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RESUMO 

 
Tese de Doutorado 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria 

 

ESTUDOS TEÓRICOS E DE MODELAGEM MOLECULAR IN SILICO 

APLICADOS À INTERAÇÃO ENTRE A ENZIMA DELTA-

AMINOLEVULINATO DESIDRATASE E DISSELENETOS DE DIARILA 

AUTOR: ROGÉRIO DE AQUINO SARAIVA 

ORIENTADOR: JOÃO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA, DR. 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 06 de maio de 2013. 
 

A enzima δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) é uma metaloproteína essencial 

em vários processos biológicos, uma vez que é responsável por catalisar a formação de 

porfobilinogênio (PBG), um precursor dos tetrapirrólicos (heme, clorofila). Esta enzima é 

sensível a metais pesados e outros pró-oxidantes e, dessa forma, tem sido classicamente usada 

como um marcador na intoxicação por chumbo. Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado 

que o organocalcogênio disseleneto de difenila [(PhSe)2] pode ser um fármaco promissor por 

demonstrar várias atividades biológicas, incluindo antioxidante, neuroprotetora, anti-

inflamatória, anti-aterosclerótica e outras. Por outro lado, o (PhSe)2 e análogos também são 

tóxicos por inibir a atividade de enzimas sulfidrílicas, incluindo a δ-ALA-D. Baseados em 

dados experimentais, tem-se especulado que a inibição da δ-ALA-D de mamíferos pode 

ocorrer via oxidação de dois tióis vizinhos localizados no centro ativo da enzima. No entanto, 

não se tinha conhecimento de nenhum estudo baseado em modelagem molecular com o 

intuito de explicar esta interação de forma mais detalhada. Diante disso, objetivamos 

compreender essas interações a partir da modelagem molecular in silico, que consiste em 

métodos teóricos aplicados para representar ou mimetizar o comportamento e interação de 

ligantes e enzimas a partir de informações sobre os requisitos estruturais e termodinâmicos 

essenciais. Os estudos de docking molecular indicaram um papel importante das interações π-

π envolvendo Phe208 e cátion-π envolvendo Lys199 e Arg209 e anéis aromáticos do (PhSe)2 

e análogos bis 4-(clorofenil) disseleneto, bis 4-(metoxifenil) disseleneto e bis 3-

[trifluorometil(fenil)] disseleneto. Estas interações permitem uma aproximação entre átomos 

de Se do composto e –SH da Cys124 (3.3 – 3.5 Å). Os análogos também interagem de forma 

semelhante com o sítio ativo da δ-ALA-D. De acordo com o método MFCC (Fracionamento 

Molecular com Capas Conjugadas), foi possível observar interações envolvendo o (PhSe)2 e 

resíduos posicionados até uma distância de 8,5 Å do centroide do ligante. Phe79, Cys122, 

Cys124, Pro125, Asp120, Lys199, Lys252 e Cys132 demonstraram as maiores energia de 

interação (atrativa) com o (PhSe)2. O modelo molecular representado está em conformidade 

com ensaios in vitro e fornece informações importantes que reforçam o mecanismo de 

inibição especulado. Os grupos fenil do (PhSe)2 são fortemente atraídos por resíduos 

aromáticos e carregados positivamente presentes no sítio ativo da δ-ALA-D. Dessa forma, 

permite-se a aproximação da porção eletrófila Se–Se ao grupos nucleófilos –S
–
 dos resíduos 

Cys122, Cys124 e Cys132, facilitando a liberação de Zn(II), a oxidação dos tiolatos e a 

formação de duas moléculas de fenilselenol (PhSeH), levando a consequente inibição da 

atividade da enzima. 

 

Palavras-chave: toxicologia molecular, organocalcogênios, porfobilinogênio sintase, 

oxidação de tióis, tetrapirrólicos, docking molecular, bioquímica quântica.  
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Delta-aminolevulinic acid dehydratase (δ-ALA-D) is an essential metalloprotein found 

in several biological processes, since it is able to catalyze the formation of porphobilinogen 

(PBG), a precursor monopyrol of tetrapyrroles (heme and chlorophyll). This enzyme is 

sensible to heavy metals and other pro-oxidant agents and, consequently, it has been 

classically used as a protein marker for lead intoxication. Both in vitro and in vivo studies has 

shown that the organochalcogen diphenyl diselenide [(PhSe)2] could be a promising drug due 

to present antioxidant, neuroprotective, anti-inflammatory, anti-atherosclerotic and other 

activities. Contrariwise, (PhSe)2 could also be toxic because it can inhibit the activity of 

important sulfhydryl enzymes, including δ-ALA-D. Regarding some experimental data, it has 

been speculated that mammalian δ-ALA-D inhibition can occur via the oxidation of two 

vicinal thiols located in it active center site. However, no molecular model had been proposed 

in order to explain this interaction with details. Thus, we aimed to get a further understanding 

about the interaction involving δ-ALA-D and diselenides using in silico molecular modeling 

methods, which are consisted in theoretical methods applied in to represent or mimic the 

behavior and interaction of ligands and enzymes from their structural and thermodynamic 

information. Docking simulations indicated an important role for π-π interactions involving 

Phe208 and cation-π interactions involving Lys199 and Arg209 residues with the aromatic 

ring of (PhSe)2 and analogs bis 4-(clorophenyl) diselenide, bis 4-(methoxyphenyl)diselenide 

and bis 3-(trifluorometil(phenyl)diselenide. These interactions allowed an approximation 

between Se atoms and –SH of Cys124 (3.3 – 3.5 Å). The analogs interacted similarly with the 

active site of δ-ALAD. According to  the quantum method MFCC (Molecular Fractionation 

with Conjugated Caps), interactions involving (PhSe)2 could occur up to 8.5 Å distance from 

the centroid of active site. Phe208, Phe79, Cys122, Cys124, Pro125, Asp120, Lys199, Lys252 

and Cys132 displayed strong attraction energy to (PhSe)2. The representative molecular 

model is in accordance with in vitro assays and gives mechanistic support to previous 

speculative mechanism of inhibition. Phenyl moieties in (PhSe)2 can be strongly attracted by 

aromatic and positive charged residues from δ-ALA-D active site. This allows the 

approximation of the reactive electrophile moiety Se-Se to the nucleophile –S- groups from 

Cys122, Cys124 and Cys132, facilitating the release of coordinated Zn(II), thiol oxidation and 

formation of 2 molecules of phenylselenol (PhSeH). In conclusion, the presence of aromatic 

moieties in (PhSe)2 and its reactive electrophile moiety Se-Se are crucial to δ-ALA-D 

inhibition, which leads to thiol oxidation and consequent impairment of its activity. 

  

Keywords: molecular toxicology, organochalcogens, porphobilinogen synthase, thiol 

oxidation, tetrapyrroles, molecular docking, quantum biochemistry. 
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APRESENTAÇÃO 

  

  

No item INTRODUÇÃO é apresentada uma revisão sucinta da literatura sobre os 

temas trabalhados nesta tese.  

A metodologia realizada e os resultados obtidos que compõem esta tese estão 

apresentados sob a forma de artigos e manuscrito, os quais se encontram no item 

RESULTADOS. Nestes artigos constam as seções: Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão e Referências Bibliográficas.  

Os itens DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, encontradas no final desta tese, 

apresentam descrições, interpretações e comentários gerais sobre os artigos científicos 

incluídos neste trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES desta tese.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 ENZIMA DELTA-AMINOLEVULINATO DESIDRATASE: GENERALIDADES 

 

As porfirinas são uma classe especial de moléculas orgânicas essenciais à execução de 

vários processos biológicos vitais nos seres vivos (MOCHIZUKI et al., 2010). Estes 

compostos atuam como coenzimas ou grupos prostéticos de proteínas e, quimicamente, são 

constituídos por quatro anéis pirróis modificados, geralmente interconectados por ligações 

metínicas (=CH–) e uma região central contendo um íon metálico bivalente [Fe(II), Mg(II), 

Co(II), Ni(II)] (JAFFE, 2003; HEINEMANN et al., 2008). Como exemplos mais comuns 

desta classe de biomoléculas, podemos citar a heme (uma ferroporfirina, figura 1-A), a 

clorofila (uma magnésio-porfirina, figura 1-B) e a vitamina B12 (uma cobalto-porfirina, 

figura 1-C). 

A heme é um dos grupos prostéticos de proteínas mais importantes, podendo estar 

envolvida no transporte de oxigênio (hemoglobina e mioglobina), transporte de elétrons 

(citocromos a, b e c), biotransformação de xenobióticos (citocromo P450) e nos sistemas de 

proteção contra peróxidos (catalases e peroxidases) (JAFFE et al., 1995). Já a clorofila, de 

exclusividade dos organismos fotossintetizantes, é responsável pela absorção de luz para 

obtenção de energia e produção de moléculas orgânicas (MOCHIZUKI et al., 2010). 

 

 

 

Figura 1 – Estrutura química de porfirinas: heme B (A); clorofila a (B) e vitamina B12 (C). 
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A biossíntese das porfirinas (e de outros compostos tetrapirrólicos) requer, no geral, a 

atividade coordenada de mais de dez enzimas diferentes (Figura 2), incluindo a enzima delta-

aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) ou porfobilinogênio sintase (EC 4.2.1.24). A δ-ALA-

D é uma metaloenzima responsável pela síntese de porfobilinogênio (PBG), um monopirrol 

precursor comum na rota biossintética de todos os compostos tetrapirrólicos, via condensação 

assimétrica única de duas moléculas de ácido δ-aminolevulínico (δ-ALA) e perda de duas 

moléculas de água (AJIOKA  et al., 2006; NOGUEIRA & ROCHA, 2011). Essa enzima foi 

isolada pela primeira vez na década de 1950 (DRESEL & FLAK, 1953; GIBSSON et al., 

1955). 

 

Figura 2 – Rota biossintética dos tetrapirrólicos. Os nomes das enzimas estão apontados sobre as setas. No 

retângulo preto, é destacada a enzima δ-ALA-D. A: cadeia lateral acética;P: cadeia lateral propiônica; M: grupo 

metil; V, grupo vinil; ALA: ácido δ-aminolevulínico; PBG: porfobilinogênio. Adaptado de Heinemann et al. 

(2008). 

 

1.1.1 Estrutura e catálise da enzima δ-ALA-D 

 

Do ponto de vista estrutural, a  δ-ALA-D pode existir, em condições de equilíbrio, nas 

formas octaméricas de alta atividade (com peso molecular entre 280 a 300 kDa), formas 

hexaméricas de baixa atividade e configurações diméricas alternadas intermediárias 

(LAWRENCE & JAFFE, 2010), com um sítio ativo por dímero (Figura 3). O sítio ativo 

apresenta uma configuração tridimensional do tipo TIM-barril (ou α/β barril), onde ocorre o 

acesso das duas moléculas de δ-ALA.  
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No geral, o sítio ativo da δ-ALA-D dos seres vivos é bastante conservado. A δ-ALA-D 

proveniente de animais, leveduras e de algumas bactérias é uma enzima dependente de zinco 

(CHEH & NEILANDS, 1973; FINELLI et al., 1974), tendo sido demonstrado o envolvimento 

de resíduos de cisteína na união deste metal (DENT et al., 1990; MITCHELL & JAFFE, 

1993; SPENCER & JORDAN, 1994). A enzima proveniente de vegetais, apesar de possuir 

uma similaridade de 35-50% com a δ-ALA-D de outros organismos, apresenta como 

importante diferença estrutural a presença de íons magnésio (ao invés de zinco) coordenados a 

resíduos de ácido aspártico (ao invés de resíduos de cisteína) (SHIBATA & OCHIAI, 1977; 

TOMAI et al., 1979; BOESE et al., 1991; SCHAUMBURG et al., 1991). 

Nos animais e fungos, a δ-ALA-D é encontrada no citosol e a fonte do substrato δ-

ALA é mitocondrial (sintetizado a partir de glicina e succinil-CoA, via enzima ALA sintase). 

Já nos organismos eucariontes e fotossintetizantes (plantas), tanto a δ-ALA-D quanto o 

substrato δ-ALA são encontrados no estroma de plastídeos (cloroplastos), onde a reação 

acontece (nesse caso, o substrato δ-ALA é sintetizado a partir de um glutamato carreado por 

um RNA de transferência RNAt
Glu

) (HAMEL et al., 2009; MOCHIZUKI et al., 2010). As 

demais reações da biossíntese das porfirinas são comuns a todos os organismos. 

A ordem e os detalhes dos eventos químicos envolvidos na síntese de PBG pela δ-

ALA-D tem sido amplamente avaliados por metodologias variadas, incluindo cinética 

enzimática, mutagênese direcionada ao sítio, análises das interações do substrato  δ-ALA em 

diferentes estruturas cristalográficas (NANDI & SHEMIN, 1968, JBC; JORDAN ET AL., 

1980; JORDAN et al., 1986; JAFFE et al, 2001; FRERE et al., 2002; BREINIG et al., 2003;  

JAFFE, 2004) e, mais recentemente, por abordagem quântica in silico (ERDTMAN et al., 

2010). Em todos os estudos, há um consenso de que o grupamento ε-amino de um resíduo lisil 

do sítio ativo (Lys252 na δ-ALA-D humana) forma uma base de Schiff (–CH=N–) com o C4 

da primeira molécula de ALA, a qual origina a cadeia lateral P (propiônica) da molécula de 

PBG (o grupo amino dessa cadeia lateral se tornará o nitrogênio do anel pirrol). Em seguida, o 

nitrogênio do grupo amino da segunda molécula de ALA, que vai originar a cadeia lateral A 

(acética) do PBG, faz interação com o Zn(II) que está coordenado aos tiolatos de três resíduos 

cisteil (Cys122, Cys124 e Cys132 na δ-ALA-D humana). Ao mesmo tempo, o grupamento ε-

amino de outro resíduo lisil do sítio ativo (Lys199 na δ-ALA-D humana) também forma outra 

base de Schiff com o C4 desta segunda molécula de ALA (correspondente à cadeia lateral A). 

Conjuntamente, essas interações são essenciais para uma posterior condensação assimétrica 

das duas moléculas, seguida de liberação de água (Figura 4, ERDTMAN et al., 2010). 
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Figura 3 – Estruturas tridimensionais das conformações octamérica (de alta atividade) e hexamérica (de 

baixa atividade) da δ-ALA-D humana. a- Dímero octamérico (à esquerda) e estrutura octamérica (à direita) 

(código PDB 1PV8); b- Dímero hexamérico (à esquerda) e estrutura hexamérica (código PDB 1E51). Fonte: 

Breining et al. (2003). 

 

 

 

Figura 4 – Esquema do mecanismo catalítico da δ-ALA-D (baseado em cristais da δ-ALA-D de leveduras, 

códigos PDB 1H7O e 1OHL), demonstrando a condensação assimétrica de duas moléculas de ácido 

aminolevulínico (ALA) (cadeia lateral A (A-site em vermelho), cadeia lateral P (P-site, em azul)  ligadas 

covalentemente  a resíduos de Lys (K210 e K263),  formando bases de Schiff. Abaixo, nota-se o zinco (Zn
2+

) 

coordenado a três tiolatos (S
-
) dos resíduos de Cys (C133, C135 e C143). O esquema sugere um importante 

papel do Zn no reconhecimento do grupo amino da cadeia lateral A para posterior formação de porfobilinogênio 

(PBG) e perda de 2 moléculas de H2O. 
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Na espécie humana, a enzima  δ-ALA-D é codificada por um simples gene localizado 

no cromossomo 9q34, que apresenta dois alelos codominantes ALAD1 e ALAD2. A natureza 

desse polimorfismo ocorre devido a uma transversão de uma guanina (G) por citosina (C) no 

nucleotídeo de posição 177, levando a uma substituição do resíduo Asn59 (na ALA1) para 

Lys59 (na ALA2). Como a lisina é um resíduo com cadeia lateral carregada positivamente 

enquanto que a asparagina é um resíduo neutro, a expressão desses alelos resultam em três 

formas diferentes de isoenzimas, designadas  δ-ALA-D1-1,  δ-ALA-D1-2 e δ-ALA-D2-2. 

Sendo assim, os indivíduos heterozigotos ALAD-1/ALAD-2 expressam uma enzima mais 

eletronegativa quando comparada com indivíduos homozigotos ALAD-1/ALAD-1 e 

indivíduos homozigotos ALAD-2/ALAD-2 expressam uma enzima mais eletronegativa do 

que os indivíduos homozigotos ALAD-1/ALAD-1 (KELADA et al., 2001; FUJIHARA et al., 

2009). Contudo, essas diferenças de carga entre as isoenzimas não influenciam a atividade na 

síntese de PBG, uma vez que o sítio ativo não é afetado (JAFFE et al., 2001). 

 

1.1.2 Aspectos toxicológicos  

 

A inibição da δ-ALA-D pode prejudicar a rota biossintética da heme, resultando em 

consequências patológicas inespecíficas, uma vez que a produção exagerada de espécies 

reativas de oxigênio pode atuar nos mais diferentes órgãos e compartimentos celulares dos 

organismos nos quais são gerados (SASSA et al., 1989). Além da insuficiente produção de 

heme (que pode levar a uma doença conhecida por porfiria), a inibição da δ-ALA-D pode 

resultar no acúmulo de δ-ALA no sangue, levando à superprodução de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) (BECHARA et al., 1993). Assim, recentemente, tem se utilizado a δ-ALA-D 

como um potencial bioindicador de estresse oxidativo em condições patológicas (intoxicação 

por metais, hemodiálise, câncer, diabetes, hipotireoidismo) (GONÇALVES et al., 2005; 

SOUZA et al., 2007; VALENTINI et al. 2007). Porém estes resultados podem ter variáveis 

intervenientes relacionadas aos efeitos metabólicos severos causados por tais patologias, o 

que poderia levar a um possível erro de interpretação (GONÇALVES et al., 2005, 2009; DA 

SILVA et al., 2007; GROTTO et al., 2010).  

A dosagem da atividade da enzima δ-ALA-D tem sido utilizada há muito tempo como 

um marcador de exposição ao chumbo (Pb) (OSKARSSON, 1989; TAKEBAYASHI et al., 

1993; ZHAO et al., 2007). Além disso, indivíduos portadores de alelo ALAD-2 parecem 

apresentar um maior conteúdo de Pb no organismo e maior risco de intoxicação pelo mesmo, 
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possivelmente devido a uma maior afinidade da enzima determinada por este alelo 

(WETMUR, 1994). 

Além do chumbo, outros metais (mercúrio, cádmio, berílio) e espécies reativas são 

capazes de inibir a atividade da enzima δ-ALA-D (SASSA & KAPPAS, 1983; ROCHA et al., 

1993; SAKAGUCHI et al., 1997). A atividade da δ-ALA-D de mamíferos é inibida por 

moléculas quelantes como EDTA e a 1,10-fenantrolina (CHEH & NEILANDS, 1976; 

SOMMER & BEYERSMANN, 1984). Em mamíferos, esta inibição pode ser revertida pela 

adição de zinco (BEVAN et al., 1980), demonstrando que a δ-ALA-D requer zinco para estar 

ativa. O uso de agentes redutores, como ditiotreitol (DTT) e β-mercaptoetanol, também é 

capaz de reverter a inibição da δ-ALA-D causada por agentes oxidantes de grupamentos 

sulfridrílicos (JAFFE et al, 2001; JAFFE, 2004). 

 

 

1.2 COMPOSTOS ORGÂNICOS DE SELÊNIO COMO POTENCIAIS FÁRMACOS 

 

Nos últimos anos, vários grupos de pesquisa têm se empenhado no desenvolvimento 

de novos fármacos a partir de compostos sintéticos orgânicos contendo selênio (Se), 

principalmente pela evidência de que essas moléculas podem formar espécies nucleofílicas 

potentes, que poderiam exercer várias atividades biológicas interessantes (NOGUEIRA & 

ROCHA, 2011).  Apesar de o Se ter sido descoberto em 1817 por Berzelius, sua importância 

para o sistema biológico só foi descrita cerca de 100 anos depois. De fato, no começo do 

século XX, o selênio tornou-se notório por sua toxicidade (PAINTER 1941, CAMPBELL et 

al.,1952,  LACASSE & RICHER, 1976), mas sua importância e seu papel biológico ficaram 

obscuros até 1957. Neste ano, Schwarz e Foltz demonstraram que o selênio podia  prevenir 

uma necrose hepática em roedores alimentados com uma dieta deficiente em vitamina E e 

selênio  (SCHWARZ & FOLTZ, 1957). Todavia, o papel molecular desempenhado pelo Se 

nos sistemas biológicos só foi esclarecido 15 anos após esta publicação. Em 1973, um grupo 

europeu e um americano demonstraram que o Se estava associado à enzima glutationa 

peroxidase, mas a natureza química da interação não era conhecida (FLOHE et al., 1973, 

ROTRUCK et al. 1973). Cerca de 5 anos depois ficou demonstrado que o Se estava presente 

nesta enzima na forma química de selenocisteína (FORSTROM et al., 1978) e sugeria que o  

grupo selenol deste aminoácido teria papel fundamental na degradação de peróxido de 

hidrogênio.  
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A selenocisteína é um aminoácido análogo a cisteina e serina, onde os átomos de S ou 

O são substituídos por Se. Atualmente, cerca de 30 genes para selenoproteínas foram descritos 

(JOHANSSON et al., 2005) e em todos os casos o selênio está presente na forma de 

selenocisteína. Todavia, o papel biológico da maioria destas proteínas ainda não é conhecido. 

Além das glutationas peroxidases, que possuem papel fundamental na degradação de 

peróxidos, o selênio também faz parte de outras enzimas essenciais na regulação do estado 

redox da célula, destacando-se a sua participação na tiorredoxina redutase (ARNER & 

HOLMGREN 2000). 

Um dos potenciais candidatos a fármaco contendo Se bastante estudado é o ebselen (2-

phenyl-1, 2-benzisoselenazol-3(2H)-one, figura 5-A). Na década de 1980, Sies e 

colaboradores publicaram uma série de estudos mostrando que o ebselen era um mimético da 

glutationa peroxidase e podia neutralizar a ação de agentes oxidantes em sistemas biológicos e 

químicos. Cerca de quinze anos depois da primeira publicação de que o ebselen poderia ser 

um promissor agente antioxidante para o tratamento de patologias associadas com o estresse 

oxidativo, o composto foi usado com certo sucesso em 3 estudos clínicos envolvendo 

isquemia no sistema nervoso. Em estudos com roedores, o ebselen demonstrou ser uma droga 

efetiva na redução da ototoxicidade e nefrotoxicidade induzida pelo quimioterápico cisplatina 

(LUO et al. 2003, MUGESH et al. 2001, MAY 2002; LYNCH et al, 2005; NOGUEIRA & 

ROCHA, 2011).  

Outros compostos cujas atividades biológicas tem sido amplamente avaliadas nos 

últimos anos é o disseleneto de difenila [(PhSe)2] e análogos. Neste contexto, estudos 

envolvendo vários modelos in vitro e in vivo têm demonstrado que o (PhSe)2 pode ser 

considerado um agente terapêutico em potencial devido à evidência de atividade  antioxidante 

(da mesma forma que o ebselen, é também mimético da glutationa peroxidase e pode agir 

como substrato da tiorredoxina redutase), antiúlcera, neuroprotetora, anti-inflamatória, anti-

hiperglicêmica, anti-aterosclerótica e anti-hipercolesterolêmica, dentre outras  (DE BEM et 

al., 2009; DE FREITAS et al., 2009; SAUSEN DE FREITAS et al., 2010; NOGUEIRA & 

ROCHA, 2011; HORT et al., 2011). 

 

Figura 5 – Compostos orgânicos de selênio. (1) – ebselen, (2) disseleneto de difenila (PhSe)2 
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No entanto, de forma oposta, também tem sido demonstrado que o (PhSe)2 e análogos 

demonstram toxicidade, por apresentar efeitos citotóxicos (POSSER et al., 2011) e inibir a 

atividade de várias enzimas sulfidrílicas in vitro, incluindo a δ-ALA-D (MACIEL et al., 2000; 

BRÜNING et al., 2009, ARDAIS et al., 2011, KADE & ROCHA, 2010; PUNTEL et al., 

2010; STRALIOTTO et al., 2010; LUGOKENSKI et al., 2011).  

Tem sido demonstrado que a exposição in vivo ao (PhSe)2 inibe a δ-ALA-D de ratos 

(Rattus novergicus), camundongos (Mus musculus), peixe jundiá (Rhamdia quelen) e da 

mosca-de-frutas (Drosophila melanogaster) por oxidação de seus resíduos sulfidrílicos 

(BARBOSA et al., 1998; FARINA et al., 2002; SOARES et al., 2004; FACHINETTO et al., 

2006; GOLOMBIESKI et al., 2008), mas não a  δ-ALA-D do pepino (Cucumis sativus), uma 

vez que na δ-ALA-D de plantas, resíduos de cisteína são substituídos por resíduos de ácido 

aspártico e o metal Zn(II) é substituído por Mg(II), não havendo a possibilidade de oxidação 

de tióis catalíticos (FARINA et al., 2002; JAFFE, 2003).  

No entanto, é necessária uma continuidade nesses estudos de forma a elucidar de 

forma mais precisa os mecanismos de toxicidade de organocalcogênios frente à interação com 

a δ-ALA-D.  

 

 

1.3 MODELAGEM MOLECULAR IN SILICO COMO FERRAMENTA NA 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DE MOLÉCULAS  

 

A evolução de áreas como a fisiologia, a farmacologia, a bioquímica, a química 

orgânica, a física quântica, ao longo do século XX, puderam, conjuntamente, propiciar uma 

visão mais íntima da natureza biológica, entendendo-a como resultado de interações entre 

macro e micromoléculas com funções definidas e que estão em constantes transformações. 

Nesse sentido, a modelagem molecular in silico (usando ferramentas computacionais) 

consiste na aplicação de métodos teóricos utilizados para representar ou mimetizar o 

comportamento e interação de moléculas (RONCAGLIONI et al., 2008).  Esta compreensão 

tem sido considerada uma estratégia promissora na descoberta e planejamento de novos 

fármacos, uma vez que ela motiva a possibilidade de redução do tempo e dos altos custos 

envolvidos no desenvolvimento de novos medicamentos (MAGALHÃES et al., 2007).  

A modelagem molecular também pode avaliar parâmetros toxicológicos de 

substâncias frente a alvos importantes (SUN & YOST, 2007) e planejar teoricamente novas 
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moléculas que satisfaçam as propriedades eletrônicas e estruturais para um perfeito encaixe 

no sítio receptor (KITCHEN et al., 2004). Em estudos de toxicologia in silico, a abordagem é 

essencial para compreender os mecanismos de interação entre agentes tóxicos e alvos 

importantes, de forma a permitir um planejamento racional de fármacos com baixa afinidade 

para esses alvos (MA et al, 2011). 

A determinação da estrutura tridimensional de proteínas e outras moléculas por 

cristalografia de raios-X e RMN, somados ao conhecimento da química molecular e quântica 

e a aplicação da tecnologia computacional permitiram, conjuntamente, o desenvolvimento de 

técnicas de modelagem molecular que existem atualmente (MAGALHÃES et al., 2007). 

Para que se possam desenvolver estudos de modelagem molecular, existem dois tipos 

de métodos teóricos aplicados: os baseados em mecânica clássica e os baseados em mecânica 

quântica (PATRICK, 2007).  

Nos métodos baseados em mecânica clássica, a molécula é tratada como uma série de 

esferas carregadas (os átomos) conectadas por bastões (as ligações), sem considerar a posição 

dos elétrons. Esses métodos são usados para calcular as diferentes interações e energias 

(campos de força) resultantes do alongamento das ligações, ângulo de flexão, interações não-

ligadas e energias de torção (PATRICK, 2007; MAGALHÃES et al., 2007).  

Já a mecânica quântica usa física quântica para calcular as propriedades de uma 

molécula considerando as interações entre os elétrons e o núcleo de cada átomo, com a 

aplicação da equação de Schrödinger (equação 1): 

 

 Ψ=EΨ                                                                    (1) 

 

onde, de maneira bastante simplificada, o operador hamiltoniano ( ) descreve as energias 

potenciais e cinéticas entre elétrons e núcleo levando em consideração a posição espacial de 

cada partícula; o Ψ é a função de onda, que é uma função da posição da partícula e do tempo, 

e o E é a energia  total do sistema (ALMEIDA & SANTOS, 2001).  

Diferentemente da mecânica molecular, os átomos não são tratados como esferas 

sólidas. Para sistemas polieletrônicos, os cálculos se tornam mais complexos. Por isso, no 

intuito de fazer cálculos mais prováveis e executáveis, várias aproximações são feitas. Como 

exemplos dessas aproximações, podem ser citadas as aproximações de Born-Oppenheimer, 

onde os núcleos dos átomos são tratados de forma estática, enquanto que os elétrons são 

tratados de forma dinâmica, e os estudos da Teoria do Funcional da Densidade (DFT), que 

levam em consideração a densidade eletrônica (TOSTES, 1998). 
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Do ponto de vista computacional, os cálculos envolvendo métodos clássicos são mais 

rápidos, porém com uma menor acurácia quando comparado com os cálculos quânticos, já 

com os cálculos quânticos, ocorre o inverso, maior acurácia e mais lentos 

computacionalmente. Sendo assim, métodos quânticos são mais adequados para sistemas 

moleculares menores (ordem de 10 a 100 átomos), enquanto que os métodos clássicos são 

mais adequados para sistemas maiores (na ordem de 500 a 1000 átomos ou mais) (PATRICK, 

2007).  

Para o estudo das interações entre ligantes e macromoléculas (receptores proteicos, 

enzimas, DNA, canais iônicos), o método in silico mais utilizado é o de docking molecular. O 

problema de docking receptor-ligante consiste basicamente na predição do modo de ligação 

de uma pequena molécula ligante (inibidor ou substrato) na região de ligação (sítio ativo) de 

um alvo molecular, além da quantificação da afinidade de ligação entre o receptor e o ligante 

(KITCHEN et al., 2004; MAGALHÃES et al., 2007). 

No geral, os programas de docking combinam dois elementos fundamentais: (i) um 

algoritmo de busca, que são comandos que permitem atuar nos graus de liberdade do sistema 

ligante-macromolécula para que se conheçam os modos de ligação mais verdadeiros; e (ii) a 

função scoring, que consiste em métodos teóricos (na maioria das vezes clássicos ou com 

parametrização baseada experimentalmente) usados para predizer a força das interações  não-

covalentes entre as duas moléculas do sistema (KITCHEN et al., 2004). 

 

1.4 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

Embora estudos tenham demonstrado que o (PhSe)2 e análogos inibem a atividade da 

δ-ALA-D in vitro por oxidação de tióis, até o momento não havia a proposição de nenhum 

modelo molecular capaz de explicar esta interação mais detalhadamente. Baseados em dados 

experimentais, Farina e colaboradores (2002) especularam que a inibição da δ-ALA-D de 

mamíferos poderia ocorrer via oxidação de dois grupos tióis vizinhos localizados no centro 

ativo da enzima (FARINA et al., 2002). Nesse esquema (ver Figura 2 da página 59), um 

grupo –SH mais reativo (marcado com um *) deve fazer um ataque nucleofílico em um dos 

átomos de selênio do disseleneto, formando o primeiro selenofenol (PhSeH). Em seguida, 

seria esperado do –SH vizinho menos reativo atacar o átomo de enxofre do intermediário E–

S*-SePh, formando o segundo selenofenol (PhSeH) e, consequentemente, oxidando os dois 

tióis vizinhos, fazendo assim com que a enzima seja inibida. 
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Portanto, nossos estudos têm se concentrado em compreender as interações entre 

organocalcogênios (disseleneto de difenila e análogos) e enzimas sulfidrílicas por modelagem 

molecular in silico e estudos adicionais in vitro, de forma a entender os mecanismos de 

inibição bem como adquirir informações essenciais que permitam o desenvolvimento de 

novos fármacos organocalcogênios que mantenham suas propriedades terapêuticas 

evidenciadas em vários estudos in vivo e in vitro e, ao mesmo tempo, apresentem baixa 

afinidade para essas enzimas.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

 

Compreender, de forma mais detalhada, o mecanismo molecular envolvido na inibição 

da enzima -ALA-D pelo (PhSe)2 e análogos, através de estudos teóricos e de modelagem 

molecular in silico. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Analisar o modo de ligação do (PhSe)2 com a enzima δ-ALA-D humana através de 

docking molecular in silico; 

 Identificar os resíduos do sítio ativo da δ-ALA-D que interagem diretamente com o 

(PhSe)2, através de cálculos de DFT (método MFCC); 

 Explicar, com base nos modelos moleculares obtidos, como ocorre a oxidação dos 

grupos tióis catalíticos da enzima δ-ALA-D por disselenetos; 

 Analisar o grau de homologia entre a δ-ALA-D de diferentes organismos e 

correlacionar com a atividade inibitória dos disselenetos; 

 Correlacionar energia livre de afinidade calculada in silico com valores experimentais 

in vitro, bem como a distância entre o átomo de selênio dos disselenetos e o tiolato de 

resíduos de cisteína do sítio de ligação; 

 Contribuir com informações essenciais que permitam o desenvolvimento de novos 

fármacos organosselenetos com baixa afinidade para a δ-ALA-D. 
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3 RESULTADOS  

 

 

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

científicos (2) e manuscrito (1). Os itens ―Materiais e métodos‖, ―Resultados‖, ―Discussão‖ e 

―Referências Bibliográficas‖ estão contidos nos próprios artigos e manuscritos. Os artigos 

científicos estão dispostos na forma em que foram publicados nos periódicos Toxicology 

Research e Journal of Toxicology and Environmental Health-Part A, respectivamente. O 

manuscrito está disposto na forma em que se submete para publicação no periódico científico 

Journal of Theory Chemistry and Computation. 
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3.1 Artigo 1: ―δ-Aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) como proteína marcadora de 

intoxicação por metais e outras situações pró-oxidantes‖.  

 

 

 

 

 

 

 

Aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) as marker protein of intoxication 

with metals and other pro-oxidant situations 

 

 

João B. T. Rocha, Rogério A. Saraiva, Solange C. Garcia, Fernanda S. Gravina and Cristina 

W. Nogueira 

 

 

Toxicology Research, 

v. 1, pp. 85-102, 2012 
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Artigo 2: ―Estudos de docking molecular de disselenetos de diarila dissubstituídos como 

inibidores da enzima δ-aminolevulinato desidratase de mamíferos‖ 

 

 

 

 

 

 

Molecular docking studies of disubstituted diaryl diselenides as mammalian  

δ-aminolevulinic acid dehydratase enzyme inhibitors 

 

 

Rogério de Aquino Saraiva, Diones Caeran Bueno, Pablo Andrei Nogara e João Batista 

Teixeira da Rocha 

 

 

Journal of Toxicology and Environmental Health – Part A, 

v. 75, pp. 1012–1022, 2012 
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3.2 Manuscrito: ―Descrição por Bioquímica Quântica das energias de interação envolvendo 

o organocalcogênio disseleneto de difenila em complexo com a enzima δ-

aminolevulinato desidratase‖. 

 

 

 

 

 

 

 

Quantum Biochemistry description of the interaction energies for the organochalcogen 

diphenyl diselenide in complex with δ-aminolevulinic acid dehydratase enzyme  

 

 

Rogério A. Saraiva, Pablo A. Nogara, Roner F. Costa, Eveline M. Bezerra, Thiago H. 

Lugokenski, Everton W. Caetano; Irwin R. A. Menezes; Valder N. Freire, and João B. T. 

Rocha. 

 

(A ser submetido para a Journal of Chemical Theory and Computation, 2013) 
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A Quantum Biochemistry description of the interaction energies for 

the organochalcogen diphenyl diselenide in complex with δ-

aminolevulinic acid dehydratase enzyme 

 

Rogério A. Saraiva1, Pablo A. Nogara1, Roner F. Costa2, Eveline M. Bezerra2, 

Thiago H. Lugokenski1, Everton W. Caetano3; Irwin R. Menezes4, Valder N. 

Freire2; and João B. T. Rocha1*. 

 
1Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica, Universidade Federal de Santa 

Maria (UFSM), 97105-900, Santa Maria, RS, Brazil. 
2Departamento de Física, Universidade Federal do Ceará (UFC), 60455-760, Fortaleza, CE, 

Brazil. 
3Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Ceará (IFCE), 60040-531, 

Fortaleza, CE, Brazil. 
4Departamento de Química Biológica, Universidade Regional do Cariri (URCA), 63100-000, 

Crato, CE, Brazil. 

 

Abstract 

δ-aminolevulinic acid dehydratase (δ-ALA-D) is an essential metalloprotein involved in 

porphyrin biosynthesis. Consequently, its inhibition is implicated in a set of physiological 

disorders, including impairment of heme synthesis, neurotoxicity and oxidative stress. In the 

last years, the organochalcogen diphenyl diselenide [(PhSe)2] has called attention as a novel 

promising drug with neuroprotective, antioxidant, anti-atherosclerotic and anti-inflammatory 

properties. Contrariwise, (PhSe)2 can be toxic due, in part, to the ability to oxidize catalytic 

sulfhydryl groups from δ-ALA-D. In order to give important support to the rational design of 

novel diselenide drugs with low affinity for δ-ALA-D, we aimed to understand the inhibition 

mechanism of δ-ALA-D by (PhSe)2 using in silico molecular modeling and theoretical 

quantum biochemistry calculations. For this purpose, interaction energies between (PhSe)2 

and neighboring residues at the active site of δ-ALA-D were calculated by Molecular 

Fractionation with Conjugated Caps (MFCC) method using the DFT approach. According to 

MFCC, interactions could occur up to 9 Å distance from the centroid of (PhSe)2 active site. 

Phe208, Phe79, Cys122, Cys124, Pro125, Asp120, Lys199, Lys252 and Cys132 displayed 

strong attraction energy to (PhSe)2. The representative molecular model is in accordance with 

in vitro assays and gives mechanistic support to previous speculative mechanism of 

                                                           
* Corresponding author: . Email:  jbtrocha@yahoo.com.br, Tel. +55 55 3220 9462 

mailto:jbtrocha@yahoo.com.br
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inhibition. Phenyl moieties in (PhSe)2 can  be strongly attracted by aromatic and positive 

charged residues from δ-ALA-D active site. This allows the approximation of the reactive 

electrophile moiety Se-Se to the nucleophile –S
-
 groups from Cys122, Cys124 and Cys132, 

facilitating the release of coordinated Zn(II), thiol oxidation and formation of 2 molecules of 

phenylselenol (PhSeH). In conclusion, the presence of aromatic moieties in (PhSe)2 and its 

reactive electrophile moiety Se-Se are crucial to δ-ALA-D inhibition, which leads to thiol 

oxidation and consequent impairment of its activity. 

 

1. Introduction 

Porphyrins are essential biomolecules to all forms of life, since they play an important 

role as prosthetic groups or coenzymes and are involved in a wide range of physiological and 

biochemical processes, including pigmentation, energy production, electron transfer, gas 

transport and light absorption (Mochizuki et al., 2010). Structurally, they are composed of 

four modified pyrrole rings generally interconnected by methinic bridges (=CH), and a central 

region with a bivalent metal ion (e. g. Fe(II) in heme, Mg(II) in chlorophyll and Co(II) in 

vitamin B12) (Heinemann et al., 2008; Jaffe et al., 2004). 

A coordinated activity of more than 10 different enzymes is required for porphyrin 

biosynthesis (Ajioka et al., 2006). One of them, porphobilinogen synthase or δ-aminolevulinic 

acid dehydratase (δ-ALA-D, E.C. 4.2.1.24, Figure 1), is a metalloprotein involved in the 

formation of the common porphyrin precursor porphobilinogen (PBG) via a unique 

asymmetric condensation of 2 molecules of δ-aminolevulinic acid (ALA) and loss of 2 

molecules of water (Tang et al., 2006). 

Some methodologies have been employed to unravel the molecular mechanism by 

which the -ALA-D from yeast and animals produces PBG, such as enzyme kinetic studies, 

site-directed mutagenesis, analysis of conformation and position of residues and substrate 

ALA in different crystal structures (Jaffe, 2004). More recently, Density Functional Theory 

(DFT) studies have been applied to elucidate its catalysis (Erdtman et al., 2010). Among 

them, there is a consensus that the catalysis involves covalent Schiff bases linkages between 

adjacent active site lysine residues (Lys199 and Lys252 in human δ-ALA-D, at A (acetic) and 

P (propionic)-site, respectively) and an interaction involving Zn(II) ion coordinated to the 

thiolates of three cysteinyl residues (Cys122, Cys124 and Cys132 in human δ-ALA-D) and 
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the nitrogen from –NH2 group from one of the ALA substrate (A-site). Lys252 is essential in 

the catalysis because it is involved in the recognition of N from pyrrole ring (P-site) from 

PBG (Erdtman et al., 2010). 

In the last twenty years, pre-clinical trials have attributed a diversity of pharmacological 

effects to the organochalcogen molecule diphenyl diselenide [(PhSe)2, Figure 2], including 

antioxidant, antiulcer, neuroprotective, anti-inflammatory, anti-hyperglycemic, anti-

atherosclerotic and anti-hypercholesterolemic properties (de Bem et al, 2009; de Freitas et al., 

2010; Nogueira and Rocha, 2011; Hort et al., 2011). On the other hand, (PhSe)2 can also 

present cytotoxic properties (Posser et al., 2011) and disrupt the activity of thiol-containing 

proteins (Kade and Rocha, 2010; Puntel et al., 2010; Lugokenski et al., 2011), including -

ALAD. In vitro studies have shown that animal -ALAD inhibition occurs via oxidation of 

their sulfhydryl residues, since dithiothreitol (DTT) recovers (PhSe)2-iinhibited -ALAD 

(Barbosa et al., 1998; Farina et al., 2002; Soares et al., 2005; Fachinetto et al., 2006; 

Golombieski et al., 2008). Accordingly, the development of novel potentially therapeutic 

diselenide derivatives with antioxidant properties and low affinity for δ-ALA-D is needed. 

A more detailed comprehension on binding affinities of protein-ligand complexes by 

computational methods has become an important and essential tool in optimizing and finding 

novel drugs with affinity to a specific target (Mucs and Brice, 2013; Menezes et al., 2003; 

Menezes et al., 2006 and de Menezes et al., 2008). Additionally, in silico toxicological studies 

concerning the affinity of drugs to enzymes involved in essential physiological processes is 

also of meaningful importance, since these data could provide the rational development of 

efficient drugs with less toxic effects (Gleeson et al., 2012). 

In line with this, different strategies and methodologies have been exploited, including 

the use of classical and quantum mechanics calculations (Raha et al., 2007). Although ab 

initio or other quantum calculation methods could provide a more accurate and unbiased 

interaction energies, it demands a high computational cost when considering the entire 

protein-ligand complex containing several thousand of atoms due to the very large number of 

electrons involved. As solution, fragmentation methods have been used on these large 

complexes to simpler full systems in order to make it more computationally acceptable and, at 

the same time, maintain the good accuracy of the quantum calculation (Jing and Han, 2010). 

For this purpose, the Molecular Fractionation with Conjugated Caps (MFCC) method has 

been pointed as a useful approach to calculate interaction energies for protein-ligand 
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complexes (Zhang and Zhang, 2003, da Costa et al., 2012, Zanatta et al., 2012). In this 

method, the entire complex is divided into small subsystems and the calculations are executed 

individually for each subsystem. The peptide bonds of the protein are fragmented and the 

bonds are capped with portions of the neighboring amino acid residues of the molecule in 

order to resemble the local environment (Jing and Han, 2010; Barroso-Neto et al., 2012). 

Recently, we modeled the complex formed by the interaction of (PhSe)2 and analogs 

with human δ-ALA-D by in silico molecular docking (Saraiva et al, 2012). According to the 

proposed model, (PhSe)2  acesses the TIM barrel active site of octameric δ-ALA-D, allowing 

the close approximation of its selenium atoms to –SH groups of Cys124, Cys122 and Cys132.  

This is crucial for subsequent oxidation of these cysteyl residues and enzyme inhibition. In 

addition, an important role of π-π stacking interactions involving Phe208, CH…π interactions 

with Phe79 and cation-π interactions involving the side chains of Lys199 and Arg209 residues 

with the aromatic ring of (PhSe)2 could also be observed (Saraiva et al, 2012). However, 

studies concerning individual energies contribution of each residue in the protein-ligand 

complex have not yet been carried out. Such type of studies can better explain the interaction 

of ALA-D with diselenides in details and help the modeling of molecules with low affinity for 

ALA-D. Here, we aimed to improve our understanding δ-ALA-D inhibition by (PhSe)2 by 

evaluating the binding energies of each amino acid residue using in silico theoretical quantum 

biochemistry calculations.  The results of the present study can provide mechanistic support to 

the rational design of novel therapeutically viable diselenide drugs with low affinity for δ-

ALA-D. 

2. General Computational Details  

2.1 Preparation of macromolecule and ligand  

The crystal structure of human δ-ALA-D obtained from the RCSB Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/) was used as macromolecule, with PDB code 1E51. Hydrogen 

atoms were previously added to the macromolecule, followed by energy minimization using 

AM1-BCC (Jakalian et al., 2002) method and partial Gasteiger charges (Gasteiger and 

Marsili, 1980) implemented in UCSF Chimera 1.5.3 program (Pettersen et al., 2004). The 

structure of (PhSe)2 was drawn using the program Avogadro 0.9 followed by geometry 

optimization with the Universal Force Field (UFF) partial charges classical method (Rappé et 
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al, 1992) and PM3 semi-empirical method (Stewart JJP, 1989ab) implemented in 

MOPAC2009.  

2.2 Molecular docking and geometry optimization of the complex 

The complex formed by (PhSe)2 and δ-ALA-D, were previously modeled by in silico 

molecular docking using AutoDock Vina 1.1.1 program (Trott and Olson, 2010; Saraiva et al., 

2012). AutoDock Vina is able to operate by pairing an empirically-weighted scoring function 

enclosing terms for values such as hydrogen bonding, hydrophobic interaction (van der 

Waals), rotatable bond penalties, and a sophisticated gradient-based local search as a global 

optimization algorithm. Tridimensional coordinates from crystal structure of human δ-ALA-

Dand ligand (PhSe)2 are previously prepared using AutoDock Tools 4.2 (Morris et al., 2009) 

by adding polar hydrogens and Gasteiger charges. For docking procedure, all rotatable bonds 

within the ligands were allowed to rotate freely while the macromolecule was kept rigid. The 

grid box was centered at coordinates x = 30.81, y = 23.662 and z = 9.581 and dimensions of 

68 Å × 57 Å × 66 Å points. The spacing consisted of 1 Å and the exhaustiveness was set at 

200. All other docking parameters were used as defaults. The conformation generated with the 

lowest binding free energy was accepted as the most probable model of interaction. Briefly, a 

redocking using the co-crystalized ligand porphobilinogen (PBG) was also performed, using 

the same adopted docking conditions. The RMSD from the best pose of ligand PBG proposed 

by AutoDock Vina program and the real conformation of PBG in the crystal was of 1.074 Å 

(Saraiva et al., 2012), suggesting that AutoDock Vina 1.1.1 program can propose a reliable 

model of interaction (RMSD < 2.0 Å). After getting the complex formed by (PhSe)2 and δ-

ALA-D by molecular docking, all missing hydrogen atoms were added and their positions 

were classically optimized, maintaining them flexible while the other atoms were fixed. The 

geometry optimization procedure was performed using the Forcite code, with the UFF partial 

charges (due to the presence of selenium atoms). The convergence tolerances were set to 2.0 

× 10
-5

 kcal·mol
-1

 for total energy variation, 0.001 kcal·mol
-1·Å-1

 for maximum force per atom, 

and 1.0 × 10
-5 

Å for maximum atomic displacement. 

2.3. DFT calculations 

The calculations at DFT level were carried out using the DMol
3
 code (Delley B, 

2000), using: i) the Local Density Approximation (LDA) for the exchange-correlation 

functional with PWC parameterization (Delley B, 1990), and 2) the Generalized Gradient 
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Approximation (GGA) (Perdew et al., 1992) parameterized by Perdew Wang 91 functional 

(PW91) (Perdew et al., 1996), both with Ortmann, Bechstedt, and Schmidt (OBS) damped 

atom-pairwise dispersion corrections for DFT (Ortmann et al., 2006). In order to expand the 

Kohn-Sham orbital for all electrons, a double numerical plus polarization (DNP) numerical 

basis set was adopted. The DNP basis set is comparable to 6-31G** Gaussian basis sets, but 

with much more accuracy (Inada and Orita, 2008). The orbital cutoff was set to 3.7 Å and the 

smearing was set of 0.005 Ha. The total energy variation, which specifies the self-consistent 

field (SCF) convergence threshold, was set to 10
-6

 Ha, ensuring a well converged electronic 

structure for the system. 

It is well established in the literature that pure DFT methods can not accurately 

describe systems where noncovalent bonding is pertinent (Zhao et al., 2005, Cooper et al, 

2008 Silvestrelli et al, 2009). In addition, it is known that LDA functional may overestimate 

relative energy values when compared to experimental energies (mainly when ions and 

charged moieties are considered) and is not adequate to characterize hydrogen bonds (Zanatta 

et al., 2012). On the other hand, theoretical studies have reported that LDA can be used to 

treat systems where noncovalent bonding is essential to the interaction and system 

stabilization (e. g. graphite, hydrated guanine crystals and aromatic binding of ligands to an 

enzyme) (Ortmann et al., 2005, 2006, 2008; Kee et al., 2009). Furthermore, LDA can estimate 

relative energies correlated with those obtained by experimental data, thus giving an improved 

scenario of the general behavior tendencies of interaction (da Costa et al., 2012). Moreover, 

studies concerning aromatic interaction of ligands binding enzymes have shown that LDA 

functional has a better agreement with the more sophisticated MP2 method when compared to 

hybrid functionals (da Costa et al., 2012; Zanatta et al., 2012). Regarding calculations based 

on GGA with PW91 functional, studies have pointed that it yield a good prediction of Van der 

Waals interactions in organic and hydrogen bonded systems (Tsuzuki and Lüthi, 2001; 

Alfonso et al., 2004). PW91 can also be highly useful for computational studies of neutral and 

cationic conformers of aromatic molecules with flexible side chains (Patey and Dessent, 

2002). Together, these evidences allowed us to set both the LDA/PWC and GGA/PW91 

functionals as a way to obtaining a better understanding what δ-ALA-D amino acids could 

exert an important role in the interaction with the inhibitor (PhSe)2. 
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2.4. Molecular Fractionation with Conjugated Caps (MFCC) 

In order to estimate relative energies of interaction between (PhSe)2 and each 

neighboring amino acid residue belonging or close to the active center site of δ-ALA-D, 

quantum mechanics studies using the Molecular Fractionation with Conjugated Caps (MFCC) 

method (Zhang and Zhang, 2003; Antony and Grimme, 2012; da Costa et al., 2012) were 

performed. Here, the tridimensional structure of the protein-ligand complex is decomposed 

into individual amino acid-based fragments that are treated with proper molecular caps. 

According to MFCC method, the interaction (binding) energy E(L-Ri) (expressed in 

kcal mol
-1

) between a ligand L and an amino acid residue Ri from the enzyme is given by the 

equation (1): 

E(L-Ri) = E(L-Ci–1RiCi+1) – E(Ci–1RiCi+1) – E(L-Ci–1Ci+1) + E(Ci–1Ci+1)                (1) 

where Ci–1 and Ci+1 are the caps obtained from neighbor residues to Ri (Ri–1 and Ri+1, 

respectively); E(L-Ci–1RiCi+1) is the total energy of the subsystem consisted of ligand L, 

residue Ri and caps Ci–1 and Ci+1; E(Ci–1RiCi+1) is the total energy of the subsystem consisted 

of residue Ri and caps (Fig. 3). 

However, the high proximity of the ligand (PhSe)2 to the thiolates from residues 

Cys122, Cys124 and Cys132 bound to Zn(II) ion may influence the charge density of (PhSe)2. 

Thus, we decided to include in the calculations a special cap formed by Cys122, Cys124 and 

Cys132 bound to Zn(II) (denominated here as CCys-Zn) beside neighbor caps Ci–1 and Ci+1 in 

each individual amino acid-based fragment, for a more realistic prediction of the interaction 

energies between each individual residue and (PhSe)2 (Figure 4, equation 2).  

E(L-Ri) = E(L-Ci–1RiCi+1-CCys-Zn) – E(Ci–1RiCi+1-CCys-Zn) – E(L-Ci–1Ci+1-CCys-Zn)              

+E(Ci–1Ci+1-CCys-Zn)                                                                  (2) 

The total interaction energy of ligand (PhSe)2 binding δ-ALA-D enzyme [E(L-δ-ALA-D)] is 

approximated by the summation of all individual energies calculated from N amino acid 

residues of enzyme and ligand [E(L-Ri)] and is given by the equation (3): 

E(L   ALA D) =∑E(L Ri)

N

i=1

                                               (3)  
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The binding pocket was defined as an imaginary sphere surrounding δ-ALA-D 

residues close to the ligand (PhSe)2 (from the TIM barrel active site) and, consequently, the 

center of the binding pocket was determined as the ligand centroid (see Figure 2 and Table 1). 

When considering the order of energy calculations from each amino acid, the distances from 

the ligand centroid to each corresponding amino acid residue in the complex proposed by 

molecular docking were taken into account, at distances ranging from 2.5 to 12.0 Å (with 

intervals of 0.5 Å), and the calculations were stopped when an energy convergence was 

achieved, i.e., when the variation of the total binding energy was smaller than 10% after a 

radius size increased by 2.0 Å. 

3. Results and discussion 

In our study, the MFCC computational method provided an easy means to study the 

(PhSe)2/δ-ALA-D complex by explicitly calculating the interaction energy between individual 

residues and the ligand at QM levels. These individual residue–ligand interaction energies 

could provide detailed quantitative information about specific residue interactions with the 

(PhSe)2 that can be informative for understanding the molecular nature of enzyme inhibition. 

Both LDA/PWC and GGA/PW91 functionals implemented in quantum MFCC method were 

skilled to present relative energies of residues close to (PhSe)2 at a radius from 2.5 to 12.0 Å 

of ligand centroid (Figure 6). Despite differences in the relative values of energies calculated 

by LDA (ELDA) and GGA (EGGA) is observed, however, a good correlation between them is 

noted (R
2
 = 0.817, Figure 9). In figures 6 and 8, the variation of the interaction energies as a 

function of the δ-ALA-D binding pocket radius E(r) is shown. It is possible to note that the 

energy convergence is achieved at a 8.5 Å distance (Figure 6, 7), where the amino acid 

residues with the most important attractive or repulsive interactions to (PhSe)2 are found. 

Calculated energies from each residue are given in Table 2. A positive correlation between the 

relative energy values obtained After convergence, the total relative binding energy E(L-δ-

ALA-D) was estimated to be –187.03 kcal·mol
-1

 for LDA/PWC and –65.53 kcal·mol
-1

 for 

GGA/PW91. 

The energies from the most important amino acid residues were plotted into a detailed 

graph where we denominated here ―Binding site, Interaction energy and Residues Domain‖ 

(BIRD) panel (Figure 8) (da Costa et al., 2010). The BIRD panel is consisted of: (i) horizontal 

bars showing the binding energy (in kcal·mol
-1

) of (PhSe)2 to the most important residues 

(left-aligned), from which one can assign quantitatively the role of each residue in the binding 
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site (as attractive or repulsive forces); (ii) the distance from ligand centroid (right-aligned); 

and (iii) the region of the ligand (e. g., ―iii (C11)H‖ shown in Figure 2) which is closer to the 

respective residue of the binding site.  

According to the BIRD panel (Figure 8), the residues Lys199 (ELDA = –23.752 

kcal·mol
-1

; EGGA = –19.754 kcal·mol
-1

); Phe208 (ELDA = –18.340 kcal·mol
-1

; EGGA = –11.107 

kcal·mol
-1

), Lys252 (ELDA = –16.821 kcal·mol
-1

; EGGA = –14.652 kcal·mol
-1

)  Phe79 (ELDA = 

–11.742 kcal·mol
-1

; EGGA= –6.924 kcal·mol
-1

), Cys132 (ELDA = –18.821 kcal·mol
-1

; EGGA = –

22.33 kcal·mol
-1

) and Cys124 (ELDA = –11.746 kcal·mol
-1

; EGGA = –6.755 kcal·mol
-1

) can 

exert the strongest attractive energy on (PhSe)2. The residues Asp120, Arg209, Ala212, 

Arg221, Tyr205, Tyr126, Gln225 and Val81 also exert attractive energies (see energy values 

in Figures 6, 7-B, 8-B and Table 3) important in the complex stabilization. 

The energy calculations for the positive charged residues Lys199, Lys252, Arg209 and 

Arg221 (Figures 10-C and 11-B) were found as exerting attractive energy (Figure 8 and Table 

3). According to the ligand and residues orientation and conformation, it is expected that the 

phenyl moiety of (PhSe)2 could be strongly attracted by positive charged residues Lys199 via 

cation-π stacking interactions (Figures 7-C and 8-C). 

The orientation of the phenyl moiety of Phe208 close to the aromatic region iii (C7-

C12)H of (PhSe)2 (Figures 7-D and 8-D) exhibits a π-π stacking noncovalent interaction 

(Saraiva et al., 2012). In addition, the strong attraction energy of the thiolates (nucleophile 

species) of Cys124, Cys122 and Cys132 bound to Zn(II) (Figures 10-A and 11-A) involves 

the selenium atoms of (PhSe)2 (which here is the electrophile species). This interaction is 

crucial for a redox reaction, leading to the reduction of (PhSe)2 into 2 molecules of 

phenylselenol (PhSeH) and subsequent catalytic cystenyl oxidation and enzyme inhibition 

(Farina et al., 2002; Saraiva et al., 2012). 

Taking into account the interaction of 2 molecules of the substrate ALA into δ-ALA-D, 

we can divide its active center site into two regions: A-site (that is related to the acetic moiety 

from PBG) and P-site (that is related to the propionic moiety from PBG). The residues 

Lys252 (A-site) and Lys199 (P-site) are involved in Schiff-base linkages to ALA substrates 

and previous experimental mutagenesis studies have suggested that Lys252 is essential for 

catalysis (Jaffe, 2004; Erdtman et al., 2010). In addition, several polar groups hydrogen bond 

to the carboxylates of the P- (Tyr126) is able to bind ALA moieties and other amino acid 
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residues (Asp120 and Tyr205) constitute a polar pocket around, or hydrogen bond to the 

terminal amino groups of the ALA substrates (Erdtman et al., 2010). Thus, the strong 

interaction between (PhSe)2 and these catalytic residues is a indicative of an efficient 

inhibition. 

Here, the use of theoretical biochemistry calculation using the MFCC method pointed 

out the interactions between (PhSe)2 and δ-ALA-D and the important residues involved in the 

stabilization of the complex prior to the cysteine oxidation. Our analysis indicated that the 

toxicity of (PhSe)2 can be associated with the presence of aromatic moieties, which increases 

(PhSe)2 affinity with aromatic and positively charged residues in the target protein. 

Additionally, these interactions of phenyl moieties approximate the electrophile selenium 

atoms close to cysteine catalytic residues. This subsequently leads to oxidation of cysteyl 

residues in the active center of δ-ALA-D. In conclusion, these data indicate that introduction 

of bulkier substituent groups to aromatic ring in (PhSe)2 than that previously tested (Saraiva et 

al. 2012; Rocha et al., 2012) could decrease the inhibitory potency of (PhSe)2  and analogs 

towards δ-ALA-D. Thus, the results presented here provided some important theoretical 

information that can help in the rational drug design of novel diselenides with less toxicity, 

when δ-ALA-D is considered the molecular endpoint of toxicity. 
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FIGURES 

 

Figure 1 – Human δ-ALA-D (PDB code 1E51). (A): Octamer structure showing four active sites 

(each monomer is indicated with a different color); (B): Monomer structure showing the TIM barrel 

binding site of δ-ALA-D complexed with the co-crystalized product porphobilinogen (PBG). The 

residues belonging to the binding site are inside the orange dashed spheres of radius r surrounding the 

PBG molecule.    
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Figure 2 – Structure of diphenyl diselenide [(PhSe)2]. (A) 2D chemical structure with atoms labeled by 

numbers. Regions i and iii pointed out aromatic moieties. Region ii showed selenium atoms in the molecule. (B) 

Electron density of (PhSe)2 (with 3D conformation oriented into the active center site of human δ-ALA-D) 

projected onto an electrostatic potential isosurface (isovalue= 0.017) showing negatively charged regions (tended 

to red) and positively charged regions (tended to blue) calculated by DFT (at LDA/PWC functional level using 

DMol
3
 code). 
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Figure 3 – Diphenyl diselenide [(PhSe)2] in complex with the monomer δ-ALA-D. Yellow centered ball 

denotes the ligand centroid. (A) Secondary structure representation showing (PhSe)2 bound δ-ALA-D TIM barrel 

active site. (B) Surface representation. Dashed white circumferences denote different radii (4 Å and 8 Å) from 

ligand centroid. 
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Figure 4 – MFCC scheme showing fragmented systems employed in general calculations. 
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Figure 5 –MFCC scheme showing fragmented systems with addition of subsystem CCys-Zn. 
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Figure 6 – Variation of the DFT (LDA/PWC and GGA/PWC) relative interaction energies as a function of 

the binding pocket radius. Arrows indicate the first appearance of residues in a given radius. Thiolates instead 

thiols were considered for Cys124*, Cys122* and Cys132* side chains during the energies calculation. 
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Figure 7 – Total DFT interaction energies of (PhSe)2 for binding δ-ALA-D pocket radii 

of 3 Å, 4 Å, 6 Å, 8 Å, 10 Å and 12 Å.  
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Figure 8 – BIRD graphic panel showing the interaction energy for the amino acid residues 

with relative interaction energies < –5.0 kcal·mol
-1

 (attractive energies) or > 5.0 kcal·mol
-1

 

(repulsive energies).  Black bars indicate LDA/PWC relative energies and gray bars, 

GGA/PW91. Here, the most important residues for complex interaction are shown, according 

to DFT calculations. The binding pocket radii (taking into the consideration the ligand 

centroid) for each amino acid is right-aligned.  

  



88 
 

 

 

Figure 9 – Linear correlation between GGA/PW91 and LDA/PWC relative energies of 

obtained by MFCC method.  

  



89 
 

 

 

Figure 10 – Interaction of (PhSe)2 and the most attractive and repulsive residues from δ-

ALA-D binding site. Red dashed lines and labeled number denote the shorter distance (in 

angstroms) between each amino acid residue and ligand (PhSe)2. Residues are represented as 

stick and (PhSe)2 as ball-and-stick. Atoms are colored as follows: carbon dark grey, nitrogen 

blue, oxygen red, hydrogen white, sulfur yellow and selenium dark yellow. Zinc ion is 

represented as a light grey sphere.    
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Figure 11 – Electron map densities projected onto relative electrostatic potential isosurfaces (value = 0.2) 

around (PhSe)2, and the most attractive residues from δ-ALA-D binding site, calculated at DFT/LDA/PWC 

level. (A) cysteinyl residues Cys122, Cys124 and Cys132 complexed to Zn(II); (B) positive-charged residues 

Lys199, Lys252 (involved in cation-π interactions), Arg209 and Arg221; (C) aromatic residues Phe208, Phe79, 

Tyr205 and Tyr126 (most of them involved in π-π stacking interactions); (D) .  Negatively charged regions 

(tended to red) and positively charged regions (tended to blue) are shown. 
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TABLES 

 

Table 1 – Residues found in δ-ALA-D active center site at radii ranging from 2.5 to 12.0 Å, 

taking into account the spatial position of (PhSe)2 ligand centroid. Main residues for complex 

interaction are highlighted in boldface font. In blue are shown positive residues, in red 

negative residues and in green Zn(II) ion is denoted.  

Radius  

(Å) 
Residues (Ri) 

2.5 Phe208        

3.0 —        

3.5 —        

4.0 Phe79 Cys124       

4.5 Pro125 Zn(II)       

5.0 Asp120 Ser168 Lys199      

5.5 Cys122 Arg209 Ala212 Ser214 Arg221 Lys252   

6.0 —        

6.5 Phe36 Cys132       

7.0 Tyr196        

7.5 Gly80 Leu123 Tyr205 Gln225 Tyr276    

8.0 Leu77 Val81 Val121 Tyr126 Gly130 Asp169 Ala211  

8.5 Ile78 Tyr224 Tyr318      

9.0 His131 Ala166 Pro167 Lys213 Ser215 Pro216   

9.5 Pro34 Pro82 Thr127 Val278 Ser279    

10.0 Cys119 Leu150 Met170 Met250     

10.5 Ile35 Lys87 Gly133 Tyr157 Arg174 Pro207 Asp210 Ile316 

11.0 Val37 Ile47 Leu50 Ala94 Ala101 Gly206   

11.5 Arg55 His129 Val153 Met171 Phe200 Ala201 Phe204  

12.0 Pro100 Ser202 Ala217 Pro253 Gly280    
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Table 2 – Individual amino acid residue contribution as a function of the radius size. Energies 

calculated by LDA/PWC (ELDA) and by GGA/PW91 (EGGA) are expressed in kcal·mol
-1

 and 

radii (r) from ligand centroid are given in Å.  

 

Residue (Ri) ELDA EGGA r (Å) Residue (Ri) ELDA EGGA r (Å) 

Phe208 -18.340 -11.107 3.5 Pro216 -0.125 -0.105 9.0 

Phe79 -11.742 -6.924 4.0 Pro34 -0.242 -0.212 9.5 

Cys124 -11.746 -6.755 4.0 Pro82 -0.151 -0.147 9.5 

Pro125 -11.734 -16.464 4.5 Thr127 -0.058 -0.057 9.5 

Asp120 -7.501 -3.592 5.0 Val278 -0.345 -0.293 9.5 

Ser168 -2.992 0.796 5.0 Ser279 -0.260 -0.227 9.5 

Lys199 -23.752 -19.754 5.0 Cys119 0.146 0.152 10.0 

Cys122 -9.251 -5.855 5.5 Leu150 0.036 0.053 10.0 

Arg209 -7.324 -5.632 5.5 Met170 0.658 0.593 10.0 

Ala212 -8.127 -4.961 5.5 Met250 0.011 -0.003 10.0 

Ser214 -1.419 -1.374 5.5 Ile35 0.027 0.026 10.5 

Arg221 -5.652 -4.256 5.5 Lys87 1.559 1.370 10.5 

Lys252 -16.821 -14.652 5.5 Gly133 -0.064 -0.068 10.5 

Phe36 -0.739 -0.818 6.5 Tyr157 -0.117 -0.114 10.5 

Cys132 -18.826 -7.341 6.5 Arg174 -0.795 -0.870 10.5 

Tyr196 -0.867 -0.923 7.0 Pro207 -0.388 -0.317 10.5 

Gly80 -1.544 -1.103 7.5 Asp210 -0.863 -0.630 10.5 

Leu123 0.254 0.259 7.5 Ile316 -0.084 -0.072 10.5 

Tyr205 -3.895 -3.584 7.5 Val37 -0.205 -0.176 11.0 

Gln225 -3.986 -2.629 7.5 Ile47 -0.087 -0.053 11.0 

Tyr276 -0.223 -0.237 7.5 Leu50 -0.105 -0.068 11.0 

Leu77 -0.358 -0.344 8.0 Ala94 0.065 0.061 11.0 

Val81 -6.214 -0.840 8.0 Ala101 -0.066 -0.051 11.0 

Val121 -0.150 -0.188 8.0 Gly206 -0.186 -0.153 11.0 

Tyr126 -6.699 -0.493 8.0 Arg55 0.252 0.124 11.5 

Gly130 -0.270 -0.211 8.0 His129 -0.169 -0.130 11.5 

Asp169 -1.729 -1.648 8.0 Val153 -0.051 -0.054 11.5 

Ala211 1.915 -0.377 8.0 Met171 0.165 0.153 11.5 

Ile78 -7.213 -0.027 8.5 Phe200 0.127 0.159 11.5 

Tyr224 1.867 -0.271 8.5 Ala201 -0.066 -0.045 11.5 

Tyr318 -0.112 -0.081 8.5 Phe204 0.028 0.035 11.5 

His131 -0.100 -0.085 9.0 Pro100 -0.098 -0.073 12.0 

Ala166 0.185 0.162 9.0 Ser202 -0.247 -0.238 12.0 

Pro167 -0.536 -0.434 9.0 Ala217 -0.004 0.000 12.0 

Lys213 0.496 0.213 9.0 Pro253 -0.018 0.004 12.0 

Ser215 -0.049 -0.066 9.0 Gly280 -0.115 -0.096 12.0 
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Table 3 – Shorter distance between (PhSe)2 and each amino acid residue at the binding site 

(until 12 Å of ligand centroid) after inserting and optimizing hydrogen atomic coordinates 

(see the highlighted regions of (PhSe)2 in the figure 2). Main residues for complex interaction 

are denoted in boldface. 

Residue Distance (Å) (PhSe)2 Residue Distance (Å) (PhSe)2 

Phe208 2.95 iii (C12)H Pro216 6.10 iii (CH9)H 

Phe79 2.21 i(C5)H Pro34 8.18 ii Se2 

Cys124 3.43 ii Se1 Pro82 5.17 i (C4)H 

Pro125 2.16 i(C6)H Thr127 8.29 i (C1)H 

Asp120 2.07 i (C6)H Val278 6.13 iii (C12)H 

Ser168 3.53 ii Se1 Ser279 6.16 iii (C11)H 

Lys199 2.58 iii (C7)H Cys119 6.76 i (C6)H 

Cys122 3.36 ii Se1 Leu150 8.00 ii Se1 

Arg209 2.94 iii(C10)H Met170 6.49 iii (C9)H 

Ala212 1.62 i (C3)H Met250 6.18 iii (C9)H 

Ser214 4.46 i(C3)H Ile35 6.92 i (C5)H 

Arg221 7.07 iii(C10)H Lys87 7.70 i (C3)H 

Lys252 1.96 iii (C12)H Gly133 8.18 iii (CH9)H 

Phe36 3.82 i(C4)H Tyr157 5.92 i (C5)H 

Cys132 3.08 i(C9)H Arg174 7.98 iii (CH8)H 

Tyr196 4.81 ii Se2 Pro207 8.27 iii (CH11)H 

Gly80 1.89 i (C5)H Asp210 8.32 i (C3)H 

Leu123 5.64 ii Se1 Ile316 9.03 ii Se2 

Tyr205 2.96 iii (C11)H Val37 5.42 i (C4)H 

Gln225 2.15 iii (C10)H Ile47 8.02 i (C3)H 

Tyr276 5.45 iii (C12)H Leu50 8.96 iii (C12)H 

Leu77 6.72 i (C6)H Ala94 8.57 i (C5)H 

Val81 3.23 i (C4)H Ala101 5.29 i (C5)H 

Val121 4.61 i (C6)H Gly206 6.92 iii (C11)H 

Tyr126 3.66 i (C5)H Arg55 7.05 i (C4)H 

Gly130 7.79 i (C2)H His129 9.53 iii (C9)H 

Asp169 4.99 i (C8)H Val153 7.47 i (C6)H 

Ala211 5.38 i (C3)H Met171 8.49 iii (C8)H 

Ile78 4.39 i (C5)H Phe200 6.56 iii (C10)H 

Tyr224 4.13 iii (C9)H Ala201 6.11 iii (C10)H 

Tyr318 6.37 iii (C12)H Phe204 6.87 iii (C11)H 

His131 6.10 iii (C9)H Pro100 6.91 i (C4)H 

Ala166 6.46 i (C6)H Ser202 6.65 i (C11)H 

Pro167 7.41 iii (C7)H Ala217 9.97 iii (C9)H 

Lys213 5.58 i (C3)H Pro253 7.15 iii (C11)H 

Ser215 7.07 iii (C10)H Gly280 7.91 iii (C11)H 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Por seu envolvimento direto na síntese dos compostos tetrapirrólicos, a expressão e 

atividade da enzima δ-ALA-D é essencial para manter a homeostase fisiológica nos seres 

vivos. Consequentemente, a ação de agentes tóxicos exógenos, espécies reativas e outros 

metabólitos endógenos que inibam sua atividade podem trazer efeitos negativos significativos 

no metabolismo celular (HEINEMANN et al., 2008). Sendo assim, a compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvendo a interação de reagentes tóxicos na atividade da δ-ALA-

D é de extrema importância para as ciências da saúde, agropecuárias e ambientais. 

Num primeiro momento, foi realizada uma revisão de literatura visando conhecer 

informações já existentes quanto à influência de metais, compostos orgânicos e outras 

situações pró-oxidantes na atividade da δ-ALA-D, demonstrando que a avaliação de sua 

atividade em diferentes materiais biológicos é uma excelente estratégia para evidenciar a 

intoxicação por exposição a agentes exógenos e investigar condições fisiopatológicas variadas 

(Artigo 1). Em condições catalíticas normais, os estudos cristalográficos revelam que a 

enzima δ-ALA-D de animais (humanos, camundongos) e leveduras (Saccharomyces 

cerevisiae) apresenta no seu sítio catalítico três resíduos de cisteína (Cys122, Cys124 e 

Cys132 na enzima humana; Cys133, Cys135 e Cys143 na enzima da levedura) cujos tiolatos 

encontram-se coordenados a um íon Zn(II) (Figura 2-B e Figura 7-A, Artigo 1). É conhecido 

que o Zn(II) forma complexos mais estáveis com doadores macios (moles), de forma que não 

é surpresa que ele seja encontrado em peptídeos e proteínas ligados a resíduos de histidina 

(enzima conversora de angiotensina) ou cisteína (metalotioneínas, anidrase carbônica, álcool 

desidrogenase) ou em ambos os resíduos (fatores de transcrição contendo ―dedos de zinco‖) 

realizando até quatro ligações coordenadas (BERG, 1990; SANGHANI  et al., 2002; 

NATESH et al., 2003; BELL & VALEE, 2009). Além disso, o Zn(II) é um excelente ácido de 

Lewis, sendo bem adequado para catalisar reações ácido-base devido à sua capacidade de 

formar ligações fortes com grupos doadores de resíduos de aminoácidos (N e S) e ligantes 

exógenos (H2O, por exemplo), e permitir reações de oxidorredução nas interconvenções 

cisteína-cistina, apesar da sua própria falta de química de oxidorredução (o que é uma 

vantagem para a catálise em sistemas biológicos) (FRAUSTO DA SILVA & WILLIAMS, 

2001; BELL & VALEE, 2007). 

No entanto, é evidenciado que outros metais e compostos metálicos [Pb(II), Hg(II), 

Cd(II), CH3Hg(II), Ga(III), In(III), Sn(II), Bi(III)], e não-metais/compostos orgânicos com 
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organocalcogênios [As(III), Se(IV), R–Se–Se–R, Te(IV), R–Te–Te–R] podem interferir na 

atividade da δ-ALA-D em vários modelos in vivo e in vitro (Artigo 1). Estudos 

cristalográficos da δ-ALA-D de leveduras mostram que o Pb(II) e o Hg(II) também são 

capazes de manter ligações coordenadas com os tiolatos das cisteínas do sítio ativo, em 

substituição ao Zn(II) (Figura 7-B e 7-C, Artigo 1). De fato, todos esses metais e 

organocalcogênios possuem centros eletrófilos mais moles quando comparado com o Zn(II) 

(que é um eletrófilo duro), o que parece  explicar a preferência dos tiolatos da  δ-ALA-D (e de 

outras zincoproteínas) por todas essas espécies em detrimento do Zn(II). Com a ligação desses 

metais, ocorre uma alteração funcional e estrutural na δ-ALA-D, inviabilizando o 

reconhecimento do substrato ALA pela enzima (Artigos 1 e 2, JAFFE et al., 2001; BELL & 

VALEE, 2009). 

A farmacologia e a toxicologia de disselenetos de diarila, e em especial, do disseleneto 

de difenila (PhSe)2, tem sido bastante estudada nos últimos anos. No que diz respeito à 

toxicologia, tem-se observado que o (PhSe)2 inibiu  a δ-ALA-D em eritrócitos humanos (CI50 

= 40 μmol.L
-1

), fígado e cérebro de ratos (fígado: CI50 = 9 μmol.L
-1

; cérebro: CI50 = 4,6  

μmolL
-1

), brânquias de peixe jundiá (Rhamdia quelen, CI50 = 0,27 mmol.L
-1

 ) e em mosca de 

frutas (Drosophila melanogaster) in vitro por oxidação de tióis, uma vez que o agente redutor 

ditiotreitol (DTT) foi capaz de reverter a inibição ocasionada (Tabela 2 do Artigo 1; Artigo 2; 

SOARES et al., 2004; GOLOMBIESKI et al, 2008). Já no que tange aos estudos in vivo, em 

alguns trabalhos é demonstrada  uma diminuição na atividade da  δ-ALA-D pela exposição ao 

(PhSe)2 em roedores com consequente alterações metabólicas (Tabelas 4 e 6 do Artigo 1), 

enquanto que em outros trabalhos não foram observadas alterações na atividade da enzima em 

roedores e coelhos (Tabela 3 do Artigo 1). Essas diferenças encontradas podem estar 

relacionadas à dose administrada, ao modelo animal utilizado, à via de administração e ao 

tempo de exposição do animal à droga (Artigo 1), o que  sugere maiores investigações para 

buscar uma dose segura com efeito biológico  favorável, além de não se descartar totalmente  

o risco de sua toxicidade como inibidor da δ-ALA-D in vivo. 

De forma a explicar como ocorreria a oxidação dos tióis catalíticos, Farina e 

colaboradores (2002) especularam que a inibição da δ-ALA-D de mamíferos poderia ocorrer 

via oxidação de dois grupos tióis vizinhos localizados no centro ativo da enzima (FARINA et 

al., 2002; ver  Figura 2 do Artigo 2). Nesse esquema proposto, um grupo –SH mais reativo 

(marcado com um *) deve fazer um ataque nucleofílico em um dos átomos de selênio do 

disseleneto (passo 1), formando o primeiro selenofenol (PhSeH). Em seguida, seria esperado 

do –SH vizinho menos reativo atacar o átomo de enxofre do intermediário E–S*-SePh, 
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formando o segundo selenofenol (PhSeH) e, consequentemente, oxidando os dois tióis 

vizinhos, fazendo assim com que a enzima seja inibida  (Figura 2 do Artigo 2).  A partir desta 

ideia, buscamos métodos de modelagem molecular in silico para uma melhor compreensão 

deste mecanismo de interação. Através do método de docking proteína-ligante, buscou-se 

verificar o modo de afinidade do (PhSe)2 no sítio ativo da δ-ALA-D. De acordo com o modelo 

de interação da conformação de mais baixa energia livre (ΔGbind) do (PhSe)2 (teoricamente 

mais estável) demonstrada pelo programa AutoDock Vina, sugere-se que o composto 

consegue acessar com sucesso o sítio catalítico α/β barril da δ-ALA-D (figura 5 do Artigo 2; 

Figura 3 do Manuscrito), havendo um posicionamento dos anéis aromáticos do disseleneto 

voltados para a cadeia lateral de resíduos hidrofóbicos (Tyr, Phe) e positivamente carregados 

(Lys, Arg), via interações hidrofóbicas e eletrostáticas do tipo empilhamento π-π  (grupo fenil 

do (PhSe)2 e grupo fenil do resíduo Phe208), cátion-π  (grupo fenil do (PhSe)2 e  cadeia lateral 

do resíduo Lys199; grupo fenil do (PhSe)2 e cadeia lateral do resíduo Arg209) e C-H…π 

(grupo fenil do (PhSe)2 e o carbono Cδ2-H do anel aromático do resíduo Phe79) (Figura 4 do 

Artigo 2). Esse posicionamento dos anéis aromáticos do disseleneto é crucial para permitir a 

aproximação dos dois átomos de Se da molécula aos tiolatos dos resíduos Cys122, Cys124 e 

Cys132 ligados ao Zn(II) (Figura 4 do Artigo 2), contribuindo para uma subsequente oxidação 

desses tiolatos. 

Além do (PhSe)2, estudos também têm sido realizados para compreender a atividade 

biológica de outros análogos com substituintes nas posições  para  (-OCH3, -Cℓ) e  meta  (-

CF3) dos anéis aromáticos do (PhSe)2 em vários modelos experimentais: compostos bis (4-

clorofenil)disseleneto [(pCℓPhSe)2],  bis(4-metoxifenil)disseleneto [(pCH3OPhSe)2] e bis [3-

trifluormetil(fenil)] disseleneto [(mCF3PhSe)2] (Artigo 1, Figura 1 do Artigo 2). Estudos in 

vitro e in vivo também demonstram que esses compostos podem inibir a atividade da δ-ALA-

D em roedores (Tabelas 2 e 4 do Artigo 1). Ao que parece, o acréscimo desses grupamentos 

não interferem na toxicidade, muito pelo contrário. O composto (pCℓPhSe)2, por exemplo, 

demonstrou uma inibição da atividade da  δ-ALA-D  de rato maior comparada com o (PhSe)2 

(fígado: CI50 = 2 μmol.L
-1

 versus 9 μmol.L
-1

; cérebro: CI50 = 4,3 μmol.L
-1

 versus 4,6 μmolL
-1

) 

(Tabela 2 do Artigo 1). 

Diante de tais evidências, também buscamos avaliar o modo de interação desses 

compostos por docking molecular. De acordo com os modelos moleculares propostos, os 

compostos apresentam um modo de interação semelhante ao (PhSe)2 (anéis aromáticos do 

ligante com interações envolvendo resíduos de Phe, Tyr, Lys e Arg). Além disso, outras 

interações também devem contribuir para a estabilidade do complexo: ligações de hidrogênio 
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envolvendo os resíduos Gln225 e Arg221 e o grupo metoxil do composto (pCH3OPhSe)2 e 

entre dois átomos de flúor de um dos grupos –CF3 do composto (mCF3OPhSe)2 e hidrogênios 

da cadeia lateral dos resíduos Tyr276 e Gly80 (Figura 4 do Artigo 2). A inclusão de Cℓ 

(elemento mais eletronegativo) nas posições para dos anéis no composto (pCℓPhSe)2  também 

contribui para interações eletrostáticas atrativas mais fortes com resíduos carregados 

positivamente de Lys e Arg do sítio ativo da δ-ALA-D, o que poderia explicar uma maior 

afinidade desse composto quando comparado com o (PhSe)2 (Figura 4 do Artigo 2).  

O estudo de Farina e colaboradores (2002) demonstra ainda que o (PhSe)2 não é capaz 

de inibir a atividade da δ-ALA-D do pepino (Cucumis sativus). Isso se dá pelo fato de que o 

sítio ativo da δ-ALA-D de plantas, apesar de apresentar os mesmos resíduos hidrofóbicos e 

positivamente carregados que a δ-ALA-D de animais (Apêndice 1, Figura 1A), não possui em 

seu sítio catalítico resíduos de cisteína (Cys, C) coordenados a Zn(II), mas resíduos de ácido 

aspártico (Asp, D) coordenados a Mg(II) (JAFFE, 2003). Essa diferença encontrada na 

enzima de plantas inviabilizaria uma completa interação dos disselenetos de diarila, tal como 

ocorre na enzima de animais (Ver Apêndice 1, Artigos 1 e 2, Manuscrito). Kade e Rocha 

(2010) avaliaram os efeitos do análogo dicolesteroil disseleneto sobre a atividade da  δ-ALA-

D de camundongo, comparando com o (PhSe)2. De acordo com essa pesquisa, o (PhSe)2 foi 

capaz de inibir a atividade (como já era esperado), mas o dicolesteroil disselento não alterou a 

atividade da δ-ALA-D  nas concentrações testadas (KADE & ROCHA, 2010). Levando-se em 

consideração que o colesteroil é um grupo muito volumoso, podemos sugerir que compostos 

análogos ao disseleneto com substituintes muito volumosos seriam impossibilitados em 

acessar o sítio catalítico da δ-ALA-D para promover oxidação dos tióis catalíticos.  

Apesar de o docking ter demonstrado ser um método eficaz para predizer o modo de 

interação entre os diaril disselenetos e a δ-ALA-D (Artigo 2), o mesmo ainda não é adequado 

para dar informações mais precisas quanto às contribuições individuais de cada resíduo de 

aminoácido no sítio ativo. Tal informação seria crucial para compreender melhor os 

mecanismos de interação entre ligante e proteína, além de contribuir com informações para o 

planejamento de drogas com baixa afinidade para a δ-ALA-D. Diante disso, partimos para 

métodos de bioquímica quântica, que conseguem descrever melhor a interação considerando a 

densidade eletrônica do sistema. No entanto, como a aplicação desses métodos para sistemas 

muito grandes (como é o caso de proteínas) ainda é computacionalmente inviável, resolveu-se 

adotar o método de fragmentação MFCC como forma de avaliar as energias de interação 

individuais, que tem tido relativa correlação com dados experimentais (Manuscrito). De 

acordo com esse método, foi possível observar que interações entre o (PhSe)2 e resíduos de 
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aminoácidos do sítio de ligação podem acontecer até um raio de 8,5 Å partindo do centroide 

do ligante. Além disso, pôde-se confirmar que os resíduos Lys199, Lys252 (ambos essenciais 

para a formação de base de Schiff com o substrato ALA), Phe208, Phe79, além das Cys122, 

Cys124 e Cys132 complexas com Zn(II), apresentam as maiores energias de interação com o 

(PhSe)2, exercendo uma importante força eletrostática atrativa para que ocorra a estabilidade 

do complexo. Além desses resíduos, outros próximos também foram identificados exercendo 

forças eletrostáticas atrativas consideráveis (Pro125, Arg221, Asp120, Tyr126, Tyr205 e 

Gln225) com os anéis aromáticos do ligante.  

 

 

  



99 
 

5  CONCLUSÕES 

 

Com a utilização de métodos in silico (docking molecular e cálculos quânticos) foi 

possível, pela primeira vez, propor um modelo molecular correlacionado com dados 

experimentais, já que o mesmo é capaz de explicar o mecanismo de oxidação dos tióis 

catalíticos da  δ-ALA-D por disselenetos de diarila, com as seguintes observações: 

 

 

 O modelo molecular sugere que a interação entre o (PhSe)2 e a enzima δ-ALA-D se dá 

através de uma forte energia de interação atrativa envolvendo os anéis aromáticos do 

(PhSe)2 e resíduos hidrofóbicos (Phe208, Phe79) e positivamente carregados (Lys 199 

e Lys252), devido a  interações eletrostáticas π-π, cátion-π e CH...π; 

 

 

 A interação dos anéis aromáticos do (PhSe)2 com resíduos hidrofóbicos permite 

posicionar os átomos de Selênio do composto próximo aos resíduos Cys122, Cys124 e 

Cys132 complexados com Zn(II) (que também exercem, conjuntamente, uma energia 

de interação atrativa). Essa aproximação permitirá uma subsequente oxidação dos 

tiolatos. 

 

 

 De acordo com o método MFCC, o modelo molecular do complexo sugere que o 

(PhSe)2 é capaz de interagir com os resíduos localizados até a uma distância de 8,5 Å 

partindo do seu centroide.  

 

 

 Os disselenetos de diarila (pClPhSe)2, (pCH3OPhSe)2 e (mCF3PhSe)2 também 

conseguem acessar facilmente o sítio ativo α/β barril da δ-ALA-D, de forma 

semelhante ao (PhSe)2. 

 

 

 O caráter mais eletronegativo e a presença de receptores de ligação de hidrogênio nos 

substituíntes também parecem contribuir para uma maior afinidade no sítio ativo da δ-

ALA-D. 
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 Conjuntamente, a presença dos dois anéis aromáticos nos disselenetos de diarila e a 

flexibilidade da ligação C-Se-Se-C dos disselenetos de diarila parecem ser cruciais 

para que haja forte interação com resíduos hidrofóbicos a enzima δ-ALA-D, abrindo 

uma nova perspectiva quanto a trabalhos futuros envolvendo o desenvolvimento de 

novos organocalcogênios com menor toxicidade frente à inibição da δ-ALA-D. 
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APÊNDICE 

 

APÊNDICE A – ALINHAMENTO MÚLTIPLO DE SEQUÊNCIAS DE 

AMINOÁCIDOS DA δ-ALA-D DE DIFERENTES ORGANISMOS 

 

Figura 1: Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos da δ-ALA-D de diferentes organismos 

usando o programa ClustalW. Em verde, resíduos que estão posicionados até 4 Å do ligante (PhSe)2 no 

docking  molecular com a enzima δ-ALA-D humana. Em amarelo, resíduos de cisteína que interagem com o íon 

Zn(II), de acordo com o cristal PDB 1E51. Em cinza, resíduos específicos da δ-ALA-D de plantas, não 

encontrados na enzima dos animais. Os dados sugerem que o (PhSe)2 tem maior afinidade com a δ-ALA-D de 

animais (com atividade inibitória de modo semelhante), mas  não de plantas, corroborando com dados 

experimentais (Farina et al., 2002). 
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ANEXO 

 

ANEXO A – CAPA DA REVISTA TOXICOLOGY RESEARCH 

 

 


