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RESUMO 
 Dissertação de Mestrado  

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica  
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.  

 
Efeito inibitório do Ebselen, do Disseleneto de Dif enila e do Ditelureto de 

Difenila sobre a atividade da LDH de mamíferos 

AUTOR: Thiago Henrique Lugokenski 
ORIENTADORA: Maria Ester Pereira 

CO-ORIENTADOR: João Batista Teixeira da Rocha  
 

O Ebselen é um composto de selênio o qual tem suas propriedades 

antioxidantes atribuídas à sua atividade mimética da tiorredoxina e tiol-

peroxidase: ele decompõe peróxidos à custa de tióis reduzidos. Contudo, a 

oxidação excessiva de tióis pode ser potencialmente tóxica quando não esta 

associada com a degradação de peróxidos. Assim, este trabalho investiga se a 

LDH pode ser um possível alvo à toxicidade do ebselen, em comparação com o 

disseleneto de difenila e o ditelureto de difenila, dois organocalcogênios 

antioxidantes que podem facilmente interagir com grupos tiol. A inibição da 

LDH foi testada em homogeneizados de fígado e coração de ratos, e em LDH 

purificada de músculo de coelhos. O Ebselen foi o mais potente inibidor da 

LDH. O seu efeito inibitório máximo foi obtido com 2 µM para a LDH purificada 

e 20 µM para a LDH de homogeneizados de fígado e coração de ratos. Além 

disso, o disseleneto de difenila, seguido do ditelureto de difenila, também 

apresentaram efeito inibitório significativo sobre a atividade da LDH. Em 

adição, observou-se que o DTT foi capaz de reverter a inibição da LDH 

induzida pelos compostos testados, confirmando o envolvimento de grupos tiol 

essenciais da LDH no processo de inibição pelos organocalcogênios. Em 

conclusão, estes resultados mostram que a LDH de fígado e coração pode ser 

um possível alvo para a toxicologia de organocalcogênios a doses 
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relativamente baixas. Nossos resultados também indicam que o uso da LDH 

como um marcador de viabilidade celular pode ser mascarada por um efeito 

inibitório direto do ebselen, ou outros calcogênios, sobre a LDH, resultando em 

uma falsa proteção em um sistema in vitro. 

 

Palavras-chaves: Organocalcogênios, Lactato desidro genase, Reagentes 

Ligantes de Grupamentos Sulfidril, Selênio, Telúrio . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VIII 

 

ABSTRACT  
Dissertation of Master’s Degree  

Post-Graduate Course in Toxicological Biochemistry  
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil  

 
Inhibitory effect of ebselen, diphenyl disselenide,  diphenyl diteluride on 

LDH activity from mammals   

AUTHOR: Thiago Henrique Lugokenski  
ADVISOR: Maria Ester Pereira 

CO-ADVISOR: João Batista Teixeira da Rocha  
 

Ebselen is a seleno compound whose antioxidant properties have been 

attributed to its thiol-peroxidase and thioredoxin-like activity: it decomposes 

peroxides at the expense of reduced thiols. However, the excessive oxidation of 

thiols can be potentially toxic when it is not associated with peroxides 

degradation. Thus, this work investigated if LDH can be a possible in vitro target 

to toxicity of ebselen in comparison with diphenyl diselenide and diphenyl 

ditelluride, two antioxidant organochalcogens that can easily interact with thiol in 

exchange reaction. LDH inhibition was tested in homogenates from rat liver and 

heart, and in purified LDH from rabbit muscle. Ebselen was the most potent 

inhibitor of LDH. A maximal inhibitory effect was obtained at 2 µM to LDH 

purified and at 20 µM to LDH from heart and liver homogenates. Moreover, 

diphenyl diselenide followed by diphenyl ditelluride also presented a significant 

inhibitory effect on LDH activity. In addition, we observe that DTT was able to 

revert the inhibition of LDH induced by all compounds tested, confirming the 

involvement of essential thiol groups on LDH inhibition by organocalchogens. In 

conclusion, our results show that liver and heart LDH may be a possible target 

for toxicity of organochalcogens at relative low concentrations. However, the 

protection afforded by substrates may hide this potential molecular target of 



 IX 

organochalcogenides. Our results also indicate that the use of LDH as a marker 

of cell viability may be biased by a direct inhibitory effect of ebselen or other 

chalcogenides on LDH, resulting in false protection in in vitro system. 

Keywords: Organocalchogens, Lactate dehydrogenase, Sulfhydryl-

binding reagents, Selenium, Telurium. 
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APRESENTAÇÃO  

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados 

sob a forma de um manuscrito. As seções Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no 

próprio artigo.  

Os itens, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontradas no final desta 

dissertação, apresentam interpretações e comentários gerais sobre o 

manuscrito científico contido neste trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  referem-se somente às citações 

que aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA E  

DISCUSSÃO desta dissertação.  
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1 - INTRODUÇÃO 

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima regulatória que ocorre em 

vertebrados principalmente na sua forma tetramérica como cinco isoenzimas 

diferentes (M4, M3H, M2H2, MH3, e H4), as quais catalisam a redução de 

piruvato à lactato ou a oxidação de lactato à piruvato (Le Bras e cols, 1991; 

Vinals e cols, 1995). As duas subunidades diferentes (M e H) que compõem 

essa enzima favorecem reações distintas: a isoenzima M4 favorece a rápida 

redução de baixas concentrações de piruvato à lactato em músculo 

esquelético, e a isoenzima H4 tende a favorecer a rápida oxidação de lactato à 

piruvato em músculo cardíaco (Phillips e cols, 1981). Neste estudo serão 

avaliadas as atividades de enzimas de diferentes fontes, a purificada de 

músculo esquelético de coelhos, como um padrão de inibição enzimática livre 

de interferências, e a de homogeneizado de coração e fígado de ratos, as quais 

são caracterizadas por apresentarem principalmente as isoformas H e M, 

respectivamente (Phillips e cols., 1981). 

Desidrogenases contendo zinco como um componente funcional no sítio 

ativo, tal como a LDH, podem ser inibidas por reagentes ligantes de 

grupamentos sulfidril, tal como p-cloromercuribenzoato (Zheng e cols., 2003). É 

bem conhecido que resíduos de cisteína são essenciais para a atividade da 

LDH, porém estudos mostram que o grupo sulfidril desses resíduos de cisteína 

não interage com o substrato (Abad-Zapatero e cols, 1987; Vinals e cols, 

1995). Modificações nestes grupos por p-cloromercuribenzoato levam a 

inativação e mudanças conformacionais na LDH (Zheng e cols., 2003). Além 

disso, trabalhos indicam que a ligação do cofator (NAD[H]) pode induzir 

modificações estruturais sobre o sítio ativo e aumentar a acessibilidade aos 
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resíduos de cisteína, acelerando sua oxidação e, consequentemente, induzindo 

a perda da atividade enzimática (Pamp e cols, 2005). 

Compostos orgânicos de selênio e telúrio têm sido extensivamente 

estudados devido a exibirem atividade antioxidante em uma variedade de 

modelos experimentais (Parnham & Graf, 1991; Mugesh e cols, 2000; Arteel e 

cols, 2001; Nogueira e cols, 2004; Puntel e cols, 2007). A capacidade 

antioxidante destes compostos, tal como o ebselen e o disseleneto de difenila, 

tem sido relacionada à sua atividade mimética da glutationa peroxidase (GPx) 

(Maiorino e cols, 1988; Jacquemin e cols, 1992; Galet e cols, 1994; Sies, 1993; 

1995) e mais recentemente a sua atividade mimética da tiorredoxina (Trx) 

(Zhao & Holmgren, 2002; Zhao e cols, 2002). Assim, para reduzir peróxidos, 

estes compostos precisam primeiro formar intermediários selenol/selenolato, os 

quais podem ser acoplados via redução da ligação Se-Se por diferentes tipos 

de tióis (Muller e cols, 1985; Engman e cols, 1994; Cotgreave e cols, 1992; 

Nogueira e cols, 2004). Recentemente, a atividade antioxidante do composto 

ebselen tem sido relacionada à formação do intermediário ebselen diseleneto 

(Zhao & Holmgren, 2002; Zhao e cols, 2002), o que pode indicar que sua 

atividade antioxidante possui mais similaridade com o diseleneto de difenila 

que com o ebselen cíclico. 

Para o caso de compostos contendo telúrio, a química pode ser mais 

complexa, devido à extrema instabilidade/reatividade do intermediário telurol. A 

atividade antioxidante desses compostos tem sido vinculadas às mudanças no 

estado de oxidação do átomo de Te (Te(II) ↔ Te(IV)) (Engman e cols, 1995; 

Nogueira e cols, 2004). 
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Embora a atividade tiol peroxidase (Tpx) ou peroxirredoxina (Prx) (Zhao 

& Holmgren, 2002; Zhao e cols, 2002) tenha significância biológica e 

terapêutica por modular artificialmente os níveis celulares de peróxidos, a 

oxidação excessiva de tióis por organocalcogênios pode ser potencialmente 

tóxica aos organismos vivos (Nogueira e cols, 2003). Dessa maneira, a 

toxicologia de diorganiol diselenetos e diteluretos pode ser, ao menos em parte, 

vinculada a suas atividades tiol-oxidase (Farina e cols, 2003). De acordo com 

isso, trabalhos do nosso grupo de pesquisa têm demonstrado que a exposição 

de roedores e insetos à altas doses de disseleneto de difenila (PhSe)2 e 

ditelureto de difenila (PhTe)2, leva a inativação da enzima δ-aminolevulinato 

desidratase (δ-ALA-D) (Maciel e cols, 2000; Golombieski e cols, 2008) e da 

enzima Na+, K+ ATPase por oxidar grupos tióis enzimáticos essenciais, tanto 

em condições in vitro (Nogueira e cols, 2003) como in vivo (Prigol e cols, 2007). 

 

2 - Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral: 

 O objetivo geral deste trabalho foi avaliar se a enzima lactato 

desidrogenase pode ser considerada um alvo molecular toxicológico da 

atividade tiol-oxidase dos compostos ebselen, (PhSe)2 e (PhTe)2. 

 

 2.2 Objetivos específicos: 

 1 – Determinar, se o ebselen, o (PhSe)2 e o (PhTe)2 apresentam 

seletividade em inibir as diferentes isoformas de LDH in vitro; 
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 2 – Determinar se os organocalcogênios testados apresentam diferença 

inibitória nas diferentes reações catalisadas pela LDH (lactato → piruvato ou 

piruvato → lactato); 

 3 – Determinar se a presença do substrato ou do cofator interferem na 

ação inibitória dos organocalcogênios sobre a atividade da LDH; 

 4 – Determinar o possível envolvimento da oxidação de grupos tióis 

enzimáticos no processo inibitório da LDH pelos organocalcogênios, pela 

adição do agente redutor ditiotreitol (DTT). 

 5 – Avaliar a atividade inibitória dos organocalcogênios sobre a atividade 

da LDH em um meio livre de interferências, utilizando LDH purificada. 

 

 

3 Revisão Bibliográfica 

 

3.1 Lactato desidrogenase 

 A lactato desidrogenase é uma enzima regulatória que ocorre em tecidos 

de vertebrados principalmente sob a forma de cinco isoenzimas (M4, M3H, 

M2H2, MH3 e H4) que catalisam a redução de piruvato à lactato ou a oxidação 

de lactato à piruvato (Le Bras e cols, 1991; Vinals e cols, 1995). As duas 

diferentes subunidades (M e H) favorecem reações distintas: a isoenzima M4 

favorece a rápida redução de baixas concentrações de piruvato à lactato em 

músculo esquelético, e a isoenzima H4 tende a favorecer a rápida oxidação de 

lactato à piruvato em músculo cardíaco (Phillips e cols, 1981). Embora um 

terceiro tipo de subunidade seja conhecido (tipo X) em vertebrados, esta 



 5 

subunidade está presente em somente um, ou no máximo poucos tecidos 

(Goldberg, 1963; Shaklee e cols, 1973). 

A LDH tem dois domínios principais: o domínio de ligação da coenzima 

(NAD+ ou NADH) e o domínio de ligação do substrato (piruvato ou lactato) (Le  

Bras e cols, 1991). A figura 1 ilustra ambos os sítios da LDH ligados à NADH e 

piruvato, mostrando pontes de hidrogênio entre o substrato e resíduos  

enzimáticos chave. Brevemente, o evento catalítico da LDH envolve a 

transferência de um hidrido do carbono C4 do NADH do lado pro-R do anel 

nicotinamida reduzido para o carbono C2 do piruvato e transferência de um 

grupo imidazol do resíduo His-195 para o ceto oxigênio do piruvato (Gullota e 

cols., 2002). 

 

Figura 1 – Diagrama do sítio de ligação da LDH ligada ao NADH e ao 

piruvato (Gullota e cols., 2002) 
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A LDH é uma desidrogenase contendo zinco como um componente do 

sítio ativo, e pode ser inibida por reagentes ligantes de grupos sulfidril, tal como 

p-cloromercuribenzoato (Zheng e cols, 2003). É bem conhecido que resíduos 

de cisteína são essenciais para a atividade da LDH, porém estudos mostram 

que o grupo sulfidril de cisteínas não se liga ao substrato (Abad-Zapatero e 

cols, 1987). Modificações desses grupos sulfidril por p-cloromercuribenzoato 

levam a inativação e mudanças conformacionais da enzima (Zheng e cols, 

2003). Além disso, dados da literatura indicam que a ligação de NAD(H) pode 

induzir modificações estruturais no sítio ativo da LDH que facilitam o acesso 

aos resíduos de cisteína, acelerando sua oxidação e, consequentemente, 

induzindo a perda da atividade da enzima (Pamp e cols, 2005). 

Trabalhos recentes têm mostrado novas funções regulatórias da LDH no 

metabolismo, em especial a hipótese de uma lançadeira de lactato de célula 

para célula, que foi inicialmente proposta por Brooks (1985). Desde sua 

introdução, uma série de trabalhos têm suportado essa hipótese em uma 

variedade de modelos experimentais (Pellerin & Magistretti, 1994, 2003; 

Brooks, 1998, 2000, 2000a, 2000b; Magistretti & Pellerin, 1999; Magistretti e 

cols., 1999; Bouzier-Sore e cols., 2002; Pellerin, 2003; Gladden 2005). Eles 

propõem que a formação de lactato e sua subseqüente distribuição através do 

corpo é um mecanismo maior, pelo qual a coordenação do metabolismo 

intermediário nos diferentes tecidos e células dentro desses tecidos, podem ser 

acoplada (Gladden, 2005). 

Além disso, trabalhos interessantes têm proposto uma lançadeira de 

lactato intracelular (figura 2), que foi proposto inicialmente por Brooks (1998). 

Essa hipótese se baseia no fato que o ácido láctico é produto da glicólise, 
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particularmente durante períodos de taxa metabólica alta, devido a alta Vmax 

da LDH e a Keq para a reação piruvato - lactato ser maior que para a reação 

inversa (Brooks, 1998, 2000). Algumas evidências de elementos chave da 

bomba de lactato intracelular têm sido obtidas (Brooks e cols 1999 a,b) e 

incluem: (1) a captação direta e oxidação de lactato por mitocôndrias isoladas 

sem conversão prévia de lactato à piruvato extracelular; (2) presença de um 

“pool” intramitocondrial de LDH; (3) presença de transportadores de lactato, 

MCT1, na mitocôndria. 

 

 

Figura 2 – Ilustração dos elementos essenciais à hipótese da lançadeira 

de lactato intracelular (Gladden, 2001). 

Além disso, outras lançadeiras de lactato intracelular têm sido propostas, 

tal como a lançadeira de lactato peroxissomal, ilustrada na figura 3. 

Brevemente, a principal função do peroxissoma é o encurtamento de ácidos 
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graxos de cadeira muito longa na β-oxidação, em preparação para a 

subseqüente oxidação na mitocôndria (Salway, 1999). Porém, para a β-

oxidação continuar, ambos FADH2 e NADH precisam ser reoxidados. O FADH2 

que é formado nesse processo é reoxidado por uma transferência direta de 

elétrons para o O2 (Mathews, 2000).  

 

Figura 3 – Ilustração da lançadeira de lactato peroxissomal 

(Waagepetersen e cols., 2000) 

 

Contudo, o mecanismo de reoxidação do NADH tem sido ainda 

estudado. McGroarty (1974) foi o primeiro a sugerir a associação da LDH com 

peroxissomas de fígado de ratos, mas sua metodologia não permitia uma 

conclusão firme. Contudo, duas outras descobertas trouxeram de volta à tona 

essa hipótese do envolvimento da LDH. A primeira delas mostra que a 

membrana peroxissomal de leveduras Saccharomyces cerevisiae é 

impermeável a NAD+/NADH in vivo (Osmundsen, 1982), o que impossibilita a 
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hipótese recorrente na época, de que o NADH poderia estar sendo oxidado no 

citosol. Um segundo estudo mostrou que a adição de piruvato à peroxissomas 

isolados de fígado estimulou a β-oxidação de palmitoil-CoA in vitro, enquanto 

que a adição de LDH exógena não teve efeito (Osmundsen, 1982). A 

confirmação da lançadeira de lactato peroxissomal veio com um trabalho de 

Baumgart e cols. (1996), que demonstrou claramente a presença de LDH na 

matriz de peroxissomas de fígado de ratos. Estudos adicionais demonstraram o 

envolvimento direto de LDH peroxissomal na reoxidação de NADH produzido 

pela β-oxidação de palmitoil-CoA (McClelland e cols., 2003). McClelland e cols. 

(2003) reportou que as membranas peroxissomais contêm transportadores 

monocarboxílico dos tipos MCT1 e MCT2, provendo assim um mecanismo para 

a entrada de piruvato e efluxo de lactato dos peroxissomas. 

Além de todas essas evidências, a importância fisiológica da LDH fica 

clara no estudo de Jeong e colaboradores (2006), que demonstra que a 

supressão da LDH em cultura de células levou a acidose celular, diminuição da 

oxidorresistência, apoptose, inibição do contato célula-célula, diminuição do 

crescimento celular e a geração de proteínas recombinantes. Dessa forma, a 

LDH pode ser utilizada como um marcador de toxicidade no estudo de uma 

variedade de compostos usados na farmacologia atual. 

 

3.2 Organocalcogênios 

Desde a década de 30, esta classe de compostos têm sido alvo de 

interesse para a química devido à descoberta de suas aplicações sintéticas 

(Comasseto, 1983; Petragnani e cols., 1976), como importantes intermediários 

e reagentes muito utilizados em síntese (Paulmier, 1986; Braga e cols., 1996; 
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1997). Suas propriedades farmacológicas (Rotruck e cols., 1973; Nogueira e 

cols., 2004) foram evidenciadas a partir da descoberta da presença do 

elemento selênio, como selenocísteina, no centro ativo de enzimas 

antioxidantes como a GPx, a glutationa peroxidase de hidroperóxidos lipídicos 

(PHGPx) (Rotruck e cols., 1973; Nogueira e cols., 2004), a tiorredoxina 

redutase (TrxR) (Holmgren, 1985), a 5’-deiodinase (Behne & Kyriakopoulos, 

1990) e a selenoproteina P (Ursini e cols., 1990). Dentre os compostos mais 

estudados atualmente destacam-se o ebselen e o (PhSe)2 como compostos 

orgânicos de selênio. 

O primeiro composto orgânico de telúrio foi sintetizado por Friedrich 

Wöhler em 1840. Porém, apenas a partir de 1970 os compostos orgânicos de 

telúrio começaram a ser explorados pelos químicos orgânicos, refletindo no 

crescimento exponencial de artigos publicados desde então (Klaman, 1990). 

Embora determinados compostos de telúrio exibam propriedades miméticas da 

GPx in vitro, diversos estudos têm demonstrado seu potencial toxicológico 

(Maciel e cols, 2000; Meotti e cols, 2003; Nogueira e cols, 2003, Nogueira e 

cols, 2004). 

 

 

3.3 Disseleneto de difenila 

O (PhSe)2 (figura 4) é um composto orgânico de selênio que apresenta 

efeitos antiúlcera (Savegnago e cols., 2005), antiinflamatório, antinociceptivo 

(Nogueira e cols., 2003), hepato-protetor (Borges e cols., 2006) e antioxidante 

em alguns modelos experimentais para a avaliação de estresse oxidativo 

(Nogueira e cols., 2004; Santos e cols., 2005; Borges e cols., 2006; Luchese e 
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cols., 2007). Adicionalmente, o (PhSe)2 também apresenta atividade quelante 

em animais expostos ao cádmio (Santos e cols., 2005a) e atividade Tpx 

(Wilson e cols., 1989). Além disso, o (PhSe)2 demonstrou ser um bom 

neuroprotetor (Ghisleni e cols, 2003; Nogueira e cols, 2004), causando efeitos 

benéficos em modelos de discinesia orofacial induzida por reserpina (Burger e 

cols, 2004), e também contra discinesia orofacial induzida por tratamento 

agudo com haloperiadol em ratos (Burger e cols, 2006). O (PhSe)2 também 

mostrou-se efetivo em proteger o dano hepático induzido por 2-nitropropano 

(Borges e cols, 2005, 2006). 

 

Figura 4 – Estrutura do disseleneto de difenila 

 

 O (PhSe)2 tem sido descrito como um potente agente antioxidante 

devido sua atividade mimética da GPx (ver figura 5, Mugesh e cols, 2001; 

Nogueira e cols, 2004). Em doses farmacológicas apresenta baixa toxicidade 

em ratos e camundongos (Perottoni e cols, 2005; Fachineto e cols, 2006). A 

LD50 encontrada para ratos e camundongos injetados via intraperitonial é de 

0,65 µmol/kg e 150 µmol/kg, respectivamente. Para ratos e camundongos 

injetados pela via subcutânea a LD50 foi de 0,9 µmol/kg e >500 µmol/kg, 

respectivamente (Meotti e cols, 2003). 
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Figura 5 – Esquema da atividade mimética da glutationa peroxidase por 

compostos orgânicos de selênio (Nogueira e cols., 2004). 

Porém, a exposição aguda ou crônica (de 14 à 21 dias) à doses altas de 

(PhSe)2 leva à inibição da enzima δ-ALA-D, à diminuição dos níveis de tióis 

endógenos de baixo peso molecular (Maciel e cols., 2003), e causa danos 

cerebrais em camundongos (Maciel e cols., 2000). Os danos cerebrais podem 

ser conseqüência da ação inibitória sobre a enzima Na+K+ATPase (Borges e 

cols., 2005) e/ou de alterações no sistema glutamatérgico (Nogueira e cols., 

2001) verificados após a exposição a estes compostos. Trabalhos mostram 

que, embora a atividade Tpx do (PhSe)2 seja importante para a sua atividade 

antioxidante, esta característica também pode contribuir para sua atividade 

tóxica. Isso ocorre devido à oxidação de tióis essenciais de enzimas 

importantes, levando a sua inativação (Nogueira e cols., 2004). Como exemplo 

bem caracterizado na literatura, temos a enzima δ-ALA-D que é extremamente 

sensível a agentes ligantes de grupos tiól (Barbosa e cols., 1998; Folmer e 

cols., 2002, 2003; Peixoto e cols., 2003, 2004, 2007; Soares e cols., 2003; 

Santos e cols., 2005), e que apresenta-se inibida quando exposta ao (PhSe)2 

devido a oxidação de resíduos cisteinil essencias presentes no sítio ativo desta 
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enzima (Farina e cols., 2002). A figura 6 mostra um mecanismo de ação pelo 

qual o (PhSe)2 levaria a formação de uma espécie enzimática inativa (Nogueira 

e cols., 2004). 

 

Figura 6 – Possível mecanismo de interação de organodisselenetos com tióis 

protéicos (Nogueira e cols., 2004). 

 

3.4 Ebselen 

O ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3[2H]-ona) (figura 7) é um 

composto orgânico de selênio que tem sido extensivamente estudado na última 

década. O ebselen possui como interesse particular sua atividade mimética da 

GPx, especialmente da PHGPx (Wendel e cols., 1984; Müller e cols., 1985; 

Nogueira e cols., 2002; Klotz e cols., 2003). Este composto reage com grupos 

tióis, como a glutationa (GSH) (Ullrich e cols., 1996), e apresenta uma série de 

propriedades farmacológicas, tal como inibição da peroxidação lipídica 

(Parnhan & Graf., 1987), inibição da atividade de lipoxigenase (Parnhan & 
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Graf., 1987), bloqueia a produção do ânion superóxido e desempenha um 

papel protetor contra o peroxinitrito (Masumoto & Sies, 1996). 

Além da atividade antioxidante, o ebselen apresenta propriedades 

antiinflamatória, antinociceptiva, neuroprotetora e antiúlcera em vários modelos 

experimentais ex vivo (Maiorino e cols., 1992; Nogueira e cols., 2004). Devido à 

ação neuroprotetora em culturas de neurônios (Tan e cols., 1997), e tem sido 

usado no tratamento clínico de pacientes com isquemia aguda (Yamaguchi e 

cols., 1998; Kondoh e cols., 1999). Este composto também demonstra 

atividade hepatoprotetora, agindo contra o dano hepático induzido por 

paracetamol, CCl4, lipopolissacarídio e Propionibacterium acnes, etanol, e 

injúria por isquemia-reperfusão (Li e cols., 1994; Ozaki e cols., 1997; Kono e 

cols., 2001; Koyanagi e cols., 2001; Wasser e cols., 2001).  

De particular interesse, esse composto não libera o elemento selênio de 

sua molécula no decorrer do seu metabolismo (Parnhan & Graf, 1987), o que 

pode ser responsável por sua baixa toxicidade. Esta característica foi também 

demonstrada por Wendel e cols. (1992), que suplementaram animais 

deficientes em selênio e com atividade da GPx baixa com ebselen, e 

observaram que a atividade da enzima não foi restaurada. 

 

Figura 7 – Estrutura química do ebselen 

 

3.5 Ditelureto de difenila 

 Compostos inorgânicos de telúrio são encontrados na forma de sais. Já 

em 1899 o Manual da Merck indicava o telurato de potássio como antihidrótico. 
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O telurato de sódio era também usado como antiséptico, antipirético e no 

tratamento de úlcera gástrica, de reumatismos e da febre tifóide. Entretanto, 

mais recentemente, tem-se verificado que os compostos de telúrio inorgânico 

apresentam características tóxicas afetando uma série de órgãos (; Agnew & 

Curry 1972; D’gregório & Miller, 1988; Toews e cols., 1991; Taylor, 1996). 

 Os compostos orgânicos de telúrio, tal qual o telúrio elementar, são 

muito tóxicos, e a intensidade desta toxicidade depende da estrutura do 

composto, da dose administrada e do tipo de animal testado (Nogueira e cols, 

2004). O mecanismo de toxicidade destes compostos se deve principalmente a 

sua atividade tiol-oxidase, que pode levar a inibição de uma série de enzimas 

com tióis essenciais em sua estrutura (Blais e cols, 1972; Deuticke e cols, 

1992). Como exemplo, temos a enzima sulfidrílica δ-ALA-D, que é uma enzima 

que possui dois resíduos cisteinil essenciais em seu sítio ativo, e que é inibida, 

tanto in vitro como in vivo, por compostos orgânicos de telúrio, devido à 

oxidação de seus grupos tiois (Maciel e cols, 2000; Meotti e cols, 2003; 

Nogueira e cols, 2003). De fato, quando a δ-ALA-D inibida é exposta ao 

ditiotreitol (DTT), um composto dissulfidrílico doador de grupamentos tiólicos, a 

enzima é reativada, devido a redução das pontes S-S, restaurando assim a 

atividade enzimática (Perottoni e cols; 2005). 

No caso especifico do (PhTe)2 (figura 8), este composto inibe a enzima 

Na+, K+ ATPase por oxidar seus grupos tióis in vitro (Nogueira e cols, 2003) e in 

vivo (Prigol e cols, 2007), e inibe a atividade da δ-ALA-D de fígado de ratos, 

apresentando IC50 de aproximadamente 10 µM (Barbosa e cols, 1998). Porém, 

o (PhTe)2 não altera a atividade δ-ALA-D de folhas de pepino, provavelmente 

devido ao fato desta apresentar apenas um resíduo de cisteína em sua 
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estrutura, enquanto que a δ-ALA-D animal, possui dois resíduos de cisteína 

essenciais em sua estrutura. Isto reforça ainda mais a importância da oxidação 

de grupos tiólicos como mecanismo envolvido na toxicidade deste composto 

(Farina e cols, 2002). 

 

Figura 8: Estrutura química do ditelureto de difenila. 

 O (PhTe)2 também apresenta ação citotóxica, interferindo nos sistemas 

de fosforilação e desfosforilação de proteínas celulares, e alterando a 

organização e a estrutura celular (Moretto e cols, 2005). Iwase e cols. (2004) 

também demonstraram que este composto induz a ativação de caspases à 

baixas concentrações, levando a morte celular. 

 O (PhTe)2 também é neurotóxico. E um dos possíveis mecanismos de 

neurotoxicidade deste composto esta ligado a sua atividade inibitória sobre a 

enzima Na+, K+ ATPase. Esta enzima, presente na membrana celular e 

responsável pelo transporte ativo de sódio e potássio nas células, 

especialmente nas do sistema nervoso central (Doucet, 1998; Jorgensen, 

1986), é inibida pelo (PhTe)2 tanto in vitro (Borges e cols., 2005) como in vivo 

(Prigol e cols., 2007). 

 As propriedades toxicológicas do (PhTe)2 podem ser usadas com 

finalidade farmacológica. Este composto possui também atividade inibitória 

sobre a enzima TrxR, que é responsável por fornecer equivalentes redutores 

(tiorredoxina - TRX-SH) às redutases de ribonucleotídeos, tendo sua expressão 

gênica aumentada nas células tumorais e auxiliando no seu crescimento 
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(Grogan e cols., 2000). Sua inibição pode levar a uma diminuição da taxa 

mitótica das células tumorais. Trabalhos de Engman e cols. (2000a,b) mostram 

que compostos análogos ao (PhTe)2 são bons inibidores da TrxR, e portanto 

bastante eficientes contra culturas de células de câncer de cólon. 

 

4. RESULTADOS 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob 

a forma de um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão 

dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no próprio artigo. O 

manuscrito esta disposto na forma que foi submetido ao periódico Archives of 

Toxicology.  
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4.1 Manuscrito 
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5 - Discussão 

 Considerando que a LDH é uma enzima contendo grupamentos sulfidril 

e que possui uma função central no metabolismo celular (Jeong e cols., 2006) 

objetivou-se determinar se esta enzima poderia ser considerada um alvo 

molecular de toxicidade para a atividade tiol-oxidase do ebselen, uma 

importante molécula antioxidante que tem sido usada em diferentes modelos 

de doenças e também em algumas tentativas clínicas com relativo sucesso 

(Delanty & Dichter, 2000; Imai e cols., 2003; Schewe, 1995), bem como do 

(PhSe)2 (o qual recentemente mostrou ser um inibidor da LDH (Kade e cols., 

2008) e (PhTe)2. Assim, este trabalho investigou se o ebselen, o (PhSe)2 e o 

(PhTe)2 apresentam algum grau de seletividade em inibir diferentes isoformas 

da LDH e também avaliou se a direção da reação (lactato à piruvato ou 

piruvato à lactato) poderia mudar a potência inibitória destes compostos. 

 Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que, o (PhSe)2, o 

(PhTe)2 e, principalmente, o ebselen são fortes inibidores da LDH purificada de 

músculo esquelético de coelhos, e da LDH de fígado e coração de ratos. Esta 

inibição provavelmente envolve a interação entre os organocalcogênios com os 

resíduos sulfidril essências da enzima LDH. Embora esses resíduos não 

estejam localizados no sítio catalítico da enzima e não combinem com o 

substrato durante o processo catalítico, a oxidação destes grupos sulfidril leva 

a uma forma enzimática inativa. A importância destes resíduos tem sido bem 

descritas na literatura (Zheng e cols., 2003; Abad-Zapatero e cols., 1987; Pamp 

e cols., 2005). 

 Neste trabalho é possível observar que quando a LDH de diferentes 

origens foi incubada com NAD+ ou lactato, a inibição da enzima foi maior que 
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quando incubada sem o cofator e o substrato. Esses estudos sugerem que a 

presença do substrato ou do cofator no meio de reação poderia estar 

facilitando o acesso dos grupos sulfidrila da LDH aos organocalcogênios, 

aumentando dessa maneira a inibição da enzima. Esta hipótese esta de acordo 

com o trabalho prévio de Pamp e cols. (2005) o qual mostrou que a presença 

de NAD+ aumenta a acessibilidade de grupos sulfidril enzimáticos a inibição da 

LDH mediada por Cu(II) em condições in vitro. Contudo, quando a reação foi 

iniciada com a adição da enzima, quase nenhum efeito inibitório dos compostos 

foi observado sobre a atividade da LDH, sugerindo que em condições 

fisiológicas o lactato e o NAD+ em conjunto possam ter um efeito protetor sobre 

a LDH. De fato, trabalho prévio de Barbosa e cols. (2008) demonstrou nenhum 

efeito inibitório de altas doses de (PhSe)2 sobre a atividade da LDH de ratos 

em condições in vivo, o que pode ser explicado tanto por um efeito protetor do 

substrato e do cofator em conjunto, tanto como uma possível baixa afinidade 

do (PhSe)2 pelos grupos sulfidrila da LDH quando comparado a outras fontes 

de grupos -SH, oxidando primariamente estas últimas em condições in vivo. 

Além disso, pode-se sugerir a presença de um fator não-competitivo na 

inibição da LDH pelos organocalcogênios, em LDH de fígado e coração de 

ratos, em vista da ausência de inibição quando a reação foi iniciada com a 

adição da enzima. Contudo, não pode ser descartada a possibilidade de que, 

ao menos em parte, a ausência de atividade inibitória, mesmo in vitro, possa 

envolver um efeito protetor do substrato e cofator, quando incubados juntos, 

sobre a atividade da LDH inibida pelos compostos testados. Outra possibilidade 

que não pode ser descartada é ausência de inibição enzimática devido ao 

pouco tempo de exposição da enzima ao composto nesta condição testada. 
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 No geral, verifica-se que a LDH purificada apresenta maior 

susceptibilidade à ação dos compostos, seguida pela fonte enzimática cardíaca 

e hepática. Este efeito pode ser devido a interação exclusiva dos compostos 

com grupos –SH da LDH, à única fonte disponível de grupos tiólicos no meio. 

Para corroborar a hipótese do envolvimento da oxidação de grupos tiól 

na inibição da LDH de diferentes tecidos e o mecanismo de toxicidade do 

ebselen, (PhTe)2 e (PhSe)2, foi testado o efeito protetor do DTT, um agente 

sulfidrilico redutor, na inibição da LDH induzida pelos organocalcogênios. Foi 

possível observar que o DTT, quando incubado em conjunto com os 

organocalcogênios, preveniu a inibição da LDH em todas as situações de 

incubação testadas, deixando claro o envolvimento da oxidação de grupos tióis 

essências no processo de inibição da LDH pelos organocalcogênios. Além 

disso, quando o DTT foi adicionado ao meio de incubação 10 minutos após o 

(PhTe)2 e (PhSe)2, ocorreu também a reativação da enzima. Para o caso do 

ebselen, o efeito do DTT em restaurar ou proteger a atividade da LDH 

dependeu do meio de incubação: quando o composto foi incubado com a 

enzima mais NAD+, DTT foi capaz de prevenir e também reativar a atividade da 

LDH. Contudo, quando ebselen foi incubado com a LDH mais lactato ou com a 

enzima sozinha, DTT teve somente um efeito protetor, desde que quando o 

DTT foi adicionado 10 minutos após a exposição da enzima ao ebselen, este 

agente redutor não reverteu a inibição induzida por este organocalcogênio. 

Estes resultados são de particular importância para trabalhos subseqüentes 

que avaliem à liberação da LDH como um marcador de morte celular, uma vez 

que a inibição desta enzima pelos organocalcogênios pode representar um 
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efeito protetor falso. Além disso, para o caso do ebselen, a reativação da LDH 

por DTT só acontece na presença do NAD+. 

 

6 – Conclusões 

 De acordo com os resultados apresentados podemos concluir: 

 O ebselen, o (PhSe)2 e o (PhTe)2 foram capazes de inibir a enzima LDH, 

sugerindo que esta enzima pode ser um possível alvo toxicológico destes 

compostos; 

 O ebselen foi o mais potente inibidor da LDH de todas as fontes 

testadas, seguido pelo (PhSe)2 e (PhTe)2; 

 A reação piruvato → lactato, catalisada pela LDH, foi mais sensível à 

inibição induzida pelo (PhSe)2 do que a reação lactato → piruvato. 

 A presença do substrato ou cofator aumentou a inibição da LDH 

causada por todos os compostos testados, para as três fontes da enzima; 

 O DTT protegeu/reativou a LDH inibida pelos compostos testados, 

confirmando o possível envolvimento da oxidação de grupos tióis enzimáticos 

essenciais no processo inibitório induzido por organocalcogênios; 
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