espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o anion superoxido, perdoxido de hidrogénio, radical hidroxil e
peroxidos lipidicos, e as espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como o
peroxinitrito, ambos envolvidos nas manifestagdes clinicas das doencas hepaticas
provocadas pelo abuso da ingestdo do etanol (Halliwell, 1987; Lieber, 1988;
Ashak et al., 1999; Fernandez-Checa et al., 1993; Taeres et al., 1994).

Para combater as agles prejudiciais desses radicais livres, o
organismo conta com dois tipos de defesas, os enzimaticos € os ndo enzimaticos,
presentes nos diferentes tecidos. Os mecanismos enzimaticos incluem a proteina
superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), uma metaloenzima que converte o
radical superdxido em perdxido de hidrogénio (Krishna et al., 1996). Esta enzima
¢ encontrada no citoplasma, onde necessita de cobre e zinco para reagir € a na
mitocondria onde necessita de manganés. Alguns estudos demonstram elevagao
na sua atividade em decorréncia de uma excessiva administracdo de etanol
(Campos et al., 2005). A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) converte o peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio molecular, necessita de ferro para agir (Puntarulo
et al,, 1999). A glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) ¢ a glutationa
redutase (GSH-R, E.C. 1.6.4.2) sdo enzimas envolvidas no metabolismo da

glutationa.

Dentre os mecanismos ndo enzimaticos, destaca-se a glutationa
(GSH), um tripeptidio contendo cisteina que representa o tiol ndo protéico mais
abundante nos mamiferos. Além disso, destacam-se as vitaminas A, C ¢ E, sendo
que esta ultima representa a principal defesa contra a lesdo oxidativa das
membranas celulares (reagdo de peroxidag¢do lipidica) por ser lipossolavel

(Lamarche et al., 2004; Yang et al., 2004; Masalkar e Abhang, 2005).

Os radicais livres se tornam tao prejudiciais devido ao fato de
serem muito instaveis e reativos. Estes reagem com biomoléculas como o DNA e
o RNA, proteinas e lipidios, desestabilizando a fisiologia celular (Aleynik et al.,
1998; Meager et al., 1999). Entretanto, salienta-se que alguns radicais livres

podem ter efeitos fisiologicos benéficos, como nos casos de infeccao, quando
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ocorre sua producdo por células fagocitarias para matar microorganismos

invasores.



Capitulo 3

INTERACAO ENTRE ETANOL E COMPOSTOS SULFIDRILICOS

3.1. Etanol, GSH e 3- ALA-D

As alteracdes provocadas pela ingestdo em excesso de bebidas
alcoodlicas afetam moléculas de extrema importancia para o funcionamento do
organismo. A seguir, serd abordado brevemente o efeito do etanol na principal
defesa antioxidante intracelular de baixo peso molecular do organismo, a
glutationa, e nas enzimas participantes da sua rota, bem como na atividade da

enzima o-ALA-D.
3.1.2 Glutationa (GSH)

A glutationa (GSH), um tripeptidio composto por L-glutamato, L-
cisteina e L-glicina, é considerada a mais importante ¢ prevalente molécula tidlica
nao-protéica das células de mamiferos (Meister, 1988). Apresenta papel essencial
na neutralizagdo de radicais livres, particularmente o radical hidroxila. A
glutationa ¢ sintetizada e degradada na maioria dos tipos de células por uma série
de reagdes enzimaticas bem caracterizadas. Ela existe nas formas reduzida
(usualmente abreviada como GSH) e oxidada (usualmente abreviada como

GSSG).

A GSH e GSSG sao interconvertidas pela agdo de duas enzimas, a
glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GSH-R) como

demonstrado na Figura 3. A GSSG ¢ reduzida para regenerar GSH em uma reagao
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catalisada pela enzima GSH-R - esta reacdo necessita de NADPH, como doador

de hidrogénio (Deneke e Fanborg, 1989; Toborek e Henning, 1994).

Além da sua fun¢do antioxidante, a glutationa desempenha outras
atividades de extrema importancia, como por exemplo, a sintese e reparo do DNA,
sintese protéica, transporte de aminoacidos, ativacdo enzimatica e aumento da

fun¢do imune (Lomaestro ¢ Malone, 1995).

H,0, H,0

\_7"

GSH peroxidase
2 GSH < > GSSG

GSH redutase

SN

NADP" NADPH, H'

FIGURA 3: Rota de 6xido-reducgdo, relacdo entre glutationa reduzida e

glutationa oxidada.

A modificagdo do metabolismo e do estado redox de compostos
sulfidrilicos endogenos estd envolvida em varios mecanismos de dano hepdtico
durante o metabolismo de compostos toxicos (Anderson et al., 1990; Sood ¢ O’
Brien, 1993). Neste contexto, dentre os efeitos toxicos provocados pelo alcool,
estd a deplecdao de compostos tidlicos, sendo este um fator muito importante a ser
considerado no quadro de estresse oxidativo gerado pelo excesso de ingestdo de
bebidas alcoodlicas (Lieber, 1997). Estas alteragdes no estado redox protéico e no
conteudo de tidis provocadas pelo etanol parecem ser diretamente dependentes do

acetaldeido (Vendemiale et al., 1998).
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Considerando o exposto acima, estudos que demonstram a relacao
entre alteracdes nos compostos tiolicos e danos hepaticos decorrentes do abuso de
etanol sdo de importante relevancia para a compreensdo da toxicidade dessa

substancia.
3.1.3 3-Aminolevulinato desidratase (5-ALA-D)

A enzima citos6lica d-aminolevulinato desidratase (5-ALA-D), ou
porfibilinogénio sintase, ¢ uma enzima de natureza sulfidrilica (Bevan et al.,
1980), inibida por metais pesados como o chumbo e o mercurio (Hasan e Seth,

1981; Perottoni et al., 2004) e pelo etanol (Sieg et al., 1991).

Esta enzima catalisa a condensacdo assimétrica de duas moléculas
de 4cido d-aminolevulinico com perda de duas moléculas de dgua. Esta reacdo faz

parte da rota biossintética de compostos tetrapirrdlicos (corrinas, bilinas, clorofila

e hemes) (Jaffe, 1995).

A grande importancia destes compostos estd na sua funcdo como
grupo prostético de proteinas. O grupamento heme (ferroprotoporfirina) faz parte
da estrutura de proteinas que participam do transporte e armazenamento de
oxigénio (hemoglobina, mioglobina), transporte de elétrons (citocromos a, b e c),
reagoes de transformacdo de xenobidticos (citocromo P 450) e do sistema de

protecdo contra peroxidos (catalase e peroxidases) - Figura 4.
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HEMOPROTEINAS
MITOCONDRIA T
a-cetoglutarato Ciclo de Krebs HEME Ficobilinas
(ferroporfirina)
l 1 l T A Clorofila
DOVA succinil-CoA 10 /
+ o Magnésio
\2 / 3 Glicina  Bilinas y Protoporfirina IX
9
delta-ALA Protoporfirinogénio

Protoporfirina IX <—

4 T 8

CITOPLASMA vy |
5,6 7

Porfobilinogénio ———-uroporfibilinogénio IIl — coproporfibilinogénio 111

(PBG) \ Ca”*

Corrina (Vit. B12)

FIGURA 4: Via de biossintese dos compostos tetrapirrdlicos compartimentalizada
na mitocondria e no citoplasma celular. Os numeros juntos as flechas indicam as
reagOes catalisadas pelas seguintes enzimas: 1) Redutase; 2) DOV A-transaminase;
3) 3-ALA sintetase; 4) 0-ALA-desidratase; 5) Uroporfirinogénio I sintetase; 6)
Uroporfirinogénio III cosintase; 7) Uroporfirinogénio descaborxilase; 8)
Coproporfirinogénio oxidase; 9) Protoporfirinogénio oxidase; 10) Ferro-quelatase;

11) Magnésio-quelatase.

A ingestdo excessiva de etanol altera a atividade de vérias enzimas que
participam da rota do heme (Mccall et al., 1981), dentre elas, estdo a enzima o-
ALA-D e a uroporfirinogénio descarboxilase (Flora e Seth, 1999), as quais podem
ser visualizadas na figura acima. Entretanto, os mecanismos pelos quais ocorre

essa inibi¢ao nao estao completamente esclarecidos.
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Capitulo 4

COMPOSTOS ANTIOXIDANTES: EBSLEN E NAC

4.1 Introducéo

Como mencionado no Capitulo 2 (item 2.4.3), as defesas contra os radicais
livres sdo de extrema importancia em situagdes de estresse oxidativo, podendo ser
endogenas ou exogenas. Entre as defesas de fontes exdgenas, estdo os compostos
antioxidantes sintéticos que direta ou indiretamente protegem os sistemas
celulares dos efeitos toxicos produzidos por espécies pré-oxidantes (Halliwell,

1995).

A seguir serdo apresentados os dois compostos antioxidantes, NAC e o

ebselen, testados neste trabalho frente a intoxicagdo com etanol.
4.1.2 N-Acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC) ¢ uma droga que apresenta certa diversidade em
relagdo ao seu uso. Essa diversidade ocorre devido a presenca de um grupo tiol em
sua estrutura quimica. Em intoxicacdes hepaticas por paracetamol, geralmente ha
a utilizacdo dessa substancia como antidoto. Intracelularmente, ha a desacetilagdo
desta molécula resultando em cisteina, a qual ¢ utilizada pela célula para a

producao de glutationa, um importante antioxidante (Birrel S., 2000).

Devido a isso, tém-se utilizado a NAC em situacoes de estresse oxidativo,

onde a mesma parece atuar como antioxidante por ser precursora da glutationa
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(Lauterburg et al., 1983; Bruck et al., 1999). A estrutura molecular da NAC esta

representada na Figura 5.

HISCE, CHCOOH
NHCOCH,

FIGURA 5: Estrutura molecular da N-acetilcisteina.

Devido ao fato do acetaldeido poder reagir com o grupamento tiolico da
GSH (Shaw et al., 1979), estudos experimentais demonstram a capacidade da
NAC exercer efeito protetor contra os danos oxidativos gerados pelo abuso da

ingestao do etanol (Ozaras et al, 2003).

4.1.3 Ebselen (2-fenil-1,2-benzoselenazol-3(2H)-ona)

O ebselen, também conhecido como PZ 51, ¢ um composto seleno-
organico (Figura 6) que apresenta uma grande atividade mimética da glutationa
peroxidase (Muller et al., 1984). O ebselen foi o primeiro composto sugerido a

reduzir hidroperdxidos na presenca da glutationa (Parnhan e Kindt, 1984).

Entre os efeitos benéficos ja comprovados da administragdo de ebselen,
esta a protecao exercida no figado contra os danos causados pelo excesso de
etanol administrado em ratos (Kono et al., 2001), além de possuir agdo
antiinflamatéria (Parnham et al., 1987), protecdo contra lipoperoxidacao hepatica

(Hayashi e Slatter, 1986), entre outros efeitos antioxidantes comprovados.
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A presenca de um grupo nucleofilico’ (grupo selenol do metabélico

ebselen selenol) ¢ apontada como essencial para suas atividades antioxidantes.

i
Se

FIGURA 6: Estrutura molecular do ebselen.

O ebselen ¢ um composto soluvel em lipidios e sua especificidade para
substratos varia desde o perdxido de hidrogénio até pequenos hidroperdxidos
organicos ¢ inclui fosfolipidios ligados & membrana (Zhao et al., 2002), assim,

fornece protecdo as biomembranas contra a degradagdo peroxidativa.

9 A . . , . , . . ~
Grupamentos, agentes ou substancias nucleofilicas possuem elétrons disponiveis para realizagdo
de ligagdes quimicas.



Capitulo 5

MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos os materiais e as metodologias

aplicadas na realizacao pratica deste trabalho.

5.1 Reagentes quimicos

5.1.1 Trabalho in vivo e in vitro
Reagentes adquiridos da empresa Belga Quimica (Santa Maria, RS):
« Alcool Etilico;
» Azida sodica;
* N-acetilcisteina;
* Fosfato de Potassio Monobasico;
» Fosfato de Potassio Dibasico;
Reagente adquirido da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha):
» Acetaldeido;
Reagente adquirido da empresa Reagen:
¢ Albumina bovina;
Reagentes adquiridos da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA):

* Acido 5-aminolevulinico, acido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzdico);
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* Acido acético;
» Acido Tricloroacético;
* p-dimetilaminobenzaldeido;
» Acido perclérico;
e Tween 90%;
e Glutationa Redutase;
* Glutationa;
* NADPH;
* Peroxido de Hidrogénio;
* Acido-5-5’-ditio-bis-nitrobenzéico (DTNB);
* - nicotinamida dinucleotideo (sal de fosfato de sodio - forma reduzida)
* Peroxido de ter-butila;
* Acido-5-5"-ditio-bis-nitrobenzdico (DTNB);
* 2 4-ditioeritritol;
* Glutationa S-transferase de figado bovino;
* Glutationa reduzida;
Reagentes adquiridos da empresa Vetec (Rio de Janeiro)
e Sacarose;
* Alcool Etilico;

O composto antioxidante testado ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-

3(2H)ona) foi sintetizado baseado em Engman e Hallberg (1989);

Todos os demais reagentes empregados foram de pureza analitica e o

preparo das solucdes foi realizado com agua destilada.
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5.2 Modelo Experimental
5.2.1 Estudo in vivo

5.2.2 Animais

Na realizagdo dos experimentos, foram utilizados camundongos machos da
espécie Swiss albino, adultos (com a média de dois meses de idade e pesando 30
gramas). Estes animais eram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Maria e foram mantidos no Biotério do Departamento de
Quimica desta mesma Instituicdo. Neste local, houve o controle da temperatura
entre 20 e 25 °C sob o ciclo de luz natural, e com acesso livre a agua e racao
(Supra, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os experimentos foram conduzidos de acordo
com o Comité de Etica e Bem Estar Animal da Universidade Federal de Santa

Maria, sob o numero de processo 23081.013917/2004-97.
5.2.3 Tratamento

Os camundongos foram divididos em dois grandes grupos de 24 animais
cada. Os animais de um dos grupos foram tratados com etanol (grupo-etanol) e os
animais do grupo controle foram tratados com uma solucao isocaldrica contendo

glicose.

() Grupo-etanol: administrou-se, aos camundongos, através de
gavagem'’ , uma solugdo de etanol e 4agua (1:3 volume/volume), 11 mL/kg. A

dose foi 3 g/kg, baseada em Schoedel et al., 2001 (Tabela 1).

(i) Grupo controle: administrou-se, aos camundongos, através de

gavagem, uma solucdo isocaldrica de glicose (Tabela 2).

Administracdo de ebselen: administrou-se, aos camundongos, o
composto através de inje¢do subcutanea. O ebselen foi dissolvido em tween 10%
permitindo assim uma unica inje¢do diaria de 5 mL/kg na dose de 5 mg/kg,

baseado em estudos prévios do nosso grupo (Farina et al.; 2003 a, b).

' Gavagem ¢ a administragio de uma substincia por via oral diretamente no estdmago.
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Administracdo da NAC: administrou-se, aos camundongos, este
composto através de inje¢do intraperitoneal. A NAC foi dissolvida em tampao
fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) permitindo uma tUnica injecdo didria de

Sml/kg na dose de 300mg/kg, baseado em Salminem et al.; 1998.
As solugdes a serem injetadas foram preparadas diariamente em um

periodo de 10 a 30 minutos antes da administragdo com o objetivo de evitar

alteracdes quimicas.

Os dois grandes grupos (etanol e controle) foram divididos em quatro
subgrupos com seis animais cada. A visdo geral do tratamento estd representada

nas Tabelas 1 e 2. O periodo de tratamento foi de 30 dias.

TABELA 1: Grupo dos camundongos tratados com etanol 3 g/kg; 11 mL/kg.

Subgrupos NAC Ebselen Tween TFK

60 mg/mL,i.p. |1 mg/mL,s.c. 10%, s.C. | 50 mm, pH 7,0, i.p.

(Y SO 5 mL/kg 5 mL/kg

11 5mLkg  |------mmmemee- 5mL/kg | ---mmmmmmmmnnneeeeees
11 (R [ — 5mL/kg  |----mm-mmm- 5 mL/kg
v 5 mL/kg SmL/kg | -mmmmmmmmen [ oo

TABELA 2: Grupo dos camundongos controle (glicose), 11 mL/kg.

Subgrupos NAC Ebselen Tween TFK

60 mg/mL, i.p. |1 mg/mL,s.c. 10%, 5.C. | 50 mm, pH 7,0, i.p.

(R PO P ———— 5 mL/kg 5 mL/kg
11 5mL/kg  |-----m--mme-emmee- R B
100 SO S — 5mL/kg  |----------- 5 mL/kg

v 5 mL/kg SmL/kg  |--m-mmmmmmm |
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5.3 Preparacao tecidual

Os camundongos submetidos ao tratamento foram sacrificados, 24 horas
apds a ultima inje¢do, por decapitagdo. O figado foi rapidamente removido,
pesado e homogeneizado em 8 volumes de uma solucao de cloreto de s6dio 150
mM. Todo este procedimento foi realizado em gelo. O homogenato obtido foi
centrifugado a 4000 X g em uma temperatura de 4 °C por 10 minutos. Com este
procedimento obtiveram-se duas fases, sendo a mais leve, (sobrenadante),
utilizada para os ensaios bioquimicos (atividade das enzimas 5-ALA-D ¢ GSH-Px,

e niveis de SHNP).

5.4 Determinacdes enzimaticas

5.4.1 Estudo da atividade da enzima 6-ALA-D

A atividade da enzima O-ALA-D foi investigada baseando-se na
metodologia desenvolvida por Sassa em 1982, onde, mede-se a taxa da formagao
do produto da catalise desta enzima, o porfobilinogénio. O substrato, 3-ALA-D,
foi utilizado em uma concentragdo de 2,5 mM juntamente com TFK 100 mM, pH
6,4. O produto de reacao foi determinado utilizando-se o reagente de Ehrlich
modificado ¢ a leitura foi feita em 555 nm, com o coeficiente de absor¢ao molar
de 6,1 x 10* M cm™ para o sal formado da interag@o entre o reagente de Ehrlich e

o porfobilinogénio.
5.4.2 Estudo da atividade da enzima GSH-Px

A atividade da enzima GSH-Px foi medida baseando-se no método de
Paglia e Valentine (1967). Neste método, uma aliquota (200-250 pg de proteina)
do sobrenadante do homogenato de figado ¢ adicionada a mistura reacional com
um volume total de 1 mL, iniciando-se a reacdo com pela adicdo de 0.1 mL de
perdxido de hidrogénio 4 mM, sendo que a sua concentragdo final ¢ de 0,4 mM. A
oxidagdo de NADPH para NADP" foi continuamente monitorada em 340 nm por

cinco minutos. A atividade da GSH-Px foi expressa como nmol de NADPH
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oxidado para NADP" por minuto por mg de proteina do sobrenadante hepatico.

Utilizou-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 x 10°M™" ¢cm™ para o NADPH.
5.5 Verificacé@o dos niveis de tidis ndo-protéicos

Esta determinagao foi realizada com base em estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa (Farina et al., 2004). A uma aliquota de 500 pL do
sobrenadante hepdtico, foram adicionados 500 pL de TCA 10%. Apds este
procedimento, centrifugou-se esta mistura a 4000 x g em uma temperatura de 4 °C
por dez minutos. Utiliza-se o sobrenadante para verificar-se a presenga de
grupamentos sulfidrilicos livres (-SH), o qual foi previamente neutralizado com

hidroxido de so6dio na concentragao de 0,1 M, através do método de Ellman, 1959.
5.6 Determinacéo protéica

A determinagdo de proteinas nos diferentes ensaios foi realizada através do

método de Lowry et al., 1951, utilizando-se albumina bovina como padrao.

5.7 Estudo in vitro

5.7.1 Animais

Utilizaram-se camundongos machos da espécie Swiss albino, pesando em
média 30 gramas com aproximadamente dois meses de idade. Os animais foram
mantidos sob temperatura controlada (20-25°C), sob condi¢des naturais de
luminosidade e com acesso livre a agua e racdo (Supra, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil). Os procedimentos técnicos com os camundongos ocorreram de acordo
com o Guia de Principios de Animais em Toxicologia, adotado pela sociedade de

toxicologia em julho de 1989.
5.7.2 Preparacéao Tecidual

O sobrenadante hepético foi utilizado para a andlise da atividade das
enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase e determinagdo de tidis. Para
isso, os camundongos foram decapitados e o figado foi rapidamente removido,

armazenado em gelo e homogeinizado em 8 volumes de uma solu¢ao tamponada
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de HEPES 25 mM, pH 7,0. Este homogenato foi centrifugado na velocidade de
4.000 x g, na temperatura de 4°C por 10 minutos, ¢ o sobrenadante obtido foi
utilizado para medir-se a atividade das enzimas GSH-Px e GSH-R e o estado

tidlico.
5.7.3 Determinacéo da atividade das enzimas GSH-R e GSH-Px

A dosagem da atividade destas enzimas foi baseada na metodologia
desenvolvida por Carlberg e Mannervik, 1985 e Wendel, 1981, respectivamente.
A verificacdo da atividade da enzima glutationa redutase ocorre no momento em
que esta enzima reduz a glutationa oxidada a custa de NADPH, que é monitorado
em um comprimento de onda igual a 340 nm. A atividade da enzima glutationa
redutase ¢ proporcional ao decaimento de NADPH (Carlberg e Mannervik, 1985).
No ensaio da enzima glutationa peroxidase, acompanha-se indiretamente a
atividade desta enzima também pelo decaimento de NADPH. O peroxido de ter-
butila ¢ decomposto gerando glutationa oxidada a partir do consumo de glutationa
reduzida. Dessa forma, a glutationa oxidada ¢ reduzida novamente pela atividade
da enzima glutationa redutase presente no meio a custa de NADPH (Wendel,

1981).
5.7.4 Determinacao da atividade tiol-peroxidase do ebselen

Esta atividade foi verificada de acordo com o método de Wilson et al.;
1989. A reagdo foi conduzida na temperatura de 25 °C em uma solugdo de 1 mL
contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0, 1 mM de acido
dietilaminotetraacético (EDTA), 1 mM de glutationa reduzida, 1 unidade de
glutationa redutase e 50 pM de ebselen. A mistura foi pré-incubada com
concentragdes diferentes de acetaldeido (0, 30, 100 e 300 uM) por 30 minutos.
Apos este tempo, foi adicionado ao meio 0.25 mM de uma solugdo de NADPH e
incubou-se por 3 minutos em 37°C. A reagdo foi iniciada pela adi¢dao de 0,5 mM
de perdxido de ter-butila. A atividade foi monitorada pelo decaimento da absor¢ao
do NADPH no comprimento de onda de 340 nm. Foram feitos controles com e

sem ebselen e apos subtraiu-se da atividade das amostras.
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5.7.5 Estudos de espectroscopia

Estes estudos foram realizados com a finalidade de detectar-se um possivel
efeito do acetaldeido na interacdo entre glutationa reduzida e o ebselen. Através
da espectroscopia em comprimentos de onda variando entre 250-450 nm
(espectofotometro Varian Cary UV), foi analisado o espectro de absor¢ao do
ebselen e dos produtos da sua interagdo com a glutationa reduzida e/ou o
acetaldeido. Estas reagdes foram feitas a temperatura ambiente (25 °C) em 50 mM

de tampao fosfato, pH 7,4, em cubeta de quartzo.
5.7.6 Determinacdo de grupamentos sufidrilicos

Os grupamentos sulfidrilicos totais e ndo-proteicos provindos do
sobrenadante hepatico e a quantidade de grupos sulfidrilicos da glutationa
reduzida e do ditioeritritol foram realizados utilizando DTNB, baseando-se na

metodologia de Ellman, 1959.
5.7.7 Determinacao proteéica

A determinacgdo protéica foi realizada baseada na metodologia de Lowry et

al.; 1951, utilizando albumina bovina como padrao.
5.8 Analise Estatistica

Todos os valores sdo representativos da média + erro padrdo da média,
(considerando o numero de animais igual a seis). As diferengas entre os grupos
foram analisadas através da andlise de variancia de uma via, seguida pelo teste de
Duncan quando o valor de p foi menor que 0,05. A correlagdo de Pearson (two-
tailed) foi realizada para identificar a possivel correlacdo entre alguns parametros
analisados. Realizou-se também uma analise de variancia de trés vias para

detectar uma possivel existéncia de interagao entre ebselen x NAC x etanol.
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RESULTADOS OBTIDOS

6.1 Estudo in vivo

Apos a realizacdo do tratamento cronico com etanol (3 g/kg), N-
acetilcisteina (300 mg/kg) e ebselen (5 mg/kg), administrados simultdnea ou
individualmente, durante trinta dias, nenhuma alteragdo em relacdo ao ganho de

peso foi observada nos camundongos (dados ndo mostrados).

Os niveis de SHNP hepaticos foram significativamente diminuidos
com a administragdo de etanol (FIGURA 7). O ebselen e a N-acetilcisteina foram
individualmente capazes de restabelecer os niveis de SHNP para os niveis do
controle. No entanto, o tratamento simultdneo com o ebselen e a N-acetilcisteina
ndo apresentou efeito benéfico aditivo em rela¢do aos niveis de SHNP hepaticos
quando comparado com os efeitos das administragdes individuais das drogas. A
administracdo de etanol inibiu a atividade das enzimas o-aminolevulinato
desidratase (FIGURA 8) e glutationa peroxidase (FIGURA 9) hepaticas. O
ebselen e a N-acetilcisteina, sozinhos, restabeleceram suas atividades para os
niveis do controle. O tratamento simultaneo com o ebselen e a N-acetilcisteina
ndo apresentou efeito benéfico aditivo em relacdo as atividades das enzimas o-
aminolevulinato desidratase e glutationa peroxidase quando comparado com os

efeitos das administragdes individuais das drogas.

Através da correlacdo de Pearson, a atividade da glutationa
peroxidase hepatica e os niveis de SHNP foram positivamente correlacionados
(Coeficiente de Pearson = 0,365; p = 0,02). Além disso, houve correlacdo positiva
entre a atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase e os niveis de SHNP

hepaticos (Coeficiente de Pearson = 0,568, p< 0,01).
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FIGURA 7: Efeito da administragdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou ebselen nos
niveis hepaticos de tidis nao-protéicos (SHNP) dos camundongos controle e
expostos ao etanol. Os dados s3o expressos como nmol/mg de proteina e
representam a média £ E.P.M. de seis animais por grupo. Letras diferentes
expressam diferenca significativa (p<0,05) através da andlise de varidncia de uma

via, seguida pelo teste de Duncan quando o valor de F foi significativo.
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FIGURA 8: Efeito da administracdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou do ebselen
sobre a atividade da enzima 6-ALA-D hepética dos camundongos controle e
expostos ao etanol. Os dados sdo expressos como nmol de porfibilinogénio
formado (PBG)/mg de proteina e representam a média + E.P.M. de seis animais
por grupo. Letras diferentes expressam diferenca significativa (p<0,05) através da
analise de variancia de uma via, seguida pelo teste de Duncan quando o valor de F

foi significativo.
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FIGURA 9: Efeito da administracdo de N-acetilcisteina (NAC) e/ou do ebselen
sobre a atividade da enzima GSH-Px hepatica dos camundongos controle ¢ dos
camundongos expostos ao etanol. Os dados sdo expressos como nmol de NADPH
oxidado/mg de proteina/min e representam a média = E.P.M. de seis animais por
grupo. Letras diferentes expressam diferenga significativa (p<0,05) através da
analise de variancia de uma via, seguida pelo teste de Duncan quando o valor de F

foi significativo.
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6.2 Estudo in vitro

Os efeitos in vitro do acetaldeido na atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSH-R) e na atividade tiol peroxidase
do ebselen estdo demonstrados na tabela 3. Apods trinta minutos de pré-incubagao,
o acetaldeido ndo afetou a atividade das enzimas glutationa peroxidase e
glutationa redutase nas concentracdes testadas. Sob as mesmas condi¢des de pH e
temperatura comparadas ao estudo das enzimas hepaticas, o acetaldeido também

nao modificou a atividade tiol-peroxidase do ebselen.

Sabe-se que a atividade tiol-peroxidase do ebselen depende da sua
conversao a ebselen selenol e este fendmeno ocorre pela reacdo do ebselen com a
glutationa reduzida (Cotgreave et al., 1992). Tendo em vista o fato de o
acetaldeido ser uma molécula eletrofilica, estudos espectroscopicos foram
realizados para detectar um possivel efeito do acetaldeido na
formacgao/estabilidade do composto ebselen selenol apds a interagdo entre
glutationa e ebselen. A figura 10 demonstra que o ebselen (50 uM) e a glutationa
(100 uM) reagem rapidamente na propor¢ao 1:2 produzindo uma molécula
intermediaria, a qual se acredita ser o ebselen selenol (Figura 10, espectro B,
Hanzel et al., 2005). A adicdo prévia de acetaldeido, nas concentragdes de 100 e
300 uM, nao afetou a formagdo deste produto (Figura 10, espectro C e D,
respectivamente). A figura 11 demonstra o tempo de interagao entre o ebselen (50
uM) e a glutationa (100 uM) na auséncia (Figura 11 A) ou presenca (Figura 11 B)
de acetaldeido (300 uM). Neste protocolo, a presenca de acetaldeido também nao
afetou a interacdo ebselen/glutationa e a formag¢do do ebselen selenol foi
imediatamente observada apos a adicdo de glutationa ao meio contendo ebselen.
Considerando que o intermediario ebselen selenol ¢ uma molécula nucleofilica
instavel e parece reagir com o ebselen para produzir o ebselen disseleneto (Zhao e
Holmgren, 2002), a formac¢do de uma molécula estavel evidenciou-se aos 30
minutos apos o inicio da reacdo. Notavelmente, este produto apresenta um

espectro semelhante ao do ebselen disseleneto quando comparado ao composto
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auténtico (Zhao e Holmgren, 2002), demonstrando duas fortes e amplas bandas de
absorcao (de 250 a 300 nm e de 300 a 420 nm) sobrepondo-se uma a outra. Este
perfil espectofotométrico desaparece com o tempo (apds 6 horas) devido a
precipitacdo, confirmando com a baixa solubilidade do ebselen disseleneto em

agua.

As figuras 12 e 13 demonstram os efeitos do acetaldeido na oxidacao de
um monotiol (GSH) e um ditiol (ditiotreitol) em condi¢des in Vitro,
respectivamente. Apds 30 minutos do inicio da reacdo, o acetaldeido ndo foi capaz
de oxidar a glutationa e o ditiotreitol nas concentragdes testadas. Entretanto,
utilizando-se o sobrenadante hepatico, o acetaldeido significativamente oxidou os
tidis totais (Figura 14) e ndo-protéicos (Figura 15), sugerindo que a oxidagdo de
tiois dependente do acetaldeido parece ser influenciada por alguns constituintes

hepaticos.

Baseado nos resultados demonstrados pela Figura 14 e em estudos
anteriores que demonstram o papel da enzima glutationa-S-transferase (GST), no
processo de detoxificagdo de aldeidos enddgenos (Chen et al., 2002; Sidell et al.,
2003), o possivel efeito estimulador da GST purificada sobre a oxidacdo da
glutationa induzida pelo acetaldeido foi avaliado. A tabela 4 demonstra que o
acetaldeido ndo foi um bom substrato para a GST (extraida de figado bovino),
conseqiientemente, a oxidagdo da glutationa ndo foi observada na presenga de

acetaldeido e GST.
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TABELA 3: Efeito in vitro do acetaldeido na atividade das enzimas hepaticas de
camundongo glutationa redutase (GSH-R), glutationa peroxidase (GSH-Px) e na
atividade tiol-peroxidase do ebselen. Os sobrenadantes de figado
(aproximadamente 3mg de proteina) e ebselen (50 nmol) foram pré-incubados a
37 °C, durante 30 minutos, com concentracdes diferentes de acetaldeido (0, 30,
100 e 300 uM) em um meio contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7.0, com o
volume final da reacdo de 1 mL). Apos o tempo de pré-incubacao, uma aliquota
de 25 pL de cada meio foi utilizada para se determinar as atividades cataliticas.
As atividades das enzimas glutationa redutase (GSH-R) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) sdo expressas como nmol de NADPH oxidado/minuto/mg de proteina.
A atividade tiol-peroxidase do ebselen ¢ expressa como nmol de NADPH
oxidado/minuto/pmol. Os dados sdo expressos como média + E.P.M., de trés

estudos repeti¢des independentes.

GSH-R GSH-Px Ebselen
Controle 18,6 +0,59 9,3+0,18 340 £ 71,0
Acetaldeido (30 pM) 18,4 £0,22 9,3+0,23 340 £223
Acetaldeido (100 uM) 17,5+ 0,39 8,7+0,15 323 +34,7
Acetaldeido (300 uM) 17,9 +0,62 8,9+0,25 316 +£22,7
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FIGURA 10: Espectro de absor¢ao do ebselen e os produtos da sua interagdo com
glutationa e/ou acetaldeido. As reagdes ocorreram em temperatura ambiente
(25 °C) em um meio contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7.4, em uma cubeta
de quartzo. Estas reacdes foram monitoradas pelo espectofotometro com
comprimento de onda variando de 250-450 nm, utilizando o espectofotometro
Varian Cary UV. A linha A demonstra o espectro de absorcdo do ebselen
(50 uM). A linha B demonstra o espectro de absor¢do do ebselen (50 uM) +
glutationa (100 uM) + 1 minuto de incubagdo. As linhas C e D sdao semelhantes a
linha B, diferem apenas pelo fato das incubagdes ocorrerem na presenga de
acetaldeido 100 e 300 puM, respectivamente. Acetaldeido (300 uM), glutationa
(100 uM) e acetaldeido (300 uM + glutationa 100 pM) ndo demonstraram
absorbancias perceptiveis nestes comprimentos de onda. Aliado a isto, o
acetaldeido (300 uM) nao apresentou efeito no espectro do ebselen (dados nio

demonstrados).
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FIGURA 11: Espectro de absor¢ao do ebselen e os produtos da sua interagdo com
glutationa e/ou acetaldeido. Incubou-se o ebselen (50 uM) com glutationa
(100 uM) na auséncia (A) ou presenca (B) de acetaldeido (300 uM). A reacdo
ocorreu em temperatura ambiente (25 °C) em um meio contendo 50 mM de
tampao fosfato (pH 7,4), em uma cubeta de quartzo. A formagao dos produtos foi
monitorada durante 6 horas e o tempo marcado foi o seguinte: zero a 5 minutos (1
em 1 minuto); 5-60 minutos (10 em 10 minutos); 60-720 minutos (30 em 30

minutos).
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FIGURA 12: Efeito in vitro do acetaldeido sob a oxidagdo da glutationa. O
composto sulfidrilico (30 nmol) foi incubado a 37 °C, durante 30 minutos, com
concentragdes crescentes de acetaldeido (0, 30, 100 e 300 uM), em um meio
contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7.0, com 1 mL de volume final da reagao.
Apos a incubagdo, determinou-se a quantidade de grupamentos sulfidrilicos com
DTNB. Os grupos sulfidrilicos sdo expressos como uM e representam a média +

desvio padrao de trés experimentos independentes.
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FIGURA 13: Efeito in vitro do acetaldeido sob a oxidacdo do ditieritritol (DTE).
O composto sulfidrilico (15 nmol) foi incubado a 37 °C, durante 30 minutos, com
concentragdes crescentes de acetaldeido (0, 30, 100 e 300 uM), em um meio
contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7.0, com 1 mL de volume final da reagao.
Apos a incubagdo, determinou-se a quantidade de grupamentos sulfidrilicos com
5-5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico). Os grupos sulfidrilicos sdo expressos como uM e

representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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FIGURA 14: Efeito in vitro do acetaldeido na oxidagdo de grupamentos
sulfidrilicos totais de figado de camundongo. O sobrenadante hepatico, com
aproximadamente 3 mg de proteina, foi incubado a 37 °C, durante 30 minutos,
com concentragdes crescentes de acetaldeido (0, 30, 100 € 300 uM) em um meio
contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7,0, com 1 mL de volume final da reagao.
Apos a incubagdo, determinou-se a quantidade de grupamentos sulfidrilicos com
DTNB. Os grupos sulfidrilicos totais sdo expressos como UM e representam a

média + desvio padrao de trés experimentos independentes.
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FIGURA 15: Efeito in vitro do acetaldeido na oxidagdo grupamentos sulfidrilicos
ndo protéicos de figado de camundongo. O sobrenadante hepatico, com
aproximadamente 3 mg de proteina, foi incubado a 37 °C, durante 30 minutos,
com concentragdes crescentes de acetaldeido (0, 30, 100 € 300 uM) em um meio
contendo 50 mM de tampao fosfato, pH 7,0, com 1 mL de volume final da reagao.
Apos a incubagdo, determinou-se a quantidade de grupamentos sulfidrilicos com
5-5’-ditio-bis-(2-nitrobenzo6ico), DTNB. Os grupos sulfidrilicos ndo protéicos sao
expressos como UM e representam a média £+ desvio padrdo de trés experimentos
independentes. * Representa a diferenca entre a concentragdo de 100 uM e o

controle, e # representa a diferenca entre a concentragdo de 100 uM e o controle.
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TABELA 4: Efeitos in vitro do acetaldeido sob a oxidagdo da glutationa na
presenca da glutationa-S-transferase (GST). Incubou-se glutationa (1 umol) com
acetaldeido (1 pmol) a 37 °C, na presenca ou auséncia da glutationa-S-transferase,
em um meio de reacdo contendo 50 mM de tampdo fosfato, pH 7,0, em um
volume final da reacdo de 1 mL. Nos tempos 1, 5, e 30 minutos de incubacao,
aliquotas de 25 pL foram retiradas para a determinacdo da quantidade de
grupamentos sulfidrilicos utilizando o acido 5-5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico),
DTNB. Os grupos sulfidrilicos sdo expressos como uM e a média + desvio padrao

representa 3 experimentos independentes.

Tempo de incubacéo
Condicdes experimentais | 1 minuto 5 minutos 30 minutos
Controle 1,03 +0,15 0,98+ 0,14 1,09 +£0,19
GST (0,1 unidades) 1,05+0,18 1,00 + 0,21 1,00+ 0,17
GST (0,3 unidades) 0,97+ 0,11 0,99 + 0,14 0,98 £ 0,09
GST (1,0 unidades) 0,99 + 0,20 0,98 + 0,19 1,02+0,16
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Capitulo 7

DiscuUssAO

As interpretagdes acerca dos efeitos prejudiciais do consumo
excessivo de etanol, a nivel fisiologico e bioquimico, passaram por mudangas ao
longo das ultimas trés décadas. Inicialmente, os sintomas de doengas hepaticas
decorrentes da ingestdo abusiva de etanol eram atribuidos exclusivamente a
deficiéncias nutricionais (inadequada ingestdo e absor¢@o de nutrientes essenciais)
(Lieber, 1993; Borini, 1996). No entanto, esta visdo passou a mudar com a
publicacao de trabalhos que apontavam a acao pro-oxidativa do etanol nas células
hepaticas (Di Luzio, 1963), sugerindo que, além da inducdo a deficiéncias
nutricionais, mecanismos diretos de injuria celular também estavam envolvidos na
toxicidade do etanol.

Atualmente, sabe-se que os danos provocados pela ingestdo excessiva de
bebidas contendo etanol estdo associados, ao menos em parte, com o estresse
oxidativo decorrente da producdo de espécies reativas durante o metabolismo do
etanol, o que acaba alterando a homeostase redox e causando alteragdes nas
estruturas e fungdes celulares (Bailey et al., 2001; Pushpakiran et al., 2004).

O fato de o estresse oxidativo estar diretamente relacionado com a
toxicidade induzida pelo etanol foi demonstrado em trabalhos como o de Boveris
e colaboradores (1983), onde se evidenciou uma relagdo significativa entre o
consumo excessivo de etanol, a diminuicdo de defesas antioxidantes e,
conseqlientemente, o aumento na peroxidacao dos lipideos hepaticos. Entretanto,
embora esta relacdo entre etanol e estresse oxidativo ja esteja bem evidenciada, o
conhecimento acerca das moléculas envolvidas neste processo ainda ndo esta

completamente elucidado.
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Muitos trabalhos apontam para o acetaldeido, o principal produto do
metabolismo do etanol, como uma molécula altamente reativa e importante no que
se refere aos danos oxidativos decorrentes da ingestdo excessiva de etanol. Neste
contexto, o acetaldeido parece reagir rapidamente com grupos nucleofilicos de
proteinas, fosfolipidios e acidos nucléicos produzindo aductos, os quais tém sido
detectados em individuos etilistas (Niemela et al., 1987; Lin et al., 1988; Fang &
Vaca, 1997). Entretanto, além do acetaldeido, o metabolismo do etanol gera outras
moléculas importantes do ponto de vista toxicoldgico, dentre as quais se destacam
alguns radicais livres (Kuthan & Ulbrich, 1982), como o radical 1-hidroxietil, que
vém recebendo grande atencao devido as suas capacidades pré-oxidantes (Albano
et al., 1988; Rashba-Step, 1993). Deste modo, parecem ser varios os fatores
relacionados com o estresse oxidativo causado pelo consumo excessivo de etanol.

As investigacdes acerca do fato de o etanol ou seus metabolitos
favorecerem a oxidagao de biomoléculas, agindo diretamente como oxidantes,
reduzindo os niveis de antioxidantes, ou pela combinacdo de ambos os
fenomenos, fazem como que moléculas com propriedades antioxidantes como o
acido ascorbico (Sivaram et al., 2003), a vitamina E (Siler-Marsiglio et al., 2004)
e os flavonoides (Molina et al., 2003), sejam cada vez mais investigados como
possiveis agentes terapéuticos para os processos de injuria tecidual decorrentes da
ingestdo excessiva de etanol. Tais estudos tém demonstrado o efeito protetor
destas substancias frente ao estresse oxidativo provocado pelo excesso de etanol
consumido.

Compostos tidlicos, como a glutationa, tém demonstrado uma boa
capacidade de neutralizar radicais livres gerados pelo metabolismo do etanol, fato
que leva a sua oxidacdo (Vina et al., 1980, Speisky et al., 1985; Gonzales et al.,
1988). Neste contexto, compostos contendo grupamentos sulfidrilicos, como a N-
acetilcisteina (NAC), tém demonstrado efeitos benéficos contra os danos
hepaticos provocados pela ingestdo de etanol (Ozaras et al., 2003).

Demonstrou-se, neste trabalho, que os compostos antioxidantes NAC e
ebselen apresentaram, individualmente, as capacidades de prevenir a diminui¢ao

de tidis ndo protéicos do figado decorrente da intoxicagdo cronica por etanol em
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camundongos. O mecanismo protetor da NAC parece estar relacionado com a sua
capacidade de fornecer precursores para a sintese intracelular de glutationa.
Entretanto, um efeito redutor direto da NAC frente a espécies eletrofilicas ndo
deve ser descartado.

A identificagdo do mecanismo molecular pelo qual o ebselen preveniu a
diminui¢do de tiois hepaticos induzida pelo etanol ¢ um tanto quanto complexa,
uma vez que este organocalcogénio apresenta varios mecanismos de agdo
antioxidante. De fato, além se atuar como um agente mimético da enzima
glutationa peroxidase (Miiller et al., 1984), detoxificando véarios perdxidos
gerados endogenamente, o ebselen também parece inibir a enzima pro-oxidante
NADPH-oxidase (Cotgreave et al., 1989), diminuindo, assim, a formagdo de
radicais livres reativos. Além disso, Wang e colaboradores (1992) demonstraram
que o ebselen inibe a liberagdo de o6xido nitrico e superoxido in vitro apods a
estimulagdo das células de Kupffer (envolvidas na progressao de danos hepaticos
ocasionados pelo etanol) com endotoxinas.

O ebselen também protegeu contra os efeitos inibitérios causados pelo
etanol nas atividades das enzimas glutationa peroxidase e d&-aminolevulinato
desidratase hepaticas. As fungdes cataliticas destas enzimas dependem da
integridade dos seus grupos tidis, no caso da enzima J&-aminolevulinato
desidratase, ¢ um grupo selenol, no caso da enzima glutationa peroxidase. Tendo
em vista que o acetaldeido, o principal produto do metabolismo do etanol, ¢ uma
molécula altamente reativa e eletrofilica, seria possivel sugerir a sua participa¢ao
nos fendmenos de inibigdo das enzimas glutationa peroxidase e 6-aminolevulinato
desidratase hepaticas decorrentes da exposicao cronica ao etanol em nosso modelo
experimental.

Nos organismos vivos, existe um poderoso sistema intracelular redutor de
proteinas dissulfeto, o sistema tioredoxina. Este sistema ¢ composto pela
tioredoxina, pela enzima tioredoxina redutase e pelo nucleotideo NADPH, e sua
funcdo ¢ manter a homeostase do estado redox das células. O ebselen funciona
como substrato para este sistema em mamiferos (Zhao et al., 2002; Zhao ¢

Holmgren, 2002), sendo reduzido pelo NADPH e formando o composto ebselen
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selenol, um 6timo agente nucleofilico que pode catalisar a reducdo de dissulfetos.
Considerando este fato, ¢ plausivel sugerir que o papel redutor direto do ebselen
selenol contribua para a protecdo contra os efeitos inibitdrios provocados pela
ingestdo de etanol nas atividades das enzimas glutationa peroxidase e o-
aminolevulinato desidratase hepaticas. De fato, o ebselen selenol parece ter a
capacidade de contribuir para a manuten¢do dos grupos selenol e tidis das enzimas
glutationa peroxidase e d-aminolevulinato desidratase hepaticas nos seus estados
reduzidos.

Alguns trabalhos tém reportado os efeitos benéficos aditivos da
administragdo simultanea de ebselen e NAC contra o dano oxidativo quando
comparados com os efeitos das administragdes individuais (Pritsos et al., 1992).
Neste contexto, a NAC parece atuar diretamente como molécula doadora de
elétrons no ciclo catalitico de reducao de perdxidos pelo ebselen (Cotgreave et al.,
1989). Em nosso estudo in vivo, a administracdo simultdnea de ebselen ¢ NAC
ndo apresentou efeitos benéficos aditivos contra a deplecdo de grupos tidis de
fonte ndo protéica no figado dos camundongos intoxicados com etanol quando
comparados com os efeitos das administracdes individuais. Além disso, a
administragcdo simultdnea de ebselen e NAC também ndo apresentou efeitos
benéficos aditivos contra a inibi¢do das enzimas hepaticas glutationa peroxidase e
d-aminolevulinato desidratase induzida pelo tratamento cronico com etanol
quando comparados com os efeitos das administragdes individuais. Tendo em
vista a completa reversao destas varidveis bioquimicas a niveis basais apds os
tratamentos individuais com NAC ou ebselen, somada ao rigido controle da
homeostase tiol/dissulfeto celular, a auséncia de possiveis efeitos benéficos
aditivos apos as administragdes simultaneas de NAC e ebselen era um fenomeno
esperado.

Como mencionado anteriormente, a ligacdo entre o estresse oxidativo e
doencas decorrentes do consumo abusivo de etanol ¢ um fato apontado por varios
estudos. Entretanto, o mecanismo pelo qual o etanol induz o dano celular ¢ um
topico que ainda necessita de maiores esclarecimentos. A inibicdo de enzimas

antioxidantes como a glutationa peroxidase e a glutationa redutase pelo etanol,
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seus metabolitos ou radicais gerados a partir do seu metabolismo tem recebido
notavel atencao nos ultimos anos (Puntarulo et al., 1999; Ostrowska et al., 2004).
Considerando que as enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase possuem
grupamentos nucleofilicos (selenol e sulfidrilicos, respectivamente), essenciais
para sua atividade antioxidante ¢ que o acetaldeido ¢ uma molécula bastante
eletrofilica, ¢ plausivel supor que a inibi¢do da atividade de ambas as enzimas,
observada apds o consumo de etanol (Puntarulo et al., 1999; Ostrowska et al.,
2004), poderia estar relacionada, pelo menos em parte, com um efeito inibitdrio
direto do acetaldeido. Entretanto, os resultados apresentados demonstraram que o
acetaldeido ndo inibe diretamente estas enzimas em condi¢des in vitro, sugerindo
que este fendmeno também pode ocorrer in vivo. Além disso, a atividade tiol-
peroxidase do composto ebselen também nao foi modificada pelo acetaldeido,
mesmo em concentracdes cerca de seis vezes maiores que aquelas encontradas no
figado de individuos etilistas. Considerando que o ebselen catalisa a reagdo tiol-
peroxidase com um mecanismo similar ao da enzima glutationa peroxidase
(Maiorino et al., 1988) e que a inativagdo das propriedades cataliticas do ebselen
pelos inibidores da glutationa peroxidase, aurotioglicose ¢ D-penicilamina HCI,
tem sido relatada (Mercurio et al., 1986), este estudo definitivamente finaliza a
questdo da possibilidade de o acetaldeido ser ou ndo o inibidor direto das
glutationa peroxidase e glutationa redutase. De acordo com esta idéia, os estudos
espectroscopicos demonstraram que o acetaldeido ndo afeta a cinética de
formacdo do ebselen selenol apos a interacao quimica entre a GSH e o ebselen.

Os resultados apresentados ndo demonstram um efeito oxidativo direto do
acetaldeido na GSH em condig¢des in vitro, mesmo quando as concentragdes de
acetaldeido foram dez vezes superiores as de GSH no meio de reagdo. Além disso,
o composto ditioeritritol (DTE) também nao foi oxidado pelo acetaldeido sob as
mesmas condicdes acima mencionadas. Baseando-se nestes resultados
apresentados, poder-se-ia concluir que a oxidacdo de tidis observada apds o
consumo de etanol ndo esta relacionada aos efeitos oxidativos direto do seu
metabolito - o acetaldeido. No entanto, de um modo interessante, quando se

incubou o acetaldeido com o sobrenadante hepatico de camundongos, um notavel
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efeito oxidativo do acetaldeido em relacdo ao tidis totais e ndo-protéicos foi
observado. Considerando que a glutationa ¢ a principal molécula sulfidrilica nao-
protéica no figado, sua oxidagdo pelo acetaldeido parece depender dos
constituintes hepaticos.

A glutationa-S-transferase (GST) ¢ uma enzima que catalisa a conjugagao
entre a GSH com compostos xenobioticos, transformando-os em produtos menos
toxicos e mais hidrofilicos os quais podem ser parcialmente metabolizados e
excretados (Salinas e Wong, 1999). Esta enzima tem sido apontada como uma
importante proteina envolvida na detoxificacdo de aldeidos endogenos (Chen et
al., 2002; Sidell et al., 2003). Considerando a possivel importancia dos
constituintes hepaticos na oxida¢@o da glutationa pelo acetaldeido (ver Figura 12),
a contribuicdo da GST purificada na ocorréncia deste fendmeno foi avaliada. A
partir dos resultados obtidos, demonstrou-se que o acetaldeido ndo oxidou a
glutationa, tanto na-presenca quanto na auséncia da GST purificada, sugerindo que
o acetaldeido ndo ¢ um bom substrato para esta enzima.

Algumas questdes sem respostas relacionadas a estes dados sdo: Como o
consumo de etanol pode causar a inibi¢do das enzimas glutationa peroxidase e
glutationa redutase? Como o metabolismo do acetaldeido pode levar a oxidagao
da glutationa? Infelizmente, essas questdes permanecem parcialmente sem
resolu¢do. Entretanto, baseando-se nos resultados apresentados, ¢ adequado
excluir a possibilidade de um efeito inibitorio direto do acetaldeido sobre as
enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase hepaticas.

Um recente trabalho (Anni et al., 2003) demonstrou que o acetaldeido ¢
capaz de reagir com o dipeptideo sulfidrilico cisteinil-glicina (um produto do
metabolismo da glutationa) em condigdes in vitro. Através de estudos de
espectroscopia de massa, estes autores observaram que o acetaldeido ¢ capaz de
reagir com cisteinil-glicina em uma propor¢do 1:1, gerando o complexo 2-metil-
tiazolidina-4-carbonil-glicina. Além disso, estes autores observaram a presenga
deste complexo em altas concentracdes na bile de ratos tratados com etanol.
Tendo em vista que os dados in vitro do presente estudo demonstram a

necessidade de constituintes hepaticos para o processo de oxidagdo de tidis nao
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protéicos pelo acetaldeido, juntamente com os resultados de Anni e colaboradores
(2003), ¢ viavel apontar para a enzima gama-glutamil-transpeptidase como uma
molécula importante para o processo de deplecdo de tidis induzida pelo
acetaldeido. Neste contexto, esta enzima catalisa a clivagem de GSH em cisteinil-
glicina, a qual ¢ avidamente conjugada com acetaldeido.

Embora que a maior parte do etanol ingerido seja convertido em
acetaldeido pela acdo da enzima alcool desidrogenase no hepatocito (Lieber,
1993), existem outras rotas metabolicas disponiveis para o etanol. Por exemplo, a
oxidacdo do etanol pelas enzimas do sistema microssomal P450 hepatico torna-se
mais acentuada apds grandes ingestdes deste composto (Krikun et al., 1984) e esta
rota associa-se a uma grande producdo de radicais livres (Kuthan e Ulbrich,
1982). Neste sentido, tem-se demonstrado a produ¢do de um radical livre, o
radical 1-hidroxietil (HER), a partir da oxidacdo do etanol pelo sistema
microssomal (Albano et al., 1988; Rashba-Step, 1993). Considerando dados que
demonstram que o HER inibe a atividade das enzimas glutationa peroxidase e
glutationa redutase in vitro (Puntarulo et al., 1999), o efeito inibitoério do HER in
Vivo na atividade destas enzimas antioxidantes ndo pode ser excluido. Entretanto,

estudos adicionais sdo necessarios para a confirmacao desta hipotese.
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Capitulo 8
CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho permitem apresentar as seguintes

conclusoes:

* O tratamento didrio realizado durante 30 dias com 3 g/kg de etanol
causou a diminuicdo na atividade da enzima d&-aminolevulinato desidratase no

figado de camundongos;

* O tratamento didrio realizado durante 30 dias com 3 g/kg de etanol
causou a diminui¢do na atividade da enzima glutationa peroxidase no figado de

camundongos;

* O tratamento didrio realizado durante 30 dias com 3 g/kg de etanol

causou a diminui¢do da concentragao de tidis nao protéicos;

+ O tratamento com o composto antioxidante N-acetilcisteina na dose de
300 mg/kg, administrado uma vez ao dia através de injecdes intraperitoneais, foi
capaz de reverter os efeitos inibitérios do etanol sobre as atividades das enzimas

hepaticas 6-aminolevulinato desidratase e glutationa peroxidase;

+ O tratamento com o composto antioxidante N-acetilcisteina na dose de
300 mg/kg, administrado uma vez ao dia através de injecdes intraperitoneais, foi
capaz de reverter os efeitos oxidativos do etanol sobre os niveis de tidis nao-

protéicos hepaticos;
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* O tratamento com o composto antioxidante ebselen na dose de 5 mg/kg,
administrado uma vez ao dia através de injecdes subcutaneas, foi capaz de reverter
os efeitos inibitorios do etanol sobre as atividades das enzimas hepdticas o-

aminolevulinato desidratase e glutationa peroxidase;

* O tratamento com o composto antioxidante ebselen na dose de 5 mg/kg,
administrado uma vez ao dia através de injecdes subcutaneas, foi capaz de reverter

os efeitos oxidativos do etanol sobre os niveis de tiois ndo-protéicos hepaticos;

* O tratamento simultineo com ambos os compostos antioxidantes, N-
acetilcisteina (300 mg/kg, i.p.) e ebselen (5 mg/kg, s.b.), ndo apresentou efeito

aditivo benéfico nos pardmetros bioquimicos analisados;

* Os niveis de tiois hepaticos nao protéicos foram positivamente
correlacionados com as atividades das enzimas glutationa peroxidase e o-

aminolevulinato desidratase hepaticas;

+ As atividades de enzimas cujas fungdes cataliticas sdo dependentes da
integridade de seus grupamentos selenol (glutationa peroxidase) e tidl (5-
aminolevulinato desidratase) foram regeneradas pelos compostos antioxidantes N-

acetilcisteina e ebselen apos a intoxicagdo cronica com etanol;

» Concentragdes crescentes de acetaldeido (30, 100 e 300 uM) nao
diminuiram a atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase de

sobrenadantes hepaticos de camundongos em condigdes in Vitro;

» Concentragdes crescentes de acetaldeido (30, 100 e 300 uM) nao

diminuiram a atividade tiol-peroxidase do ebselen em condigdes in vitro;
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* O acetaldeido, na concentragao de 300 uM, diminuiu a quantidade de
grupamentos sulfidrilicos totais de sobrenadantes hepaticos de camundongos em

condigdes in vitro;

* O acetaldeido, nas concentracdes de 100 e 300 uM, diminuiu a
quantidade de grupamentos sulfidrilicos de fonte nao-protéica de sobrenadantes

hepaticos de camundongos em condigdes in Vitro;

* O efeito oxidativo do acetaldeido em tidis ndo-protéicos depende de um

metabolismo prévio realizado por constituintes hepaticos.
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Abstract

Changes in sulfhydryl status have been shown to be involved with the ethanol-
induced hepatotoxicity. In addition, evidence shows the importance of
replenishing thiols in patients with alcoholic liver disease. This study was
undertaken to examine the possible beneficial effects of the individual and
simultaneous treatments with two antioxidant drugs (N-acetylcysteine and
ebselen) against ethanol-induced changes in thiol status, as well as on the
activities of oJ-aminolevulinate dehydratase (0-ALA-D) and glutathione
peroxidase (GPx) in mice liver. Daily ethanol administrations (3 g ethanol/kg, by
gavage) decreased liver nonprotein thiols (NPSH) concentration after 30 days of
treatment and N-acetylcysteine (300 mg/kg once a day, i.p.) or ebselen (5 mg/kg
once a day, subcutaneously) treatment restored this variable to control levels.
However, additive beneficial effects concerning NPSH levels were not observed
after the simultaneous administration with both drugs. While liver GPx and 6-
ALA-D activities were inhibited by ethanol exposure and these inhibitions were
significantly blunted by N-acetylcysteine or ebselen treatment, the simultaneous
administration with both drugs did not show additive beneficial effects in relation
to the enzymes’ activities. NPSH levels were positively correlated with GPx and
O0-ALA-D activities. The results presented herein show that ebselen and N-
acetylcysteine alone are able to restore ethanol-induced thiols as well as the
inhibition of hepatic enzymes whose catalytic functions depend on their thiol (d-

ALA-D) and selenol (GPx) groups.

Key words: Ethanol, mice, ebselen, N-acetylcysteine, thiol status.
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1. Introduction

Chronic ethanol consumption is associated with increased incidence of a
great variety of diseases (Chari and Gupta, 2003). Of particular importance, liver
is an important target organ for the toxic effects of ethanol (Kono et al., 2001;
Nagy, 2004). Although the pathogenesis of ethanol-induced liver damage is not
completely understood, it is well known that oxidative stress represents an
imperative issue contributing to ethanol hepatotoxicity (Boveris et al., 1983;
Jaeschke et al., 2002).

Thiol depletion has been pointed as a key phenomenon in ethanol-induced
oxidative stress (Lieber, 1997). Indeed, ethanol impairs thiol and protein redox
status and these alterations seem to depend on acetaldehyde, a highly reactive
ethanol metabolite (Vendemiale et al., 1998). In this regard, it has been evidenced
that chronic ethanol intake causes inhibition of liver thiol-containing enzymes,
such as d-aminolevulinate dehydratase (6-ALA-D) (Flora and Seth, 1999).
Moreover, although the details of the underlying mechanism remain unclear,
ethanol also inhibits the activity of glutathione peroxidase (GPx) (Ozaras et al.,
2003), an enzyme whose ionized selenol of a selenocysteine residue is crucial for
its catalytic function.

N-acetylcysteine (NAC) is an important antioxidant drug that acts as
precursor of glutathione (GSH), the most important thiol compound involved in
the cellular detoxification (Meister and Anderson, 1983). Since acetaldehyde can
react with thiol groups from GSH (Shaw et al., 1979), experimental studies have
shown the ability of NAC to protect against ethanol-induced toxicity (Ozaras et
al., 2003).

Ebselen, 2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one, is a seleno-organic
compound that mimics the GSH-dependent, hydroperoxide reducing activity of
GPx (Miiller et al., 1984). It protects rat liver against ischemia-reperfusion, and
alcohol-induced injuries (Ozaki et al., 1997; Kono et al., 2001). Although ebselen
have been shown to possess several different protective mechanisms against

oxidative injury (Cotgreave et al., 1989; Parnhan and Sies, 2000; Kono et al.,
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2001), the presence of a nucleophilic group (selenol group of ebselen selenol
metabolite) seems to be essential for its antioxidant properties.

Taking into account the pro-oxidative properties of ethanol and
acetaldehyde toward thiol groups, we tested whether NAC and/or ebselen
attenuate ethanol-induced changes in thiol status (nonprotein thiol levels) and in
the activities of enzymes whose thiol (5-ALA-D) and selenol (GPx) groups are
critical for their catalytic functions. The chosen drugs’ combination was due to the
fact that the individual uses of NAC (Lopez et al., 1991; Ozaras et al., 2003) or
ebselen (Oshita et al.,, 1994; Kono et al.,, 2001) have been shown to possess
beneficial effects against ethanol-induced toxicity. In addition, studies on the
simultaneous administration of NAC and ebselen against oxidative damage have
pointed to additive beneficial effects when compared to the individual

administrations (Pritsos et al., 1992).

2. Material and Methods
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2.1. Chemicals: 5-aminolevulinic acid, 5-5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid, zinc
chloride and p-dimethylaminobenzaldehyd were obtained from Sigma (St. Louis,
Mo., USA). Ebselen (2-phenyl-1,2-benzisoselenazole-3(2H)-one) was synthesized
based on Engman and Hallberg (1989). All other chemicals were of the highest

grade available commercially.

2.2. Animals: Male Swiss albino mice, 2 months old, from our breeding colony
and weighing about 30 g were maintained in an air-conditioned room (20-25°C)
under natural lighting conditions with water and food (Supra, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil) ad libitum. All experiments were conducted in accordance with the
guiding principles in the use of animals in toxicology, adopted by the Society of

Toxicology in July 1989.

2.3. Treatment: Mice were divided into two groups (control and ethanol-treated
groups) with 24 animals each. Ethanol-treated mice were given an ethanol:water
solution (1:3 v/v) allowing for a single daily administration (by gavage) of 11.0
mL/kg and its dose (3 g ethanol/kg) was based on Schoedel et al., 2001. Control
group received an isocaloric solution by the same administration route, except that
ethanol was substituted by equally caloric amounts of glucose. For ebselen
administration, the compound was dissolved in 10% tween to allow for a single
daily subcutaneous injection, 5 mL/kg and its dose (5 mg/kg) was based on
previous studies from our group (Farina et al., 2003a,b). For NAC administration,
the compound was dissolved in phosphate potassium buffer (50mM, pH 7.0) to
allow for a single daily intraperitoneal injection, 5 mL/kg and its dose (300
mg/kg) was based on Salminen et al., 1998. The injected solutions were prepared
daily, 10 to 30 minutes before the administration in order to avoid chemical
alterations. Each group (control and ethanol) was divided into 4 subgroups (I-IV)
with 6 animals each. Subgroup I (control) received a single daily subcutaneous
injection of 10% tween (5 mL/kg) plus a single intraperitoneal injection of
phosphate potassium buffer — 50 mM, pH 7.0 (5 mL/kg); subgroup II (NAC)

received a single daily subcutaneous injection of 10% tween (5 mL/kg) plus a
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single intraperitoneal injection of NAC (300 mg/kg) dissolved in phosphate
potassium buffer — 50 mM, pH 7.0 (5 mL/kg); subgroup III (ebselen) received a
single daily subcutaneous injection of ebselen (5 mg/kg) dissolved in 10% tween
(5 mL/kg) plus a single intraperitoneal injection of phosphate potassium buffer —
50 mM, pH 7.0 (5§ mL/kg); and subgroup IV (ebselen + NAC) received a single
daily subcutaneous injection of ebselen (5 mg/kg) dissolved in 10% tween (5
mL/kg) plus a single intraperitoneal injection of NAC (300 mg/kg) dissolved in
phosphate potassium buffer — 50 mM, pH 7.0 (5 mL/kg). Treatment period was
thirty days. For additional treatment details, see Table 1.

2.4. Tissue preparation: Twenty four hours after the last administration, mice
were killed by decapitation and livers were quickly removed, placed on ice and
homogenized in 8 volumes of a 150 mM NaCl solution. The obtained
homogenates were centrifuged at 4000 x g at 4°C for 10 min to yield a low speed
supernatant, which was used for the measurements of nonprotein thiols (NPSH)

and for 8-ALA-D and GPx activities.

2.5. &ALA-D assay: d6-ALA-D activity was assayed by the method of Sassa
(1982) by measuring the rate of product (porphobilinogen) formation. 5-ALA (2.5
mM) and 100 mM potassium phosphate buffer, pH 6.4 were used. The reaction
product was determined using modified Ehrlich’s reagent at 555 nm, with a molar

absorption coefficient of 6.1 x 10* M™" for the Ehrlich-porphobilinogen salt.

2.6. GPx activity: GPx activity was measured by the method of Paglia and
Valentine (1967). In short, an aliquot of liver homogenate supernatants (200—
250 pg protein) was added to the assay mixture (total volume=1 ml) and the
reaction started by the addition of 0.1 ml of 4 mM H,O, to give a final
concentration of 0.4 mM. Conversion of NADPH to NADP' was monitored
continuously at 340 nm for 5 min. GPx activity was expressed as nmol of
NADPH oxidized to NADP" per minute per mg protein of tissue homogenate

supernatant, using an extinction coefficient 6.22x10° for NADPH.
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2.7. Nonprotein thiols levels: Nonprotein thiols (NPSH) determination was based
on a previous study from our group (Farina et al., 2004). In short, 500 pl of 10%
trichloroacetic acid were added to 500 ul of hepatic supernatants. After
centrifugation (4000 x g at 4 °C for 10 min), the protein pellet was discarded and
free sulthydryl groups (-SH) were determined in the clear supernatant (which was

previously neutralized with 0.1 M NaOH) by the method of Ellman, 1959.

2.8. Protein determination: Protein was measured by the method of Lowry (1951)

using serum albumin as standard.

2.9. Statistical analysis: All data are represented as mean + SEM (n = 6 animals
per group). Differences between groups were analyzed by one-way analysis of
variance, followed by Duncan’s Multiple Range Test when p value was less than
0.05. Two-tailed Pearson’s correlations were performed to identify possible
correlations between some analyzed parameters. In addition, a three-way analysis
of variance was performed to detect the possible existence of ebselen x NAC x

ethanol interactions.

3. Results
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The individual and simultaneous treatments with ethanol, ebselen and/or
NAC did not change mice body weight gains (data not shown). Ethanol
administration caused a significant decrease in hepatic NPSH levels (Fig 1).
However, ebselen or NAC alone restored this parameter to control levels and the
simultaneous treatment wit NAC and ebselen did not present additive beneficial
effects toward liver NPSH when compared to the individual administration with
both drugs.

Figure 2 and 3 depict the effects of ethanol, ebselen and/or NAC on the
activities of hepatic 6-ALA-D and GPx, respectively. Ethanol intake inhibited the
activities of both enzymes and ebselen or NAC alone restored their activities to
control levels. However, the simultaneous treatment with NAC and ebselen did
not present additive beneficial effects toward liver 6-ALA-D and GPx activities
when compared to their individual administrations. In addition, Pearson’s
correlation showed significant correlations between liver NPSH and GPx activity
(Pearson coefficient = 0.365; p = 0.02) and between liver NPSH and 8-ALA-D
activity (Pearson coefficient = 0.568; p < 0.01).
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4. Discussion

There is a growing body of evidence indicating that oxidative stress is a
central phenomenon linked to ethanol-induced toxicity (Boveris et al., 1983;
Jaeschke et al., 2002). In this regard, molecules with antioxidant properties such
as flavonoids (Molina et al., 2003), vitamin E (Siler-Marsiglio et al., 2004), and
ascorbic acid (Sivaram et al., 2003) have been shown to be protective against the
deleterious effects of ethanol. Since ethanol intake leads to the oxidation of
endogenous thiols, sulfthydryl-containing compounds have also presented
beneficial effects in alcoholic damage (Ozaras et al., 2003). Our results showed
that both NAC and ebselen alone prevents against ethanol-induced depletion of
liver nonprotein thiols (NPSH) levels, as well as ethanol-induced inhibition of
liver GPx and 3-ALA-D activities.

From a molecular point of view, these are interesting data. In fact, it has
been reported that 3-ALA-D inhibition is due to the oxidation of sulfhydryl
groups located at its active center (Rocha et al., 1995; Farina et al., 2001; Farina et
al., 2003c; Nogueira et al., 2003). Since acetaldehyde (a highly reactive ethanol
metabolite) reacts with thiol groups (Shaw et al., 1979, Anni et al., 2003), ethanol
administration exposure leaded to liver 3-ALA-D inhibition in our protocol of
intoxication, suggesting oxidation of enzyme’s sulthydryl groups. In addition,
ethanol decreased liver NPSH levels and a positive significant correlation was
observed between liver NPSH and 8-ALA-D activity, reinforcing the idea that
ethanol-induced liver 6-ALA-D inhibition is related to thiol oxidation.
Considering that NAC is a precursor of GSH (the major intracellular nonprotein
thiol) and that GSH prevents 5-ALA-D inhibition under pro-oxidative conditions
(Barbosa et al., 1998), the protective effect of NAC against ethanol-induced liver
O0-ALA-D inhibition was a predictable phenomenon.

Liver GPx was also inhibited by ethanol intake and this inhibitory effect
was blunted by NAC co-exposure. Our results cannot explain the molecular

mechanism by which NAC prevents ethanol-induced GPx inhibition. Anyway,
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one could assume a direct chemical interaction between sulfthydryl groups (from
either NAC, GSH or a possible GSH metabolite) with acetaldehyde, avoiding its
interaction with nucleophilic groups from proteins. In this regard, thiol
compounds have been evaluated as sequestering agents for metabolic generated
acetaldehyde during the oxidation of ethanol in vivo (Nagasawa et al 1978). In
addition, an elegant study of Anni and collaborators (2003) was able to
characterize the formation of an acetaldehyde-cysteinylglycine conjugate, which
is formed by the direct interaction between acetaldehyde and cysteinylglycine, a
GSH metabolite.

Another important observed phenomenon was the ability of ebselen to
protect against the above-mentioned effects of ethanol on liver NPSH levels and
GPx and 3-ALA-D activities. As already mentioned, the catalytic functions of &-
ALA-D and GPx depend on their thiols and selenols groups, respectively; and
ethanol (or metabolic generated acetaldehyde) seems to inhibit these enzymes by
interacting with their nucleophilic groups. A not-answered question about these
data is: How can ebselen (a non-thiol-containing compound) to protect against
ethanol induced inhibition of liver GPx and 3-ALA-D activities? To the best of
our knowledge, there is not data in the literature showing the direct effect of
ebselen as a reducing agent. In fact, conversely to NAC and GSH, ebselen does
not possess a direct reductive role in the redox cycling of oxidizable endogenous
nucleophilic (thiol or selenol) groups. However, the antioxidant action of ebselen
involves ebselen selenol formation and evidence show that this phenomenon
depends on the thioredoxin system rather than glutathione as the predominant
effector and target (Zhao et al., 2002; Zhao and Holmgren, 2002). In addition,
selenols have been shown to be good nucleophiles (Sugiura et al., 1978) and the
reduction of a disulfide to thiols is catalyzed by selenols (Singh and Kats, 1995).
So, the protective role of ebselen in preventing ethanol-induced liver GPx and o-
ALA-D inhibitions could be linked, at least in part, to a direct reductive role of
ebselen selenol.

It has been reported the additive beneficial effect of the simultaneous

administrations of NAC and ebselen against oxidative damage when compared to
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their individual administrations (Pritsos et al., 1992). In this regard, NAC can act
as an electrons donor in the catalytic cycle for the reduction of peroxides by
ebselen (Cotgreave et al., 1987). In our study, the concomitant administration of
ebselen and NAC had no additive beneficial effects against ethanol-induced
NPSH depletion and inhibition of GPx and 8-ALA-D activities when compared to
the individual treatment with both drugs. Taking into account the complete
restoration of these variables to control levels after the individual treatments and
the rigid control of cellular thiol/disulfide homeostasis, the absence of the above-
mentioned additive beneficial effects was expected.

In summary, the present results reinforce the idea that depletion of
endogenous thiols is an important mechanism of ethanol-induced hepatotoxicity.
In addition, they show that ebselen and NAC alone are able to restore ethanol-
induced depletion of thiols and inhibition of GPx and 6-ALA-D activities in mice
liver. To the best of our knowledge, this is the first study showing the ability of
ebselen to restore the activity of partially inhibited enzymes whose catalytic

functions depend on their thiol (3-ALA-D) and selenol (GPx) groups.
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Legends

Figure 1: Effects of N-acetylcysteine (NAC) and/or Ebselen administrations on
the hepatic levels of nonprotein thiols (NPSH) from control and ethanol-exposed
mice. Data are expressed as nmol/mg protein and represented as mean + SEM
from 6 animals per group. For treatment details, see table 1. Different letters mean
significant difference (p < 0.05) by one-way analysis of variance, followed by the

Duncan multiple range tests when F was significant.

Figure 2: Effects of N-acetylcysteine (NAC) and/or Ebselen administrations on
the activity of hepatic 6-ALA-D from control and ethanol-exposed mice. Data are
expressed as nmol of formed porphobilinogen (PBG)/mg protein/h and
represented as mean £ SEM from 6 animals per group. For treatment details, see
table 1. Different letters mean significant difference (p < 0.05) by one-way
analysis of variance, followed by the Duncan multiple range tests when F was

significant.

Figure 3: Effects of N-acetylcysteine (NAC) and/or Ebselen administrations on
the activity of hepatic GPx from control and ethanol-exposed mice. Data are
expressed as nmol of NADPH oxidized/mg protein/min and represented as mean
+ SEM from 6 animals per group. For treatment details, see table 1. Different
letters mean significant difference (p < 0.05) by one-way analysis of variance,

followed by the Duncan multiple range tests when F was significant.
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Abstract

Acetaldehyde, the primary ethanol metabolite, has been implicated in the
pathogenesis of alcoholic liver disease. As a potent electrophile, acetaldehyde
readily reacts with nucleophiles in proteins, phospholipids, and nucleic acids to
produce adducts, some of which have been detected in alcoholic patients. This
study was aimed to investigate the direct in vitro effects of different concentration
of acetaldehyde (30, 100 and 300 puM) on glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione reductase (GR) activities and on the sulthydryl status (total and
nonprotein thiols) in mice liver. In addition, the direct effects of acetaldehyde
toward the thiol-peroxidase activity of ebselen, as well as the interaction between
ebselen and glutathione, were also evaluated in an attempt to better understand the
possible link between acetaldehyde and nucleophilic selenol groups. GPx and GR
activities in mice liver supernatants were not changed after pre-incubation with
acetaldehyde. Acetaldehyde, up to 300 uM, did not affect the thiol-peroxidase
activity of ebselen. In addition, light/UV spectroscopy studies showed that the
formation of ebselen intermediaries, which are produced during the chemical
interaction between glutathione and ebselen, was also not affected by
acetaldehyde. Even though acetaldehyde (up to 300 uM) had no oxidative effects
toward glutathione (GSH) and dithioerythritol (DTE), the total and nonprotein
thiols from mice liver were oxidized in the presence of acetaldehyde. Our results
suggest no direct inhibitory effects of acetaldehyde on mice liver GR and GPx
activities, as well as on the thiol-peroxidase activity of ebselen. Moreover, the
acetaldehyde-dependent oxidation of glutathione seems to depend on mice liver

cytosol constituents.

Key words: Acetaldehyde, ethanol, glutathione peroxidase, glutathione reductase,

ebselen, mice liver, thiol status, oxidative stress.



101

Introduction

Ethanol related disabilities are one of the world's major public health
concerns. The effects of ethanol intake include alteration of redox state,
acetaldehyde and free radical production, which causes damage to cell structure
and function (Varma et al., 2004). In this regard, several lines of evidence indicate
that hepatic tissue damage induced by chronic ethanol consumption is mediated
through acetaldehyde and associated with reactive oxygen species, which impair
cellular defense mechanisms and the thiol status (Sultana et al., 2005).

Acetaldehyde, as a potent electrophile, readily reacts with nucleophiles in
proteins, phospholipids, and nucleic acids to produce adducts, some of which have
been detected in alcoholic patients (Niemela et al., 1987; Lin et al., 1988; Fang et
al., 1997; Birt et al., 1998). Although ethanol consumption has been shown to
inhibit glutathione peroxidase and glutathione reductase activities (Luczaj &
Skrzydlewska, 2004; Ostrowska et al., 2004; Pushpakiran et al., 2004; Yang et al.,
2004), the involvement of acetaldehyde in this events remains unclear.

Glutathione peroxidase (GPx) is an enzyme that catalyzes the reduction of
hydroxyperoxides by glutathione (GSH) and its main function is to protect against
the damaging effect of endogenously formed hydroxyperoxides (Flohe, 1971). In
its reaction cycle, the oxidation of the ionized selenol by the hydroperoxide yields
a selenenic acid that in turn is reduced back by two reactions with reduced
glutathione (Ursini & Bindoli, 1987). It is noteworthy that electrophiles, such as
aminoguanidine (Diez-Fernandez et al., 1998), thioacetamide (Abul et al., 2002)
and heavy metals (Farina et al., 2004) are inhibitors of GPx activity.

Ebselen, 2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one, is a seleno-organic
compound that mimics the GSH-dependent, hydroperoxide reducing activity of
GPx (Miiller et al., 1984). It protects rat liver against ischemia-reperfusion and
ethanol-induced injuries (Ozaki et al., 1997; Kono et al., 2001). It has been
evidenced that ebselen catalyzes the thiol-peroxidase reaction with a mechanism
that appears kinetically identical to the mechanism of GPx and the inactivation of

the catalytic properties of ebselen by iodoacetate suggests that a selenol moiety is
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involved (Maiorino et al., 1988). Interesting, the thiol-peroxidase activity of
ebselen is inhibited in vitro by the GPx inhibitors aurothioglucose and D-
(-)penicillamine HCI (Mercurio et al., 1986).

GR is an important enzyme involved in the reduction of glutathione
disulfide (GSSG, also known as oxidized glutathione) to glutathione (GSH), using
NADPH as a reducing cofactor (Gul et al., 2000). Similarly to GPx, GR is also
inhibited by electrophiles (Ulusu et al., 2003; Rodriguez et al., 2005). In this
regard, there is evidence that GR activity is inhibited after ethanol exposure
(Luczaj & Skrzydlewska, 2004).

Thiols are known to play important roles in the protection against toxic
compounds, including ethanol (Biaglow et al., 1983; Sood et al., 1993). Thus,
thiol depletion has been pointed as a key phenomenon in ethanol-induced
oxidative stress (Lieber, 1997). In this regard, reduced glutathione, the main
endogenous thiol compound (Kaplowitz et al., 1985), is also depleted by ethanol
administration (Lauterburg et al., 1984; Vendemiale et al.; 1984); however, the
mechanism of this event remains unclear.

Taking into account that several oxidative phenomena induced by ethanol
have been attributed to acetaldehyde and that GPx/GR inhibitions and thiols
depletion have been observed after chronic ethanol consumption, the aim of this
study was to investigate the possible direct inhibitory effects of acetaldehyde on
the activities of mice liver GPx and GR, as well as on the thiol-peroxidase activity
of ebselen under in vitro conditions. In addition, the in vitro effects of
acetaldehyde on the liver sulfhydryl status and on the formation of ebselen
intermediaries, which are produced during the chemical interaction between

glutathione and ebselen, were also investigated.
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2. Material and Methods

2.1. Chemicals: Acetaldehyde, B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
sodium salt - reduced form, 5-5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid, tert-Butyl
peroxide, glutathione reductase from baker‘s yeast, 2,4-dithioerytriol, glutathione
S-transferase from bovine liver and reduced glutathione were obtained from
Sigma (St. Louis, Mo., USA). Ebselen (2-phenyl-1,2-benzisoselenazole-3(2H)-
one) was synthesized based on Engman and Hallberg (1989). All other chemicals

were of the highest grade available commercially.

2.2. Animals: Male Swiss albino mice, 2 months old, from our breeding colony
and weighing about 30 g were maintained in an air-conditioned room (20-25°C)
under natural lighting conditions with tap water and food (Supra, Ribeirdo Preto,
SP, Brazil) ad libitum. All animal procedures were conducted in accordance with
the guiding principles in the use of animals in toxicology, adopted by the Society

of Toxicology in July 1989.

2.3. Tissue preparation: For experiments using tissue supernatants (GPx and GR
activities and thiol status), mice were killed by decapitation and livers were
quickly removed, placed on ice and homogenized in 8 volumes of a 25 mM
HEPES buffer, pH 7.0. The obtained homogenates were centrifuged at 4,000 x ¢
at 4°C for 10 min to yield a low speed supernatant, which was used for the

measurements of GPx and GR activities and thiol status.

2.4. GR and GPx activities: GR and GPx activities were determined based on
Carlberg and Mannervik, 1985 and on Wendel, 1981, respectively. In the GR
assay, oxidized glutathione (GSSQG) is reduced by GR at the expenses of NADPH
consumption, which is followed at 340nm. GR activity is proportional to NADPH
decay (Carlberg and Mannervik, 1985). In the GPx assay, enzyme activity is
measured indirectly by the NADPH decay. Tert-butyl peroxide are decomposed
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generating GSSG from GSH. GSSG is regenerated back to GSH by GR present in
the assay media, at expenses of NADPH (Wendel, 1981).

2.5. Determination of the thiol-peroxidase activity of ebselen: The thiol-
peroxidase activity of ebselen was measured according to Wilson’s method
(1989). The reaction was carried out at 25 °C in 1 ml of the solution containing 50
mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), I mM GSH, 1 unit of GSH reductase, and 50 uM ebselen. The mixture
was pre-incubated with different concentrations of acetaldehyde (0, 30, 100 and
300 uM) for 30 min and then 0.25 mM NADPH solution was added and incubated
for 3 min at 37°C. The reaction was initiated by addition of 0.5 mM tert-butyl
peroxide. The activity was followed by the decrease of NADPH absorption at 340

nm. Appropriate controls were carried out without ebselen and were subtracted.

2.6. Spectroscopy studies: Spectroscopic studies were performed to detect a
possible acetaldehyde effect toward the interaction between ebselen and GSH.
Absorption spectra of ebselen and the products of its interaction with GSH and/or
acetaldehyde were monitored by spectrophotometry (250—450 nm) using a Varian
Cary UV spectrophotometer. The reactions were performed at room temperature

(25 °C) in a 50 mM phosphate buffer (pH 7.4), in quartz cuvette.

2.7. Determination of sulfhydryl groups: The total and nonprotein sulfhydryl
groups from liver supernatants and the amount of sulthydryl groups from 2.4-

dithioerytriol and GSH were determined based on Ellman (1959).

2.8. Protein determination: Protein was measured by the method of Lowry (1951)

using serum albumin as standard.

2.9. Statistical analysis: Differences were analyzed by one-way analysis of
variance, followed by Duncan’s Multiple Range Test when p value was less than

0.05.
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3. Results

The in vitro effects of acetaldehyde on mice liver glutathione reductase
(GR) and glutathione peroxidase (GPx) activities and on the thiol-peroxidase
activity of ebselen are depicted in Table 1. Acetaldehyde, up to 300 uM, did not
affect GR and GPx activities after 30 minutes of pre-incubation. Under the same
conditions of pH and temperature compared to the assays of liver enzymes,
acetaldehyde also did not change the thiol peroxidase activity of ebselen.

It is well known that the thiol-peroxidase activity of ebselen depends on its
conversion to ebselen selenol and this phenomenon takes place by the reaction of
ebselen with reduced glutathione (Cotgreave et al., 1992). Since acetaldehyde is a
highly electrophile compound, light/UV spectroscopy studies were performed to
detect a possible inhibitory effect of acetaldehyde on the ebselen selenol
formation/stability after GSH and ebselen interaction. Figure 1 shows that ebselen
(50 uM) and GSH (100 puM) rapidly react at the 1:2 proportion to yield an
intermediate molecule, which is believed to be ebselen selenol (Figure 1;
spectrum B; Hanzel et al., 2005). The previous addition of acetaldehyde (100 and
300 uM) to the reaction medium did not affect the formation of this product
(Figure 1; spectrum C and D, respectively). Figure 2 shows the time-course
interaction of ebselen (50 uM) and GSH (100 uM) in the absence (Figure 2A) or
in the presence (Figure 2B) of acetaldehyde (300 puM). In this protocol,
acetaldehyde also did not affect ebselen/GSH interaction and the formation of
ebselen selenol was instantly observed after GSH addition to the ebselen-
containing medium. Since ebselen selenol is an unstable nucleophile molecule and
seems to react with ebselen to yield ebselen diselenide (Zhao and Holmgren,
2002), the formation of a stable molecule was evidenced at 30 minutes of reaction.
Interestingly, this product has a similar spectrum of ebselen diselenide when
compared to the authentic compound (Zhao and Holmgren, 2002), showing two
strong and broad absorption bands (from 250 to 300 nm and from 300 to 420 nm)

overlapping each other. In addition, it is noteworthy that this spectrophotometric
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profile disappeared within time (after 6 hours) due to precipitation, corroborating
with the low water solubility of ebselen diselenide.

Figure 4 shows the in vitro effects of acetaldehyde on the oxidation of a
monothiol (GSH - A) and a dithiol (dithioerythritol - B). Acetaldehyde, up to 300
uM, did not oxidize GSH and dithioerythritol after 30 minutes of reaction.
However, using liver low speed supernatant, acetaldehyde significantly oxidized
the total (Figure 5A) and nonprotein (Figure 5 B) thiols, indicating that the
acetaldehyde-dependent oxidation of thiols seems to depend on mice liver cytosol
constituents.

Based on the results of Figure 5 and on previous studies that show the role
of the enzyme glutathione-S-transferase (GST) in the detoxification of
endogenous aldehydes (Chen et al., 2002; Sidell et al., 2003), the possible
stimulatory effect of purified GST on acetaldehyde-induced GSH oxidation was
evaluated. Table 2 shows that acetaldehyde was not a good substrate for bovine

liver GST; consequently, GSH oxidation was not observed in the presence of

acetaldehyde and GST.
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4. Discussion

Although several studies have pointed to oxidative stress as an important
issue linked to the pathophysiology of ethanol-induced diseases, the exact
molecular mechanism(s) whereby it induces cellular damage remains unclear. In
this regard, the inhibition of the antioxidant enzymes glutathione peroxidase
(GPx) and glutathione reductase (GR) by ethanol, ethanol metabolites or radicals
generated from ethanol metabolism has received notable attention in the last years
(Puntarulo et al., 1999; Luczaj & Skrzydlewska, 2004; Ostrowska et al., 2004;
Pushpakiran et al.,, 2004). Taking into account that GPx and GR possess
nucleophilic groups (selenol and sulfthydryl, respectively) that are vital for their
antioxidant properties, and that acetaldehyde (the main ethanol metabolite) is a
potent electrophile, one could assume that the inhibition of GPx and GR activities
observed after ethanol consumption is related, at least in part, to a direct inhibitory
effect of acetaldehyde. However, the results of the present study show that
acetaldehyde does not inhibit these enzymes under in vitro conditions, suggesting
that a similar phenomenon occurs in vivo. In addition, the thiol-peroxidase activity
of ebselen, a GPx mimic, was also not changed by acetaldehyde. Taking into
account that ebselen catalyzes the thiol-peroxidase reaction with a mechanism that
appears kinetically identical to the mechanism of GPx (Maiorino et al., 1988) and
that the inactivation of the catalytic properties of ebselen by the GPx inhibitors
aurothioglucose and D-penicillamine HCI has been reported (Mercurio et al.,
1986), this study definitively bring to an end the question if whether or not
acetaldehyde is a direct inhibitor of GPx and GR. In agreement with this idea,
light/UV spectroscopy studies showed that acetaldehyde does not affect the
kinetics of ebselen selenol formation after the chemical interaction between GSH
and ebselen.

Thiol depletion has been pointed as a key phenomenon in ethanol-
induced oxidative stress (Lieber, 1997). In this regard, reduced glutathione (GSH),
the main endogenous thiol compound (Kaplowitz et al., 1985), is also depleted by
ethanol administration (Lauterburg et al., 1984; Vendemiale et al.; 1984). It is
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noteworthy that, even though acetaldehyde readily reacts with endogenous
nucleophiles (Niemela et al., 1987; Lin et al., 1988; Fang et al., 1997), the results
presented herein show no direct oxidative effects of acetaldehyde toward GSH
even when acetaldehyde concentration was ten fold the GSH concentration in the
reaction medium. In addition, the dithiol compound dithioerythritol (DTE) was
also not oxidized by acetaldehyde under the same above-mentioned conditions.

Based on the present results, one could assume that the thiol oxidation
observed after ethanol consumption is not related to the oxidative effects of its
metabolite - acetaldehyde. Interestingly, when acetaldehyde was incubated with
the supernatants of mice liver, an evident oxidative effect of acetaldehyde toward
total and nonprotein thiols was observed. Taking account that GSH represents the
majority of nonprotein thiols in liver, the acetaldehyde-dependent oxidation of
GSH seems to depend on liver constituents. This evidence points to the
metabolism of acetaldehyde as a key phenomenon linked to the thiol depletion
observed after ethanol consumption.

Glutathione-S-transferase (GST) catalyzes the conjugation of GSH with
both xenobiotic and endobiotic electrophile compounds, and the less toxic and
more hydrophilic products can then be partially metabolized and excreted (Salinas
& Wong, 1999). This enzyme has been pointed as an important protein involved
in the detoxification of endogenous aldehydes (Chen et al., 2002; Sidell et al.,
2003). Taking into account that mice liver constituents seem to play a crucial role
in the acetaldehyde-dependent oxidation of GSH (see Figure 4B), the contribution
of purified GST to the occurrence of this phenomenon was evaluated. Our results
showed that acetaldehyde did not oxidized GSH in either absence or presence of
purified liver GST, suggesting that it is not a good substrate for this enzyme.

The not-answered questions about these data are: How can ethanol
consumption to cause inhibition of GPx and GR? How can the acetaldehyde
metabolism lead to liver GSH oxidation? Unfortunately, these questions remain
partially unsolved. Anyway, based on the present results, it is adequate to exclude

a possible direct inhibitory effect of acetaldehyde toward liver GPx and GR. In



109

addition, GST seems to be a unlike protein responsible for acetaldehyde-induced
liver thiol depletion.

Although most of the ingested ethanol is converted to acetaldehyde by the
action of alcohol dehydrogenase in hepatocytes (Lieber, 1993), there are other
metabolic routes available to ethanol. For instance, ethanol oxidation by hepatic
microsomal P450 enzymes becomes more pronounced after chronic ethanol
consumption or after a high acute dose of the compound (Krikun et al., 1984) and
such a route has been associated with the production of free radicals (Kuthan &
Ulbrich, 1982). In this regard, ethanol has been shown to be oxidized to a free
radical metabolite, the 1-hydroxyethyl radical (HER) by liver microsomal systems
(Albano et al., 1988; Rashba-Step, 1993). Taking into account that HER inhibits
GR and GPx activities under in vitro conditions (Puntarulo et al., 1999), the in
vivo inhibitory effect of HER in the activities of these antioxidant enzymes should
not be excluded. Anyway, additional studies are necessary to confirm this

hypothesis.
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Legends

Table 1: In vitro effects of acetaldehyde on mice liver glutathione reductase (GR)
and glutathione peroxidase (GPx) activities and on the thiol-peroxidase activity of
ebselen. Liver supernatants (approximately 3 mg of protein) or ebselen (50 nmol)
were pre-incubated at 37 °C, during 30 minutes, with different acetaldehyde
concentrations (0, 30, 100 and 300 uM) in a medium containing 50 mM
phosphate buffer, pH 7.0 (volume final of reaction = 1 mL). After pre-incubation,
one aliquot (25 pL) of each medium was used to determine the catalytic activities
(see Materials and Methods Section). GR and GPx activities are expressed as
nmol of oxidized NADPH/min/mg protein. The thiol-peroxidase activity of
ebselen is expressed as nmol of oxidized NADPH/min/umol. Data are expressed

as mean + standard deviation for three independent assays.

Table 2: In vitro effects of acetaldehyde on glutathione oxidation in the presence
of glutathione-S-transferase (GST). Glutathione (1 pmol) were incubated at 37
°C with acetaldehyde (1 pmol), in the presence or in the absence of glutathione-S-
transferase, in a medium containing 50 mM phosphate buffer, pH 7.0 (volume
final of reaction = 1 mL). At 1, 5 and 30 min of incubation, aliquots of 25 pL
were used to determine the amount of sulthydryl groups using 55'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid). Sulthydryl groups are expressed as uM and expressed as mean

+ standard deviation for three independent assays.

Figure 1: Absorption spectra of ebselen and the products of its interaction with
GSH and/or acetaldehyde. The reactions were performed at room temperature
(25 °C) in a 50 mM phosphate buffer (pH 7.4), in a quartz cuvette, and monitored
by spectrophotometry (250—450 nm) using a Varian Cary UV spectrophotometer.
Line A shows the absorption spectra of ebselen (50 uM). Line B shows the
absorption spectra of ebselen (50 uM) + GSH (100 uM) + 1 min incubation. Lines
C and D are similar to B, however, the incubations were performed in the

presence of 100 and 300 uM of acetaldehyde, respectively. Acetaldehyde (300
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uM), GSH (100 pM) and acetaldehyde (300 uM) + GSH (100 uM) had no
apparent absorbance in the studied wavelengths. In addition, acetaldehyde (300
uM) had no effects on ebselen spectra (data not shown). For details, see materials

and methods.

Figure 2: Absorption spectra of ebselen and the products of its interaction with
GSH and/or acetaldehyde. Ebselen (50 uM) was incubated with GSH (100 uM) in
the absence (A) or in the presence (B) of acetaldehyde (300 uM). The reactions
were performed at room temperature (25 °C) in a medium containing 50 mM
phosphate buffer (pH 7.4), in a quartz cuvette. The formation of products was
monitored during 6 h and the time-schedule was as follows: Zero to 5 min (1 to 1

min); 5 min to 60 min (10 to 10 min); 60 min to 720 min (30 to 30 min).

Figure 3: In vitro effects of acetaldehyde on glutathione (GSH - A) and
Dithioerythritol (DTE - B) oxidation. The sulthydryl compounds (30 nmol) were
incubated at 37 °C, during 30 minutes, with different acetaldehyde concentrations
(0, 30, 100 and 300 uM) in a medium containing 50 mM phosphate buffer, pH 7.0
(volume final of reaction = 1 mL). After incubation, the amount of sulfhydryl
groups was determined with 55'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (for details, see
Materials and Methods). Sulfhydryl groups are expressed as uM and expressed as

mean =+ standard deviation for three independent assays.

Figure 4: In vitro effects of acetaldehyde on the oxidation of the total (A) and
nonprotein (B) sulthydryl groups from mice liver. Liver supernatants
(approximately 3 mg of protein) were incubated at 37 °C, during 30 minutes, with
different acetaldehyde concentrations (0, 30, 100 and 300 uM) in a medium
containing 50 mM phosphate buffer, pH 7.0 (volume final of reaction = 1 mL).
After incubation, the amount of total and sulfthydryl groups was determined with
55'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (for details, see Materials and Methods). Total

and nonprotein sulthydryl groups are expressed as nmol/mg protein and pmol/mg
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tissue. Data are expressed as mean + standard deviation for three independent

assays.
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Table 1

GR GPx Ebselen
Control 18.6 £0.59 9.3+0.18 340 +£71.0
Acetaldehyde (30 pM) 18.4+£0.22 9.3+0.23 340 £22.3
Acetaldehyde (100 uM) 17.5+0.39 8.7+0.15 323 +£34.7
Acetaldehyde (300 uM) 17.9+0.62 8.9+0.25 316 £22.7
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Time of incubation

Experimental conditions { 1 minute 5 minutes 30 minutes
Control 1.03+0.15 0.98+0.14 1.09+0.19
GST (0.1 units) 1.05+0.18 1.00 £ 0.21 1.00+0.17
GST (0.3 units) 097 +£0.11 0.99+0.14 0.98 +0.09
GST (1.0 unit) 0.99 +0.20 0.98+0.19 1.02+0.16




