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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.

Efeito inibitério do Ebselen, do Disseleneto de Dif enila e do Ditelureto de
Difenila sobre a atividade da LDH de mamiferos
AUTOR: Thiago Henrique Lugokenski

ORIENTADORA: Maria Ester Pereira
CO-ORIENTADOR: Joéo Batista Teixeira da Rocha
O Ebselen é um composto de selénio o qual tem suas propriedades
antioxidantes atribuidas a sua atividade mimética da tiorredoxina e tiol-
peroxidase: ele decompde peroxidos a custa de tidis reduzidos. Contudo, a
oxidacdo excessiva de tiois pode ser potencialmente toxica quando ndo esta
associada com a degradacdo de peroxidos. Assim, este trabalho investiga se a
LDH pode ser um possivel alvo a toxicidade do ebselen, em comparacdo com o
disseleneto de difenila e o ditelureto de difenila, dois organocalcogénios
antioxidantes que podem facilmente interagir com grupos tiol. A inibicdo da
LDH foi testada em homogeneizados de figado e coracédo de ratos, e em LDH
purificada de musculo de coelhos. O Ebselen foi o mais potente inibidor da
LDH. O seu efeito inibitorio maximo foi obtido com 2 yM para a LDH purificada
e 20 uM para a LDH de homogeneizados de figado e coracao de ratos. Além
disso, o disseleneto de difenila, seguido do ditelureto de difenila, também
apresentaram efeito inibitorio significativo sobre a atividade da LDH. Em
adicdo, observou-se que o DTT foi capaz de reverter a inibicdo da LDH
induzida pelos compostos testados, confirmando o envolvimento de grupos tiol
essenciais da LDH no processo de inibicdo pelos organocalcogénios. Em
conclusao, estes resultados mostram que a LDH de figado e coracdo pode ser

um possivel alvo para a toxicologia de organocalcogénios 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
inibitério direto do ebselen, ou outros calcogénios, sobre a LDH, resultando em

uma falsa protecdo em um sistema in vitro.

Palavras-chaves: Organocalcogénios, Lactato desidro genase, Reagentes

Ligantes de Grupamentos Sulfidril, Selénio, Telurio
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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: Joao 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 yM to LDH
purified and at 20 yM 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
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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.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Figura 1. Diagrama do sitio de ligacdo da LDH ligada ao NADH e ao
01U AYZ= 1o J PP 5

Figura 2. llustracdo dos elementos essenciais a hipétese da lancadeira

de lactato INrACEIUIAN. .......ccooi i e 7
Figura 3. llustracdo da lancadeira de lactato peroxissomal.................... 9
Figura 4. Estrutura quimica do disseleneto de difenila.......................... 11

Figura 5. Esquema da atividade mimética da glutationa peroxidase por
COMPOSLOS Organicos de SEIENIO..........ooiiiiiiiiiiie e 12

Figura 6. Possivel mecanismo de interagdo de organodisselenetos com

1[0 RS 0] (0] =] o 1= PP PPUPUURRR R 13
Figura 7. Estrutura quimica do ebselen..........ccccccceeiiiiiiiiiiiiiiciiiiine, 14
Figura 8. Estrutura quimica do ditelureto de difenila.................ccvueeeee. 16

RESULTADOS
Figure 1. Compounds StIUCIUIES........vvve i i e ee e e e 31

Figure 2. Inhibitory effect of diphenyl diselenide ((PhSe)2), diphenyl
ditelluride ((PhTe)2) and ebselen on purified LDH activity from rabbit muscle..32
Figure 3. Inhibitory effect of diphenyl diselenide ((PhSe)2),
diphenylditelluride ((PhTe)2) and ebselen on LDH from rat heart
ROMOQENIZEA...... e e 34
Figure 4. Inhibitory effect of diphenyl diselenide ((PhSe)2), diphenyl

ditelluride ((PhTe)2) and ebselen on LDH from rat liver homogenized............ 36



Figure 5 Inhibitory effect of diphenyl diselenide ((PhSe)2) on
piruvate—lactate reaction of purified LDH activity from rabbit muscle............. 38

Figure 6 Effect of DTT (1 mM) on diphenyl disselenide-induced LDH
INNIDITION. L e e e e e 38

Figura 7. Effect of DTT (1 mM) on diphenyl ditelluride-induced LDH
INIDITION . e e e e e e e e e 40

Figure 8. Effect of DTT (1 mM) on ebselen-induced LDH inhibition...... 42

LISTA DE ABREVIACOES

(PhSe), — Disseleneto de difenila

(PhTe), — Ditelureto de difenila

0-ALA-D — 6-Aminolevulinato desidratase

DTT — 1,4 Ditiotreitol

FADH; - Flavina adenina dinucleotideo

GSH - Glutationa

GPx — Glutationa peroxidase

LDH — Lactato desidrogenase

MCT1 — Transportador monocarboxilico tipo 1

MCT2 — Transportador monocarboxilico tipo 2

NAD" - Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido
PHGPx — Glutationa peroxidase de hidroperoxidos lipidicos
Prx — Peroxirredoxina

Tpx — Tiol-peroxidase

Xl



Trx - Tiorredoxina

TrxR — Tiorredoxina Redutase

SUMARIO
RESUMO . ..ot e e e e e eeees VI
ABSTRAC T s et VIl
LISTA DE FIGURAS E TABELAS. . ... e X
LISTA DE ABREVIACOES...... .ottt et XI
F ST = N Y07V @ T Xl
(R ERI0] 51007V ISR 1
2 OBJIETIVOS . ... et ene 3
P2 R @ o =11V o I o = -1 3
2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS. . .uuuuririiiiiei it e e e e s 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA. ..ottt oottt 4
3.1 Lactato deSIdrOgENASE. .......ccceviiiiiiiiiiiis teeeeeeeeeie et e s e e e e e e e e e aaeeaeaenaenn 4
3.2 OrganoCalCOQgENIOS. ....uuuuuriiiiiiieeeeeeeiies eeeeeeeieeet e e s e e e e e e e eaaeeeeeeeensnnannns 9
3.3 Disseleneto de difenila.........cccccis i 10
B4 EDSEIEN.....coeeee e e 13
3.5 Ditelureto de difenila...........cciiiiiiis o 14

4.1 MANUSCRITO: ... e e a0 18

X1



Inhibitory effect of Ebselen, an antioxidant seleno compound, on LDH activity

from mammals: A comparative study with diphenyl deselenide and diphenyl

ditelluride

B DISCUSSAOD. ...ttt e e ettt e et te et e et e eaeerenea, 46
B CONCLUSOES. ..ottt ettt 49
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cocoieiiies coeeeeeeeeee e 50

APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de um manuscrito. As secdes Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
proprio artigo.

Os itens, DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontradas no final desta
dissertacdo, apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre o
manuscrito cientifico contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacbes
que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA E

DISCUSSAO desta dissertacao.
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1 - INTRODUCAO

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima regulatéria que ocorre em
vertebrados principalmente na sua forma tetramérica como cinco isoenzimas
diferentes (M4, M3H, M2H2, MH3, e H4), as quais catalisam a reducao de
piruvato a lactato ou a oxidacdo de lactato a piruvato (Le Bras e cols, 1991;
Vinals e cols, 1995). As duas subunidades diferentes (M e H) que compdem
essa enzima favorecem reacdes distintas: a isoenzima M4 favorece a rapida
reducdo de baixas concentragbes de piruvato a lactato em mausculo
esquelético, e a isoenzima H4 tende a favorecer a rapida oxidacdo de lactato a
piruvato em musculo cardiaco (Phillips e cols, 1981). Neste estudo serdo
avaliadas as atividades de enzimas de diferentes fontes, a purificada de
musculo esquelético de coelhos, como um padrdo de inibicdo enzimatica livre
de interferéncias, e a de homogeneizado de coracéo e figado de ratos, as quais
sdo caracterizadas por apresentarem principalmente as isoformas H e M,
respectivamente (Phillips e cols., 1981).

Desidrogenases contendo zinco como um componente funcional no sitio
ativo, tal como a LDH, podem ser inibidas por reagentes ligantes de
grupamentos sulfidril, tal como p-cloromercuribenzoato (Zheng e cols., 2003). E
bem conhecido que residuos de cisteina sdo essenciais para a atividade da
LDH, porém estudos mostram que o grupo sulfidril desses residuos de cisteina
nao interage com o substrato (Abad-Zapatero e cols, 1987; Vinals e cols,
1995). Modificagbes nestes grupos por p-cloromercuribenzoato levam a
inativacdo e mudancas conformacionais na LDH (Zheng e cols., 2003). Além
disso, trabalhos indicam que a ligacdo do cofator (NAD[H]) pode induzir

modificagdes estruturais sobre o sitio ativo e aumentar a acessibilidade aos



residuos de cisteina, acelerando sua oxidacéo e, consequentemente, induzindo
a perda da atividade enzimética (Pamp e cols, 2005).

Compostos organicos de selénio e telario tém 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 a 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 peréxidos,
estes compostos precisam primeiro formar intermediarios selenol/selenolato, os
quais podem ser acoplados via reducao da ligagao Se-Se por diferentes tipos
de tidis (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 a formagdo do intermediario 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
gue com o ebselen ciclico.

Para o caso de compostos contendo teldrio, a quimica pode ser mais
complexa, devido a extrema instabilidade/reatividade do intermediario telurol. A
atividade antioxidante desses compostos tem sido vinculadas as mudancgas no
estado de oxidagdo do &tomo de Te (Te(ll) - Te(lV)) (Engman e cols, 1995;

Nogueira e cols, 2004).



Embora a atividade tiol peroxidase (Tpx) ou peroxirredoxina (Prx) (Zhao
& Holmgren, 2002; Zhao e cols, 2002) tenha significancia biologica e
terapéutica por modular artificialmente os niveis celulares de peroxidos, a
oxidacdo excessiva de tidis por organocalcogénios pode ser potencialmente
toxica 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 tém demonstrado que a exposi¢cao
de roedores e insetos a altas doses de disseleneto de difenila (PhSe), e
ditelureto de difenila (PhTe),, leva a inativacdo da enzima &-aminolevulinato
desidratase (0-ALA-D) (Maciel e cols, 2000; Golombieski e cols, 2008) e da
enzima Na*, K" ATPase por oxidar grupos tidis enzimaticos essenciais, tanto

em condi¢des 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 toxicol6gico da

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

2.2 Objetivos especificos:
1 — Determinar, se o ebselen, o (PhSe), e o (PhTe), apresentam

seletividade em inibir as diferentes isoformas de LDH in vitro;



2 — Determinar se os organocalcogénios testados apresentam diferenca
inibitoéria nas diferentes reacdes catalisadas pela LDH (lactato — piruvato ou
piruvato — lactato);

3 — Determinar se a presenca do substrato ou do cofator interferem na
acao inibitéria dos organocalcogénios sobre a atividade da LDH,;

4 — Determinar o possivel envolvimento da oxidagdo de grupos tidis
enzimaticos no processo inibitério da LDH pelos organocalcogénios, pela
adicao do agente redutor ditiotreitol (DTT).

5 — Avaliar a atividade inibitoria dos organocalcogénios sobre a atividade

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

3 Revisdo Bibliografica

3.1 Lactato desidrogenase

A lactato desidrogenase é uma enzima regulatéria que ocorre em tecidos
de vertebrados principalmente sob a forma de cinco isoenzimas (M4, M3H,
M2H2, MH3 e H4) que catalisam a reducao de piruvato a lactato ou a oxidacéo
de lactato a piruvato (Le Bras e cols, 1991; Vinals e cols, 1995). As duas
diferentes subunidades (M e H) favorecem reacdes distintas: a isoenzima M4
favorece a rapida reducdo de baixas concentracdes de piruvato a lactato em
musculo esquelético, e a isoenzima H4 tende a favorecer a rapida oxidacao de

lactato & piruvato em musculo cardiaco (Phillips e cols, 1981). Embora um

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



subunidade esta presente em somente um, ou no Maximo poucos tecidos
(Goldberg, 1963; Shaklee e cols, 1973).

A LDH tem dois dominios principais: o dominio de ligacdo da coenzima
(NAD"* ou NADH) e o dominio de ligacdo do substrato (piruvato ou lactato) (Le
Bras e cols, 1991). A figura 1 ilustra ambos os sitios da LDH ligados a NADH e
piruvato, mostrando pontes de hidrogénio entre o substrato e residuos
enzimaticos chave. Brevemente, o evento catalitico da LDH envolve a
transferéncia de um hidrido do carbono C4 do NADH do lado pro-R do anel
nicotinamida reduzido para o carbono C2 do piruvato e transferéncia de um
grupo imidazol do residuo His-195 para o ceto oxigénio do piruvato (Gullota e

cols., 2002).

Arg=171 )
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Figura 1 — Diagrama do sitio de ligacdo da LDH ligada ao NADH e ao

piruvato (Gullota e cols., 2002)



A LDH é uma desidrogenase contendo zinco como um componente do
sitio ativo, e pode ser inibida por reagentes ligantes de grupos sulfidril, tal como
p-cloromercuribenzoato (Zheng e cols, 2003). E bem conhecido que residuos
de cisteina sdo essenciais para a atividade da LDH, porém estudos mostram
que o grupo sulfidril de cisteinas ndo se liga ao substrato (Abad-Zapatero e
cols, 1987). Modificacdes desses grupos sulfidril por p-cloromercuribenzoato
levam a inativacdo e mudancgas conformacionais da enzima (Zheng e cols,
2003). Além disso, dados da literatura indicam que a ligacdo de NAD(H) pode
induzir modificagdes estruturais no sitio ativo da LDH que facilitam o acesso
aos residuos de cisteina, acelerando sua oxidacdo e, consequentemente,
induzindo a perda da atividade da enzima (Pamp e cols, 2005).

Trabalhos recentes tém mostrado novas fungdes regulatorias da LDH no
metabolismo, em especial a hipétese de uma lancadeira de lactato de célula
para célula, que foi inicialmente proposta por Brooks (1985). Desde sua
introducdo, uma série de trabalhos tém suportado essa hipotese 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
propdem que a formacédo de lactato e sua subsequente distribuicdo através do
corpo é um mecanismo maior, pelo qual a coordenacdo do metabolismo
intermediario nos diferentes tecidos e células dentro desses tecidos, podem ser
acoplada (Gladden, 2005).

Além disso, trabalhos interessantes tém proposto uma lancadeira de
lactato intracelular (figura 2), que foi proposto inicialmente por Brooks (1998).

Essa hipdtese se baseia no fato que o acido lactico é produto da glicélise,



particularmente durante periodos de taxa metabdlica alta, devido a alta Vmax
da LDH e a Keq para a reacgéo piruvato - lactato ser maior que para a reacéo
inversa (Brooks, 1998, 2000). Algumas evidéncias de elementos chave da
bomba de lactato intracelular tém sido obtidas (Brooks e cols 1999 a,b) e
incluem: (1) a captacao direta e oxidagao de lactato por mitocondrias isoladas
sem conversdo prévia de lactato a piruvato extracelular; (2) presenca de um
“pool” intramitocondrial de LDH; (3) presenca de transportadores de lactato,

MCT1, na mitocdndria.
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Figura 2 — llustracdo dos elementos essenciais a hipétese da lancadeira
de lactato intracelular (Gladden, 2001).

Além disso, outras langadeiras de lactato intracelular tém sido propostas,
tal como a lancadeira de lactato peroxissomal, ilustrada na figura 3.

Brevemente, a principal fun¢cdo do peroxissoma é o encurtamento de acidos




graxos de cadeira muito longa na [(-oxidagcdo, em preparacdo para a
subsequente oxidacdo na mitocondria (Salway, 1999). Porém, para a B-
oxidac&o continuar, ambos FADH, e NADH precisam ser reoxidados. O FADH,

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

elétrons para o O, (Mathews, 2000).
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Figura 3 — llustracdo da lancadeira de lactato peroxissomal

(Waagepetersen e cols., 2000)

Contudo, o mecanismo de reoxidacdo do NADH tem sido ainda
estudado. McGroarty (1974) foi o primeiro a sugerir a associacdao da LDH com
peroxissomas de figado de ratos, mas sua metodologia ndo permitia uma
concluséo firme. Contudo, duas outras descobertas trouxeram de volta a tona
essa hipotese do envolvimento da LDH. A primeira delas mostra que a
membrana peroxissomal de leveduras Saccharomyces cerevisiae €

impermeéavel a NAD*/NADH in vivo (Osmundsen, 1982), o que impossibilita a



hipbtese recorrente na época, de que o NADH poderia estar sendo oxidado no
citosol. Um segundo estudo mostrou que a adicdo de piruvato a peroxissomas
isolados de figado estimulou a B-oxidacdo de palmitoil-CoA in vitro, enquanto
que a adicdo de LDH exdgena nédo teve efeito (Osmundsen, 1982). A
confirmagéo da langadeira de lactato peroxissomal veio com um trabalho de
Baumgart e cols. (1996), que demonstrou claramente a presenca de LDH na
matriz de peroxissomas de figado de ratos. Estudos adicionais demonstraram o
envolvimento direto de LDH peroxissomal na reoxidacdo de NADH produzido
pela B-oxidacdo de palmitoil-CoA (McClelland e cols., 2003). McClelland e cols.
(2003) reportou que as membranas peroxissomais contém transportadores
monocarboxilico dos tipos MCT1 e MCT2, provendo assim um mecanismo para
a entrada de piruvato e efluxo de lactato dos peroxissomas.

Além de todas essas evidéncias, a importancia fisiolégica da LDH fica
clara no estudo de Jeong e colaboradores (2006), que demonstra que a
supressao da LDH em cultura de células levou a acidose celular, diminui¢cdo da
oxidorresisténcia, apoptose, inibicdo do contato célula-célula, diminuicdo do
crescimento celular e a geracdo de proteinas 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 Organocalcogénios

Desde a década de 30, esta classe de compostos tém sido alvo de
interesse para a quimica devido a descoberta de suas aplicagfes sintéticas
(Comasseto, 1983; Petragnani e cols., 1976), como importantes intermediarios

e reagentes muito utilizados em sintese (Paulmier, 1986; Braga e cols., 1996;



1997). Suas propriedades farmacolégicas (Rotruck e cols., 1973; Nogueira e
cols., 2004) foram evidenciadas a partir da descoberta da presenca do
elemento selénio, como selenocisteina, no centro ativo de enzimas
antioxidantes como a GPx, a glutationa peroxidase de hidroperoxidos lipidicos
(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 o0 ebselen e o (PhSe), como compostos
organicos de selénio.

O primeiro composto organico de tellrio foi sintetizado por Friedrich
Wohler em 1840. Porém, apenas a partir de 1970 os compostos organicos de
teldrio comecaram a ser explorados pelos quimicos organicos, refletindo no
crescimento exponencial de artigos publicados desde entdo (Klaman, 1990).
Embora determinados compostos de teltrio exibam propriedades miméticas da
GPx in vitro, diversos estudos tém demonstrado seu potencial toxicolégico
(Maciel e cols, 2000; Meotti e cols, 2003; Nogueira e cols, 2003, Nogueira e

cols, 2004).

3.3 Disseleneto de difenila

O (PhSe); (figura 4) € um composto organico de selénio que apresenta
efeitos antitlcera (Savegnago e cols., 2005), antiinflamatério, antinociceptivo
(Nogueira e cols., 2003), hepato-protetor (Borges e cols., 2006) e antioxidante
em alguns modelos experimentais para a avaliacdo 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), também apresenta atividade quelante
em animais expostos ao cadmio (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 hepético induzido por 2-nitropropano

(Borges e cols, 2005, 2006).

Figura 4 — Estrutura do disseleneto de difenila

O (PhSe), 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 farmacoldgicas apresenta baixa toxicidade
em ratos e camundongos (Perottoni e cols, 2005; Fachineto e cols, 2006). A
LDso encontrada para ratos e camundongos injetados via intraperitonial é de
0,65 umol/kg e 150 umol/kg, respectivamente. Para ratos e camundongos
injetados pela via subcutdanea a LDsp foi de 0,9 ymol/kg e >500 pmol/kg,

respectivamente (Meotti e cols, 2003).
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Figura 5 — Esquema da atividade mimética da glutationa peroxidase por
compostos organicos de selénio (Nogueira e cols., 2004).
Porém, a exposicdo aguda ou crbnica (de 14 a 21 dias) a doses altas de
(PhSe)2 leva a inibicdo da enzima &-ALA-D, a diminuicdo dos niveis de tibis
enddégenos de baixo peso molecular (Maciel e cols., 2003), e causa danos
cerebrais em camundongos (Maciel e cols., 2000). Os danos cerebrais podem
ser consequéncia da acgao inibitéria sobre a enzima Na'K*ATPase (Borges e
cols., 2005) e/ou de alteragBes no sistema glutamatérgico (Nogueira e cols.,
2001) verificados ap0s a exposicdo a estes compostos. Trabalhos mostram
gue, embora a atividade Tpx do (PhSe)2 seja importante para a sua atividade
antioxidante, esta caracteristica também pode contribuir para sua atividade
toxica. Isso ocorre devido a oxidagdo de tidis essenciais de enzimas
importantes, levando a sua inativagdo (Nogueira e cols., 2004). Como exemplo
bem caracterizado na literatura, temos a enzima &-ALA-D que é extremamente
sensivel a agentes ligantes de grupos tiél (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 oxidacao de residuos cisteinil essencias presentes no sitio ativo desta
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enzima (Farina e cols., 2002). A figura 6 mostra um mecanismo de ag¢ao pelo

qual o (PhSe)2 levaria a formagédo de uma espécie enziméatica inativa (Nogueira

e cols., 2004).
cysteinyl=5H \‘\_ cysteinyl=5-SePh
.l/ I‘I*
2 ¢ PhSeScPh E .
cysteinyl—SH cysteinyl—SH
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rybt:lr]}-!—.‘i-ﬁg{’h /\.‘}51:‘”!}1_5
. /
E | = E N
! k.
\, 7.
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Figura 6 — Possivel mecanismo de interacdo de organodisselenetos com tidis

protéicos (Nogueira e cols., 2004).

3.4 Ebselen

O ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3[2H]-ona) (figura 7) é um
composto organico de selénio que tem sido extensivamente estudado na uUltima
década. O ebselen possui como interesse particular sua atividade mimética da
GPx, especialmente da PHGPx (Wendel e cols., 1984; Mdller e cols., 1985;
Nogueira e cols., 2002; Klotz e cols., 2003). Este composto reage com grupos
tidis, como a glutationa (GSH) (Ullrich e cols., 1996), e apresenta uma série de
propriedades farmacoldgicas, tal como inibicdo da peroxidacdo lipidica

(Parnhan & Graf., 1987), inibicdo da atividade de lipoxigenase (Parnhan &
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Graf., 1987), bloqueia a produgcdo do anion superdxido e desempenha um
papel protetor contra o peroxinitrito (Masumoto & Sies, 1996).

Além da atividade antioxidante, o ebselen apresenta propriedades
antiinflamatdria, antinociceptiva, neuroprotetora e antillcera em varios modelos
experimentais ex vivo (Maiorino e cols., 1992; Nogueira e cols., 2004). Devido a
acao neuroprotetora em culturas de neurdnios (Tan e cols., 1997), e tem sido
usado no tratamento clinico de pacientes com isquemia aguda (Yamaguchi e
cols., 1998; Kondoh e cols., 1999). Este composto também demonstra
atividade hepatoprotetora, agindo contra o dano hepatico induzido por
paracetamol, CCl4, lipopolissacaridio e Propionibacterium acnes, etanol, e
injuria por isquemia-reperfusdo (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 nao libera o elemento selénio de
sua molécula no decorrer do seu metabolismo (Parnhan & Graf, 1987), o que
pode ser responsavel por sua baixa toxicidade. Esta caracteristica foi também
demonstrada por Wendel e cols. (1992), que suplementaram animais
deficientes em selénio e com atividade da GPx baixa com ebselen, e

observaram que a atividade da enzima nao foi restaurada.
NN N
- | K'H X /
e _"_,-""h—, ek S

Figura 7 — Estrutura quimica do ebselen

3.5 Ditelureto de difenila
Compostos inorganicos de tellrio sdo encontrados na forma de sais. Ja

em 1899 o Manual da Merck indicava o telurato de potassio como antihidrotico.
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O telurato de sodio era também usado como antiséptico, antipirético e no
tratamento de Ulcera gastrica, de reumatismos e da febre tiféide. Entretanto,
mais recentemente, tem-se verificado que os compostos de tellrio inorganico
apresentam caracteristicas toxicas afetando uma série de 6rgaos (; Agnew &
Curry 1972; D'gregorio & Miller, 1988; Toews e cols., 1991; Taylor, 1996).

Os compostos organicos de telurio, tal qual o telurio elementar, séo
muito téxicos, 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 inibicdo de uma série de enzimas
com tibis essenciais em sua estrutura (Blais e cols, 1972; Deuticke e cols,
1992). Como exemplo, temos a enzima sulfidrilica 8-ALA-D, que é uma enzima
gue possui dois residuos cisteinil essenciais em seu sitio ativo, e que é inibida,
tanto in vitro como in vivo, por compostos organicos de tellrio, devido a
oxidacdo de seus grupos tiois (Maciel e cols, 2000; Meotti e cols, 2003;
Nogueira e cols, 2003). De fato, quando a ®-ALA-D inibida é exposta ao
ditiotreitol (DTT), um composto dissulfidrilico doador de grupamentos tidlicos, a
enzima é reativada, devido a redugcdo das pontes S-S, restaurando assim a
atividade enzimatica (Perottoni e cols; 2005).

No caso especifico do (PhTe), (figura 8), este composto inibe a enzima
Na®, K" ATPase por oxidar seus grupos tiois in vitro (Nogueira e cols, 2003) e in
vivo (Prigol e cols, 2007), e inibe a atividade da &-ALA-D de figado de ratos,
apresentando ICso de aproximadamente 10 uM (Barbosa e cols, 1998). Porém,
o (PhTe), nao altera a atividade 6-ALA-D de folhas de pepino, provavelmente

devido ao fato desta apresentar apenas um residuo de cisteina em sua
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estrutura, enquanto que a 06-ALA-D animal, possui dois residuos de cisteina
essenciais em sua estrutura. Isto refor¢a ainda mais a importancia da oxidagéo

de grupos tiélicos como mecanismo envolvido na toxicidade deste composto

O
\

Te

(Farina e cols, 2002).

Figura 8: Estrutura quimica do ditelureto de difenila.

O (PhTe), também apresenta acao citotoxica, interferindo nos sistemas
de fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas celulares, e alterando a
organizacdo e a estrutura celular (Moretto e cols, 2005). lwase e cols. (2004)
também demonstraram que este composto induz a ativacdo de caspases a
baixas concentragdes, levando a morte celular.

O (PhTe), também é neurotéxico. E um dos possiveis mecanismos de
neurotoxicidade deste composto esta ligado a sua atividade inibitoria sobre a
enzima Na®, K* ATPase. Esta enzima, presente na membrana celular e
responsavel pelo transporte ativo de soOdio e potassio nas células,
especialmente nas do sistema nervoso central (Doucet, 1998; Jorgensen,
1986), é inibida pelo (PhTe), tanto in vitro (Borges e cols., 2005) como in vivo
(Prigol e cols., 2007).

As propriedades toxicoldgicas do (PhTe), podem ser usadas com
finalidade farmacoldgica. Este composto possui também atividade inibitéria
sobre a enzima TrxR, que é responsavel por fornecer equivalentes redutores
(tiorredoxina - TRX-SH) as redutases de ribonucleotideos, tendo sua expressao

génica aumentada nas células tumorais e auxiliando no seu crescimento
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(Grogan e cols., 2000). Sua inibicdo pode levar a uma diminuicdo da taxa
mitética das células tumorais. Trabalhos de Engman e cols. (2000a,b) mostram
gue compostos analogos ao (PhTe), sdo bons inibidores da TrxR, e portanto

bastante eficientes contra culturas de células de cancer de célon.

4. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob
a forma de um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no préprio artigo. O
manuscrito esta disposto na forma que foi submetido ao periédico Archives of

Toxicology.
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ABSTRACT

The effects of ebselen. a seleno compound with confirmed antioxidant properties, on LDH
activity from different sources, was compared with two other organochalcogens. diphenyl diselemde and
diphenyl ditellunide, that can easily interact with thiol in exchange reaction. The effects of compounds
were tested on homogenates from rat liver and heart, and in purified LDH from rabbit muscle. Ebselen
was the most potent inlibttor of LDH (masximal mhibition at 2 pM to purnified and at 20 uM to LDH from
heart and liver). Diphenyl diselemude followed by diphenyl ditelluride also inlubited the LDH activity. In
addition, the DTT reverted the mnhibition 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 hiver and heart LDH may be a possible target for toxicity of organochalcogens at relative low
concentrations, and indicate that the use of LDH as a marker of cell viability may be biased by a direct
wnhibitory effect of ebselen or other chalcogemides on LDH. resulting in false protection m in vitre

system

Kev words: organocalchogens. lactate dehydrogenase. antioxadant compounds. sulthydrvl-bnding

reagents.
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INTRODUCTION

Lactate dehydrogenase is a regulatory enzyme that occurs in tissues of vertebrates mainly in five
1soenzymes (My. M;H, M;H,, MH;, and Hy) that catalyze the reduction of pyruvate to lactate or the
oxidation of lactate to pyruvate (Le Bras and Garel 1991, Vinals et al 1995).

The two different subumits (M and H) favor dissinular behaviors: the LDH 1soenzyme M4 favors
rapid reduction of very low concentrations of pyruvate to lactate i skeletal muscle, and the 1soenzyme
H4 tends to favor rapid oxidation of lactate to pyruvate n the cardiac muscle (Phillips et al 1981).
Although a third subumt type 1s known (type X) in vertebrates, thus subunit 15 usually present 1o only one,
or at most a few tissues (Goldberg 1963, Shaklee et al 1973). The LDH have two main domains: the
coenzyme (NAD or NADH) binding domain and the substrate binding domaimn (Le Bras and Garel 1991).

Dehydrogenases containing zine as a functional component on the active site, such as LDH. can
be inhibited by sulthydryl-binding reagents, such as p-chloromercuribenzoate (Zheng et al 2003). It 1s
well known that cysteine residues are essential for the TDH activity, but X-rays of LDH crystals show
that the sulfhydryl group of Cys does not combine with substrate (Abad-Zapatero et al 1987, Vinals et al.
1995). Modifications of these proups by p-chloromercuribenzoate lead to inactivation. conformational
changes and partial unfolding of the enzyme (Zheng et al 2003). Furthermore, literature data indicate that
the binding of NAD(H) can mduce structural modifications on the active site and increase the
accessibility of cysteine residues to Cu(Il) accelerating their oxidation and, consequently, inducing the
enzyme activity loss (Pamp et al 2005) .

Organoselenium and organotellurium compounds have been extensively studied becanse of their
potential antioxidant capacity (Pamham and Graf 1991. Mugesh and Smgh 2000, Arteel and Sies 2001,
Mugesh et al 2001, Ren et al 2001, Noguewra et al 2004, Lv et al 2007, Puntel et al 2007, Prigol et al
2008). In lne of thus, literature data have indicate that these compounds can afford protective effect
aganst hpid peroxidation mduced by vanous kinds of pro-oxidants (Pambam and Graf 1991, Engman et
al 1992, Engman et al 1994, Nogueira et al 2004, Borges et al 2006, Puntel et al 2007, Pngol et al 2008).
The antioxidant activity of these organochalcogens has been related to their glutathione-like activity
{(Maiorino et al 1988, Jacquemin et al 1992, Sies 1993, Galet et al 1994, Sies 1995, Santos et al 2005) and
more recently to their thioredoxin reductase-like activity (Zhao and Holmgren 2002, Zhao et al 2002).
Thus, m order to reduce peroxides, these compounds must first form selenol/selenclate mtermediates
which can be accomplished via reduction of the Se moiety by different types of thiols (Wendel ef al 1984,
Muller et al 1985, Cotgreave et al 1992, Engman et al 1994, Nogueira et al 2004) (scheme 1).

Recently, literature data have proposed that ebselen could act as an antioxadant via formation of
ebselen diselemide (Zhao and Holmgren 2002, Zhao et al 2002), which could indicate that its antioxidant
activity posses more sinulanifies with diphenyl diselemde ((PhSe)s) than the cyclic ebselen.

For the case of tellurum contaming compounds, the chemustry can be more complex due to the
extreme mstability/reactivity of a tellurol mtermediate. It has been postulated that the antioxidant activity
of organotellurium compounds is linked to changes in the oxidation state of the Te atom (Te(Il) «»
Te(IV) (Engman et al 1995 Nogueira et al 2004).

Although the thiol-peroxidase or thioredoxin-thiol-peroxidase (Zhao and Holmgren 2002, Zhao
et al 2002) can potentially be of hiological and therapeutic significance by modulating artificially the
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cellular levels of peroxides. the excessive oxidation of thiols by organochalcogens without a concommtant
reduction of peroxides can be potentially toxic to living cells (thiol-oxidase activity, scheme 2) (Nogueira
et al 2003).

The toxcology of organoselenium and tellurmum compounds 1s not completely understood. but
the thiol oxidase activity may explain part of the toxic effect of diorganoyl diselensdes and ditellunides
(Goeger and Ganther 1994 Maciel et al 2000, Farina et al 2001).

In line with this, previous reports from our research group have demonstrated that in vifro or in
vivo exposure of rodents and fruit fly to high doses of (PhSe), and diphenyl ditelluride ((PhTe)2) can
mactivate 5-ALA-D (Maciel et al. 2000, Farina et al 2002, Golombieski et al 2008) and Na™, K~ ATPase
by oxidazing their thiol groups in vifre (Nogueira et al. 2003) and in vive (Prigol et al 2007).

Considering that LDH is a sulthydril contaiming enzyme and plays a central role in cellular
metabolism_ we sought to deternune whether this enzyme could be considered a toxicological molecular
target for the thiol-oxidase activity of ebselen, an important antioxidant molecule that has been used in
different models of diseases and also in some chinical trials with relative success (Schewe 1995, Delanty
and Dachter 2000, Imai et al 2003, Lapchak and Zivin 2003). 1n a comparative way with (PhSe); (which
we have recently showed to whibit LDH from different sources (Kade et al 2008)) and (PhTe),. Our main
objective was to determine whether ebselen, (PhSe), and (PhTe), could have some degree-extent of
selectivity in inhibiting different isoforms of LDH and also to deternune whether the direction of the
reaction (1.e.. from lactate to pyruvate or pyruvate to lactate) could change the mhibitory potency of these
compounds. Since (PhTe), is extremely toxic to rodents, we also sought to determine whether some of the
differential toxacity of these two analog forms of arvichalcogenides (diselemide and ditelluride) could be
related to a distinet inhibitory potency towards LDH.

MATERTATLS AND METHODS

Chemicals

Lactate dehydrogenase, lactic acid, f-nicotmamde adenine dimucleotide (NAD+), and DL-dithiothreitol
(DTT) were obtained from Sigma (St Lomws MO, USA) Diphenyl diselemide [(PhSe),]. diphenyl
ditellunide [{PhTe).] and ebselen [2-phenyl-1.2-benzisoselenazol-3(2H)-one] (Fig. 1) were synthesized
according to literature methods (Paulmier 1986, Engman 1989 Petragnam 1994} All other chemicals
were of analvtical grade and purchased from Merck (Darmstadt. Germany).

Animals

Male adult albino Wistar rats (150-250 g) from our own breeding colony were used. The ammals were
kept on a 12-h light/dark cycle, at a room temperature of 22 °C and with free access to food and water.
The ammals were used according to the guidelines of the Comnuttee on Care and Use of Experimental
Animal Resources of the Federal University of Santa Marna, Brazil

Tissue Preparation
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Rats were killed by decapitation without anesthesia. The liver and cardiac muscle were quickly removed.
The tissues were placed on ice and homogemzed within 10 min in 9 volume of cold Trs-HCL 0.01M
buffer, pH 7.4. The homogenate was centrifuged at 4.000g at 4°C for 10 nun to vield a low-speed
supernatant fraction (51) that was used immediately for biochemical assay. Before the assays the liver
and heart S1 were diluted 4 and 5 times. respectively. The purified LDH was diluted 80 times before use.

Enzyme assay

The effects of organochalcogens [ebselen, (PhSe), and (PhTe), (0.5-100 ui)] on LDH activity
was assayed according to the method described 1 Pereira et al. (Pereira et al 1991). The enzyme activity
was measured by determining the amount of NADH formed at 37°C (lactate — piruvate reaction). The
compounds effects were investigated m four different situations in wluch the compound was incubated
for 15 mun: (1) with LDH 1n the presence of NAD™, with the reaction been started with addition of lactate;
(2) with LDH in the presence of lactate. with the reaction been started with addition of NAD™ (3) with
LDH (without the lactate and NAD"). with the reaction been started with the addition of both substrate
and cofactor: (4) mncubation with lactate and NAD™ (without the LDH), and the reaction started when
added the enzyme. The reaction product (NADH) was determuned spectrophotometricaly at 340 nm. The
reaction was linear by 1 minute. The substrate (lactate) and cofactor (NAD™) concentrations were 50 mM
and 0.1 mM. respectively.

The effects of (PhSe), also were investigated on purified LDH activity by consume of NADH
(piruvate — lactate reaction) according to the method of Hewitt et al. (Hewatt et al 1999) with some
modifications. Briefly, LDH activity was assayed following the decrease in NADH concentration at 340
nm at 37°C. The buffer used was Tris-HCI (pH 7 4). The compound effects on enzyme activity were
mvestigated using the same protocol before described (lactate — piuvate reaction). The substrate
(piruvate) and cofactor (NADH) concentrations were 0.16 mM and 0.1 mM_ respectively.

Proteciive effect of DTT on LDH inhibition induced by organochalcogens

To mnvestigate a possible mvolvement of cystemnyl groups i the inlubstory actions of
organochalcogens, the protective effect of a thiol reducing agent, dithiothreitol (DTT). was examuned.
The samples of LDH punified from rabbit muscle were incubated for 20 min at 37°C m the presence of
lactate and/or NAD” or in the absence of both. and with (PhSe)2 (5 M), (PhTe)s (40 uM) or ebselen (0.5
MYy DTT (1 mM) was added at the start or at 10 minutes of incubation. The reaction was started by

addifion of substrate and/or cofactor, or addition of LDH to the medmm.

Statistical analysis
Data were analyzed statistically by one-way ANOVA. followed by Duncan’s multiple range test
when appropriate. Differences between groups were considered significant when P = 0.05.

RESULTS

Effect of organochalcogens on LDH acrivity
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(PhTe),. (PhSe), and ebselen mhibited in a concentration-dependent manner the LDH activity
from rabbit muscle purified (Fig. 2) and from rats heart and liver homogenates (Fig. 3 and 4). Ebselen was
the most effective LDH mhibitor and 1t caused a maximal mhibitory activity at 2 pM on punfied LDH
from rabbit muscle (Fig. 2A-C), and at 20 M on LDH from rats heart and liver homogenate (Fig. 3A-C;
4A-C).

(PhSe); followed by (PhTe), also presented a significant inhibitory effect on LDH activity.
(PhSe); mhibited the enzyme in concentrations ranging 10 to 40 uM, whereas the enzyme was sensitive to
(PhTe). in concentrations ranging 40 to 100 uM. When the reaction was started by enzyme addion (Fig.
2D, 3D and 4D). only ebselen and (PhSe). (concentrations starting 10 pM) had a slight, but significant,
mhbitory effect on purified LDH (Fig. 2D). In contrast, cardiac and hepatic LDH (Fig. 3D and 4D) were
not inhibited by (PhSe), or (PhTe); compounds.

Table 1 shows the ICsg. inhibitor concentration necessary to reduce the 1mtial veloeity to half of
the three tested compounds on the different pre-incubations. This parameter was determined using Dixon
Plot method (Dixon and Webb 1964) We may observe that when ILDH mnhibition was obtained in the
presence of NAD™, ebselen was the most powerful mhibitor. with an ICs; of 0.16 + 0.02 uM to purified
LDH. In rats tissues. ebselen presented higher inhibitory effect on cardiac LDH (ICsq 5.16 £ 0.55 pM) than
on liver LDH (ICs; 9.14 + 0.17 uM). (PhSe), presented an IC5; of 3.02 + 1.25 pM to punified LDH, 17.39
+ 32 pM and 24.2 £ 0.91 yM to rat heart and liver LDH. respectively. (PhTe); was the poorest LDH
inhibitor in these conditions, with an ICsp of 13.6 + 2.67 pM to purified enzyme, and 68.68 £ 3.23 pM and
74.65 £ 3.45 uM to heart and liver enzyme. respectively.

When the enzyme was exposed to organochalcogens i the presence of lactate, a similar behavior
from NAD" pre-incubation was obtained, where ebselen was the most powerful LDH inhibitor followed by
(PhSe), and (PhTe),, for all enzyme sources. A companson between the different rat tissues LDH shows
that for all compounds tested, heart LDH was more sensible to inhibition than liver LDH. The exposure of
the enzyme to ebselen, (PhSe}; and (PhTe), m the absence of both lactate and NAD™ was characterized by
a higher ICsp for all compounds in comparison to the pre-incubation with NAD™ and lactate. In this
condition ebselen showed higher inhibitory effect on LDH. followed by (PhSe); and (PhTe),. In fact, for
purified LDH, all compounds presented an increased ICs; when the enzyme was exposed alone to
organochalcogens, followed by the pre-incubations with lactate and NAD™ When the pre-incubation
pertod was done without the presence of the enzyme (reaction starting with enzyme addition), hghest
values 1n comparison with other exposure situations were obtained; for purified LDH, ICs; were: ebselen
2.820.05 pM. (PhSe), 81 81 = 22.2 pM: and for (PhTe); was not possible to calculate.

In figure 5, a set of tests with (PhSe):-induced LDH inhibition are shown. In this case, a piruvate
— lactate reaction was done in order to obtain a better physiological idea of the phenomenon involving
LDH mhibition with organochalcogens. Here, we observe that (PhSe); sigmficantly inhibited the enzyme
activity 1n all tested situations, and it was necessary lower (PhSe), concentration to reach this inhibitory
effect than for lactate — puuvate reaction (fig. 2A-D). The concentration of (PhSe); necessary to imhibat
50% of LDH activity (ICs,) for the prruvate — lactate reaction was 3.11 £0.73, 3.19 = 0.065 and 1.94 =
0.12 for LDH incubated in the presence of piruvate, NADH and enzyme alone, respectively.
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Protective effect of DTT on LDH inhibition indiced by organochalcogens

The DTT protective effect on punified LDH inhibition mduced by organochalcogens compounds
were tested on 4 sets of mcubation described 1n the previous expeniments: compounds plus enzyme and
NAD+, reaction started by lactate; compound plus enzyme and lactate, reaction started by NAD+
(cofactor); compounds plus enzyme. reaction started by lactate and NAD+; and compound plus lactate and
NAD+, reaction started by enzyme.

{PhSe), (5 ph) mhibited 91%. 61% and 92% of LDH activity when this compound was mcubated
in the presence of NAD™ (Fig. 6A). lactate (Fig. 6B) and only enzyme (Fig. 6C). respectively. The addition
of DTT to reaction medium. as at the beginning as at 10 min of incubation (total incubation time of 20
minutes) restored the LDH activity at the control level. (PhSe); did not mhibit the LDH activity when the
enzyme was not incubated previously with compound (Fig. 6D).

(PhTe): (40 pv) mhibsted 65%. 44% and 55% of LDH activity when this compound was
incubated in the presence of NAD™ (Fig. 7A). lactate (Fig. 7B) and only enzyme (Fig. 7C). respectively.
The addition of DTT to reaction medium. as at the beginning as at 10 min of incubation (total tncubation
tume of 20 minutes) restored the LDH activity at the control level. (PhTe), 40 pM did not inhibat the LDH
activity when the enzyme was not incubated previously with compound (Fig. 7D).

Ebselen (0.5 pM) inhibited 49%. 65% and 63% of LDH activity when tlus compound was
incubated in the presence of NAD™ (Fig. 8A). lactate (Fig. 8B) and only enzyme (Fig. 8C). respectively.
The addition of DTT to reaction medium. as at the beginning as at 10 min of incubation (total incubation
time of 20 minutes) restored the LDH activity at the control level when the compound was incubated wath
enzyme and NAD+; however, when ebselen was incubated with enzyme and lactate (Fig. 8B) or alone
with enzyme (Fig. 8C), the DTT was effective only when incubated since the start of incubation. Ebselen
did not mhibit the LDH activity when the enzyme was not incubated previously with compound (Fig. 8D).
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DISCUSSION

These results indicate that (PhSe);, (PhTe), and ebselen strongly inhibited LDH from rabbit
muscle and rats liver and heart. Thas wnhibition probable involves the interaction between these compounds
to essential cysteinyl residues of LDH enzyme, although these residues are not localized in the catalytic
site of enzyme. 1 e _ they did not combine with the substrate during the catalytic process (Abad-Zapatero et
al 1987 Vinals et al 1995). The importance of thiol groups for LDH catalysis 1z well known (Zheng et al
2003, Pamp et al 2005). Likewise. (PhSe),. (PhTe), and ebselen mnhibit 6-ALA-D by binding to critical
sulfhydryl groups on the enzyme (Nogueira et al 2003).

The purified LDH from rabbit muscle (M4 1soenzyme). predomnantly favor the rapid reduction
of piruvate to lactate and simultaneous oxidation of NADH to supply the glycolitic pathway with NAD™.
The exposure to compounds produced a similar mhibition on the LDH activity in all pre-incubations sets
(fig. 2A. 2B and 2C), except when the LDH started the reaction (fig. 2D) However, lower ebselen
concentration was needed to ihibit the enzyme activity. When the reaction was started with enzyme
addition. only ebselen and (PhSe); had a slight, but significant inhibitory effect on the LDH activity.

In table 1, if 15 possible to observe that when LDH from three enzyme sources was incubated with
NAD™ or substrate. the LDH inhibition was higher than in the incubation without lactate and NAD™. When
the reaction was started with addition of LDH. a high IC.; was observed for all compounds. expected by
ebselen on purified LDH. Thus. the presence of the substrate or cofactor in the reaction medinm would
merease the access of the organochalcogens to thiol groups, increasing, by this way. the LDH inhibition.
This hypothesis 1s in agreement with previous work of Pamp et al (Pamp et al 2005}, which showed that
NAD™ increases the accessibility of sulfrydryl groups to Cu(ll}-mediated mlubition of LDH. However.
when the reaction was started with enzyme addition almost none inhibitory effect of the compounds on
LDH activity was observed. suggesting to a protective effect of lactate and NAD™ in physiological
conditions. This hypothesis is supported by work of Barbosa et al (2008). which showed no mhibitory
effect of high doses of diphenyl diselenide on LDH activity in in vive conditions; in fact, a slight increase
were observed m this situation. Moreover. the mhibitory effect of (PhSe): on LDH activity was tested on
piruvate — lactate reaction {figure 5), and it 1s possible to observe that (PhSe), had a lugher mhibitory
effect on piruvate — lactate than on lactate — piruvate reaction.

Furthermore. the observation of the different mcubation situations suggest the presence of a
noncompetitive factor 1 the mibition mduced by these compounds on liver and heart LDH. 1n view of the
absence of mhibition when the reaction was started with addition of the enzyme. However, it can be not
discard the possibility of that. at least in part. the absence of inhibitory effects may involve the short
interval of enzyme and inhibitor contact.

To corroborate the hypothesis of mvolvement of thiol oxidation in the LDH mbabition, we used
DTT to protect the enzyme against the effect of the organochalcogens (figure 6, 7 and 8). We observed
that the DTT prevented the LDH inhibition induced by organochalcogens in all simations tested, and this
lets clear the mvolvement of thiol groups in the LDH inlubition. Furthermore, when the enzyme was
exposed to (PhSe), and (PhTe), (figures 6 and 7). DTT protected (addition at the beginmng of incubation)
the essential thiol groups of LDH from oxidation. as well as reverted this oxidation (added to the medium
at 10 minutes after the respective organochalcogen). The DTT effect on ebselen inhibition depended of
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mcubation set: when the compound was mcubated with enzyme plus NAD+, DTT prevented and protected
the LDH enzyme. However. when ebselen was incubated with enzyme plus lactate or with enzyme alone,
DTT had only protective effect, since when added at 10 mun of mcubation, this reductor reactant did not
revert the mlibition mduced by this organochalcogen.

In conclusion. our findings indicate that ebselen, (PhTe), and (PhSe), are potent inhibitors of
LDH-catalyzed conversion of lactate to pyruvate by oxidizing essential thiol groups: and that the presence
of a substrate and/or cofactor may increase the inhibition induced by thiol oxidase-like activity
compounds. Furthermore, we also showed that the oxidation of essential thiols of LDH interfere more on
piruvate — lactate than lactate — piruvate reaction. for (PhSe),. The LDH inhibition may impair the
regulation of the extent of cellular acidosis, respiration. cell growth. oxidoresistance. and the generation of
recombinant protems. So, we concluded that LDH from different sources are possible targets for

organochalcogens toxicity.
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Figures legends

Fig 1 Compounds structures

Fig 2 Inhibitory effect of (PhSe),. (PhTe), and ebselen on purified LDH activity from rabbit muscle The
effect of compounds was tested i four situations: (A) enzyme 1 the presence of the cofactor (NAD™); (B)
enzyme in the presence of the substrate (lactate): (C) enzyme without both cofactor and substrate: (D) with
substrate and cofactor, and reaction started with the enzyme Data are expressed as mean=S E. for three
independent expeniments. * expresses difference of control at least p=20.05.

Fig 3 Inhibitory effect of (PhSe),. (PhTe), and ebselen on LDH from rat heart homogemized. The effect of
compounds was tested 1 four situations: (A) enzyme 1n the presence of the cofactor (NADT); (B) enzyme
in the presence of the substrate (lactate): (C) enzyme without both cofactor and substrate; (D) with
substrate and cofactor, and reaction started with the enzyme Data are expressed as mean=5 E. for three
independent experiments. * expresses difference of control at least p=0.05.

Fig 4 Inhibitory effect of (PhSe),, (PhTe): and ebselen on LDH from rat liver homogenized. The effect of
compounds was tested in four situations: (A) enzyme in the presence of the cofactor (NAD): (B) enzyme
in the presence of the substrate (lactate); (C) enzyme without both cofactor and substrate: (D) with
substrate and cofactor, and reaction started with the enzyme. Data are expressed as meantS E. for three
ndependent expeniments. * expresses difference of control at least p=0.05.

Fig 5 Inhibitory effect of (PhSe); on piruvate—lactate reaction of punified LDH activity from rabbit
muscle. The effect of the compound was tested in four situations: (-A-) enzyme in the presence of the
cofactor (NADH ): (-0-) enzyme in the presence of the substrate (pmuvate): (-V-) enzyme without both
cofactor and substrate; (-0-) with substrate and cofactor. and reaction started with the enzyme. Data are
expressed as meantS E. for three mdependent experiments. *expresses difference of control at least
p<0.05.

Fig 6 Effect of DTT (1 mM) on (PhSe)r-induced LDH inhibition. The compounds were incubated in four
situations: (A) with enzyme and cofactor (NAD™), reaction started with substrate: (B) with enzyme and
substrate (lactate). reaction started with cofator; (C) with enzyme. reaction started with cofactor and
substrate; (D) with substrate and cofactor, reaction started with enzyme. The incubation was carned out by
20 min at 30°C, and DTT was added at 10 min or at the beginning (0 min) of incubation. Data are
expressed as meantS E. for three independent experiments. *expresses difference of control at least
p=D0.05.

Fig 7 Effect of DTT (1 mM) on (PhSe}-induced LDH mhibition. The compounds were mcubated in four
situations: (A) with enzyme and cofactor (NAD"), reaction started with substrate; (B) with enzyme and
substrate (lactate), reaction started with cofator: (C) with enzyme, reaction started with cofactor and
substrate; (D) with substrate and cofactor, reaction started with enzyme. The incubation was carried out by
20 mun at 30°C, and DTT was added at 10 mun or at the beginning (0 mumn) of incubation. Data are
expressed as meantS E. for three independent experiments *expresses difference of control at least
p<0.05.

Fig. § Effect of DTT (1 mM) on ebselen-induced LDH inhibition. The compounds were incubated in four
situations: (A) with enzyme and cofactor (NAD"), reaction started with substrate: (B) with enzyme and
substrate (lactate). reaction started with cofater; (C) with enzvme, reaction started with cofactor and
substrate; (D} with substrate and cofactor, reaction started with enzyme. The incubation was carried out by
20 nun at 30°C, and DTT was added at 10 mun or at the beginnmg (0 min) of incubation Data are
expressed as meantS E. for three independent expeniments. *expresses difference of control at least
p=0.05.
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Scheme legends
Scheme 1 Gluthatione peroxidase cycle of ebselen. GSH represent a gluthatione molecule.

Scheme 2 Thiol oxidase futile cycle of diorganochalcogens (X=Se or Te). RSH can represent a low molecular
endogenous molecule (glutathione, cysteine. etc) or thiol-containing proteins (5-ALA-D. Na~, K™-ATPase).
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Cen o7t O

Ebselen Diphenyl Diselenide Diphenyl Ditelluride
Figure 1
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Table 1 — IC;; values for LDH inhlubition with ebselen, diphenyl diselenide ((PhSe)2) and diphenyl
ditelluride ((PhTe)2), 1n four situations: (A) enzyme 1n the presence of the substrate (lactate); (B) enzyme
m the presence of the cofactor (NAD™); (C) enzyme without both cofactor and substrate; (D) with substrate

and cofactor, and reaction started with the enzyme.

ICs

Compound Incubation Liver Heart Purified
{A) Lactate 26.38 £2.39°T 1844 =228 434+187
(B) NAD+ 2420 +0.91% 17.39 =323 3.02+£1.25%

(PHSE). |(C) Only LDH 14.06+4.22% 27.72 = 10.62%* 15.81=0.75%
(D) Ne LDH 179.26 + 44 185 ne 81.81=22.20%
(A) Lactate 7.64+0.38% 3.35+0.94% 0.57 =0.08%
(B) NAD 9.14+0.17% 5.16 = 0.55%7 0.16 + 0.02%3

Ebselen (C) Only LDH 11.00 = 1.96%! 3.78 £2.39%2 0.82+0.3%
(D) No LDH 63.16 £ 14.23%1 ne 2.82 =005
{A) Lactate 87.44 £ 1.68%" 67.31+221% 31.23 0 2.67°
(B) NAD 74.65 = 3.45% 68.68 = 3.23% 13.6=2.67*

(PHTE). |(C) Only LDH 136.17 £33 .86 ne 52770 4.7%°
(D) No LDH 190.25 =2587° ne ne

&8¢ Different letters show statistically difference between incubation situations, for the same compound

and LDH source (at least p=0.05).

123 Different numbers show statistically difference between different LDH sources, for the same
compound and incubation situation (at least p=0.05).
nc — not calculated

45



S P
1T
H ‘\' ) | i \.: .::;,__:jr ': ikl
&
) \
{
[ \ ;
0 et i ijﬁxﬂ
l’ | y .:-H_‘___.-J'\-\ .--'-'-e-_~‘.___.-
l_ﬁﬁ.-x] A N G5H ,lf" : &
| H o= O e, SECROIE
L. e S8l
t |
1 |
H.0 =-ﬂ_j-:_& f.f,- i5H
(A o
Il\\\. llJ | | . # !
' L % " - +
Hae T E i AR
Il L ]
[ah ]

Scheme 1

2RSH + RXXR > RSSR + 2RXH

2RXH + 02 > RXXR

Scheme 2

46



5 - Discussao

Considerando que a LDH € uma enzima contendo grupamentos sulfidril
e que possui uma fungao 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 doengas e também em algumas tentativas clinicas com relativo sucesso
(Delanty & Dichter, 2000; Imai e cols., 2003; Schewe, 1995), bem como do
(PhSe), (o qual recentemente mostrou ser um inibidor da LDH (Kade e cols.,
2008) e (PhTe),. Assim, este trabalho investigou se o ebselen, o (PhSe); e 0
(PhTe), apresentam algum grau de seletividade em inibir diferentes isoformas
da LDH e também avaliou se a direcdo da reacdo (lactato a piruvato ou
piruvato a lactato) poderia mudar a poténcia inibitéria destes compostos.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que, o (PhSe),, o
(PhTe), e, principalmente, o ebselen séo fortes inibidores da LDH purificada de
musculo esquelético de coelhos, e da LDH de figado e coracdo de ratos. Esta
inibicdo provavelmente envolve a interagao entre os organocalcogénios com 0s
residuos sulfidril esséncias da enzima LDH. Embora esses residuos ndo
estejam localizados no sitio catalitico da enzima e ndo combinem com o
substrato durante o processo catalitico, a oxidacdo destes grupos sulfidril leva
a uma forma enzimatica inativa. A importancia destes residuos tem sido bem
descritas na literatura (Zheng e cols., 2003; Abad-Zapatero e cols., 1987; Pamp
e cols., 2005).

Neste trabalho é possivel observar que quando a LDH de diferentes

origens foi incubada com NAD" ou lactato, a inibicdo da enzima foi maior que
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guando incubada sem o cofator e 0 substrato. Esses estudos sugerem que a
presenca do substrato ou do cofator no meio de reacdo poderia estar
facilitando o acesso dos grupos sulfidrila da LDH aos organocalcogénios,
aumentando dessa maneira a inibicdo da enzima. Esta hipotese esta de acordo
com o trabalho prévio de Pamp e cols. (2005) o qual mostrou que a presenca
de NAD" aumenta a acessibilidade de grupos sulfidril enzimaticos a inibicéo da
LDH mediada por Cu(ll) em condi¢Ges in vitro. Contudo, quando a reacao foi
iniciada com a adicao da enzima, quase nenhum efeito inibitério dos compostos
foi observado sobre a atividade da LDH, sugerindo que em condi¢cbes
fisioldgicas 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 inibitério de altas doses de (PhSe), sobre a atividade da LDH de ratos
em condicdes in vivo, 0 que pode ser explicado tanto por um efeito protetor do
substrato e do cofator em conjunto, tanto como uma possivel baixa afinidade
do (PhSe), pelos grupos sulfidrila da LDH quando comparado a outras fontes
de grupos -SH, oxidando primariamente estas ultimas em condi¢des in vivo.
Além disso, pode-se sugerir a presenca de um fator ndo-competitivo na
inibicdo da LDH pelos organocalcogénios, em LDH de figado e coracédo de
ratos, em vista da auséncia de inibicdo quando a reacao foi iniciada com a
adicdo da enzima. Contudo, ndo pode ser descartada a possibilidade de que,
ao menos em parte, a auséncia de atividade inibitéria, 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 ndo pode ser descartada é auséncia de inibicdo enzimatica devido ao

pouco tempo de exposi¢cado da enzima ao composto nesta condigéo testada.
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No geral, verifica-se que a LDH purificada apresenta maior
susceptibilidade a acdo dos compostos, seguida pela fonte enzimatica cardiaca
e hepatica. Este efeito pode ser devido a interacdo exclusiva dos compostos
com grupos —SH da LDH, a unica fonte disponivel de grupos tidlicos no meio.

Para corroborar a hipétese do envolvimento da oxidacdo de grupos tidl
na inibicdo da LDH de diferentes tecidos e o mecanismo de toxicidade do
ebselen, (PhTe), e (PhSe),, foi testado o efeito protetor do DTT, um agente
sulfidrilico redutor, na inibicdo da LDH induzida pelos organocalcogénios. Foi
possivel observar que o DTT, quando incubado em conjunto com o0s
organocalcogénios, preveniu a inibicdo da LDH em todas as situacdes de
incubacdo testadas, deixando claro o envolvimento da oxidacdo de grupos tidis
esséncias no processo de inibicdo da LDH pelos organocalcogénios. Além
disso, quando o DTT foi adicionado ao meio de incubacdo 10 minutos apds o
(PhTe), e (PhSe),, ocorreu também a reativacdo da enzima. Para o caso do
ebselen, o efeito do DTT em restaurar ou proteger a atividade da LDH
dependeu do meio de incubacdo: 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 apds a exposi¢do da enzima ao ebselen, este
agente redutor ndo reverteu a inibicdo induzida por este organocalcogénio.
Estes resultados sédo de particular importancia para trabalhos subsequentes
que avaliem a liberagdo da LDH como um marcador de morte celular, uma vez

que a inibicdo desta enzima pelos organocalcogénios pode representar um
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efeito protetor falso. Além disso, para o caso do ebselen, a reativacdo da LDH

por DTT s6 acontece na presenca do NAD".

6 — Conclusbes

De acordo com os resultados apresentados podemos concluir:

O ebselen, o (PhSe), e o (PhTe), foram capazes de inibir a enzima LDH,
sugerindo que esta enzima pode ser um possivel alvo toxicolégico destes
COMpostos;

O ebselen foi o mais potente inibidor da LDH de todas as fontes
testadas, seguido pelo (PhSe), e (PhTe),;

A reacdo piruvato — lactato, catalisada pela LDH, foi mais sensivel a
inibicéo induzida pelo (PhSe), do que a reacgao lactato — piruvato.

A presenca do substrato ou cofator aumentou a inibicdo da LDH
causada por todos os compostos testados, para as trés fontes da enzima,;

O DTT protegeu/reativou a LDH inibida pelos compostos testados,
confirmando o possivel envolvimento da oxidacdo de grupos tidis enziméticos

essenciais no processo inibitdrio induzido por organocalcogénios;
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