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RESUMO
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TOXICOLOGIA E FARMACOLOGIA IN VITRO DE NOVOS
COMPOSTOS ORGANICOS DE SELENIO E TELURIO COM
ATIVIDADE TIPO TIOL PEROXIDASE

AUTORA: JESSIE HAIGERT SUDATI
ORIENTADOR: JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
CO-ORIENTADORA: ROSELEI FACHINETTO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 8 de Maio de 2009.

A Glutationa Peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) é uma selenoenzima que catalisa
a reducdo do peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos organicos na presenca de
glutationa (GSH). Sua acéo catalitica evita, desta forma, a oxidacdo dos lipidios
constituintes da membrana, bem como de outros componentes celulares. Sabe-se
que a producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) esta relacionada
ao surgimento de muitas doencas, e a enzima GPx € considerada uma das mais
importantes enzimas antioxidantes presentes nos organismos Vivos, sendo
necesséria para auxiliar na protecdo contra estas patologias. No entanto, a enzima
GPx possui algumas desvantagens tais como, instabilidade e pouca viabilidade no
que diz respeito a uma possivel administragdo oral ou endovenosa, por isso, surgiu 0
interesse na sintese de compostos que possam mimetizar 0 mecanismo de acao
dessa enzima. Dados da literatura tém demonstrado que 0s compostos organicos
sintéticos de selénio (Se) e telurio (Te) s@o excelentes miméticos da enzima GPx.
Assim, neste estudo, uma série de compostos organicos derivados de aminoacidos
contendo Se e Te na estrutura foram testados com a finalidade de avaliacao in vitro
da (i) atividade mimética da GPx (ou tipo GPx, isto &, “GPx like activity”) de acordo
com a reacdo H,O, + 2PhSH - PhSSPh + 2H,0; (ii) propriedades cataliticas destes
compostos, (iii) reatividade e possivel oxida¢do dos compostos tiolicos de baixo peso
molecular (glutationa reduzida, captopril e ditiotreitol) e o (iv) efeito contra a
peroxidacdo lipidica. Todos os compostos utilizados neste trabalho demonstraram
atividade mimética a GPx; porém, essa propriedade apresentou uma dependéncia
em relacdo ao residuo de aminoacido presente na estrutura do composto, bem como
influéncia estérica. Os disselenetos C, D e os derivados do telureto 7g foram os mais
eficazes na reducdo de perdoxidos quando comparados aos demais compostos
utilizados neste estudo. Portanto, estes resultados sugerem que 0S compostos
organicos derivados de aminoacidos contendo Se ou Te podem ser considerados
mimeéticos importantes da GPX.

Palavras-chave: Glutationa peroxidase; organoselénio, organotelurio.
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Glutathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) is a well-known selenoenzyme that
catalyzes the reduction of hydrogen peroxide and some organic hydroperoxides by
glutathione (GSH) and protects lipid membranes and other cellular components
against oxidative stress, which is related to many diseases and this enzyme is
regarded as one of the most important antioxidant enzymes in living organisms.
Because the natural GPx has some shortcomings (e.g. instability and poor
availability), scientists have paid more attention to its artificial imitation. Synthetic
organoselenium and organotellurium compounds have emerged as excellent
candidates to act as GPx mimics. Thus, in this study, several aminoacids derivatives
containing selenium or tellurium were tested in order to evaluate their in vitro (i) GPx
mimic properties (or GPx like activity) according to the model reaction (H,0, + 2PhSH
- PhSSPh + 2H,0); (ii) catalytic properties, (iii) reactivity with low molecular weight
thiols (reduced glutathione, captopril and dithiothreitol) and (iv) their effect against
lipid peroxidation have been performed. All compounds tested in this study showed
ability to imitate de antioxidant enzyme GPx, but this property showed a dependence
on the aminoacid residue and steric effect. Compounds C, D and 7g derivatives were
found as the best catalysts in reducing peroxides, in comparison with other
compounds tested. These results suggest that aminoacids derivatives compounds
containing selenium or tellurium used in this work can be considered promising GPx
mimetics.

Key words: Glutathione peroxidase; organoselenium; organotellurium.
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1. INTRODUCAO

Esta bem estabelecido na literatura que muitas doencas humanas sao
decorrentes do estresse oxidativo. Estresse oxidativo € caracterizado pela producdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), ocasionadas como produtos do
metabolismo celular aerdbico, sendo que o controle de sua producdo se da
principalmente pelo sistema de defesas antioxidante, especialmente por enzimas
antioxidantes tais como, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (LAGUERRE e cols., 2007).

A glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) é uma selenoenzima que
apresenta propriedade antioxidante catalisando a reducéo de peroxido de hidrogénio
e peréxidos organicos através do consumo do grupo tiol da glutationa (GSH),
formando como produtos agua e/ou glutationa oxidada (GSSG) (ENGMAN e cols.,
1989; LUO e cols.,,1994; URSINI e cols.,1995) (equagcdo 1) protegendo

biomembranas e outros componentes celulares do estresse oxidativo.

ROOH + 2GSH -> ROH + GSSG + H)0 (Equacéo 1)

R = H ou alquila

Devido ao fato de essa enzima possuir algumas desvantagens que limitam
seu uso terapéutico tais como, instabilidade e alto peso molecular (ENGMAN e cols.,
1989; LUO e cols.,1994), muitos estudos tém proposto a sintese de novos
compostos que possam mimetizar a atividade da enzima GPx, ndo apenas para
elucidar o seu mecanismo catalitico mas também, para potencializar sua aplicacdo
farmacoldgica.

A enzima GPx possui quatro subunidades idénticas contendo, em cada uma,
um sitio catalitico composto pelo residuo de selenocisteina, que contém selénio (Se)
0 qual estd envolvido na formacdo do intermediario selenol (Enz-SeH), que reduz
perdxidos a a4gua ou alcool formando o acido selénico (Enz-SeOH). Este entado
reage com a glutationa reduzida (GSH) formando o selenosulfeto (Enz-SeSG).
Finalmente, este entdo € atacado por um segundo equivalente de GSH regenerando
a forma ativa da enzima e produzindo simultaneamente a glutationa oxidada (GSSG)
(Esquema 1) (WENDEL e cols., 1984; URSINI e cols.,1995).



Ao contrario da GPx citosélica, a qual usa exclusivamente a GSH como
substrato, outras enzimas como a GPx presente no plasma e a GPx de
hidroperoxido de fosfolipideos aceitam uma variedade de tidis como substratos
(TAKEBE e cols., 2002).

GSSG ROOH
Enz-SeH
GSH Rom
Enz-SeSG Enz-SeOH
HEO GSH

Esquema 1 Ciclo catalitico da enzima GPx

Desde a descoberta das funcbes do selénio para o sistema biologico
enzimatico, tornou-se necessario esclarecer a importancia desse elemento para as
selenoenzimas. De acordo com isso, varios estudos demonstram que 0s compostos
sintéticos organicos de selénio (Se) e teldrio (Te) (REICH e cols., 1987; TOMODA e
cols., 1994; XIE e cols., 2006; BRAGA e cols., 2009) sdo excelentes miméticos da
GPx devido a habilidade que esses dois elementos possuem de sofrer oxidagao. De
fato, a literatura sustenta que o Te possa mudar de estado de oxidacéo divalente
para o tetravalente, enquanto que alguns compostos organicos de selénio podem
gerar selenol apés a interacdo com tiois (similar aquele encontrado no sitio ativo da
GPx). O Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-one), diseleneto de difenila,
ciclodextrinas e analogos contendo Te sdo demonstrados na literatura como
catalisadores em potencial na reducédo de peroxidos na presenca de tidis (WIRTH,
1998; MISHRA e cols., 2006).

Considerando essas propriedades miméticas a enzima GPx que alguns
compostos sintéticos organicos de Se e Te possuem, nesse estudo, uma série de
novos compostos organicos derivados de aminoacidos contendo Se e Te foram
sintetizados com a finalidade de se avaliar essa propriedade antioxidante, como
também, a reatividade com grupamento sulfidrilico e o efeito contra a peroxidagao

lipidica in vitro.



2. JUSTIFICATIVA

Na literatura, muitos compostos organicos de Se e Te sintéticos apresentam-
se como bons miméticos a acao catalitica da GPx. Considerando a importancia
dessa enzima, tornou-se instigante sugerir e avaliar essa propriedade antioxidante
de uma série de novos compostos organicos derivados de aminoacidos contendo Se
ou Te, onde uma possivel semelhanca estrutural com compostos naturalmente
presentes no nosso organismo poderia diminuir as acfes toxicas (tiol oxidase) e

facilitar as acdes farmacoldgicas (tiol peroxidase).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial mimético a enzima glutationa peroxidase de uma série de
compostos organicos derivados de aminoacidos contendo selénio ou telurio na

estrutura.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar, de maneira comparativa, a atividade tipo tiol peroxidase in vitro de uma

série de compostos organicos derivados de aminoacidos contendo Se ou Te;

- determinar 0 Tsp dos compostos organicos derivados de aminoacidos contendo
Se ou Te, ou seja, 0 tempo gasto pelo composto para consumir 50% do substrato,
na reacao:

2 PhSH + H,0, @@ phssph + 2 HL0:

- avaliar in vitro a toxicidade potencial de compostos organicos derivados de

aminoacidos contendo Se através da oxidacéo de grupos sulfidrilicos;

- avaliar a possivel atividade antioxidante in vitro de alguns compostos frente a
peroxidacao lipidica induzida pelo agente pro-oxidante Fe(ll) em homogeneizado de
tecido encefalico de ratos (a selecdo dos compostos para este experimento foi com
base na atividade tiol-peroxidase avaliada).



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Tellrio

O elemento teldrio (Te) foi descoberto em 1782 e pertence ao grupo 16 da
tabela periédica, denominada familia dos calcogénios, assim como 0 selénio e o
enxofre. Pode apresentar-se com diferentes nimeros de oxidacdo: Te*® (telurato),
Te** (telurito), Te? (telario elementar) e Te? (telureto) (SCANSETTI, 1992). E
encontrado com maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e
prata.

Compostos inorganicos de Te séo encontrados na forma inorganica de sais e
sdo compostos altamente téxicos, podendo afetar a pele e os rins (TAYLOR, 1996).
O primeiro composto organico de telurio foi sintetizado por Friedrich Wéhler em
1840. Desde sua descoberta até metade do século 20, a quimica dos compostos
organicos de Te permaneceu obscura devido as dificeis condi¢cdes de sintese destes
compostos e, especialmente, pelo odor que estes exalavam, poucas sdo as
publicacdes durante este periodo. Apenas a partir de 1970 os compostos organicos
de Te comecaram a ser explorados pelos quimicos organicos, refletindo no
crescimento exponencial de artigos publicados desde entdo. Varios destes
compostos, com diferentes caracteristicas e estruturas quimicas, vém sendo
estudados quanto as suas propriedades farmacoldgicas e téxicoldgicas, sendo
alguns deles ja relatados na literatura.

Assim como o Te elementar e 0s sais inorganicos, 0s compostos organicos de
Te séo bastante toxicos, e a intensidade desta toxicidade depende da estrutura do
composto, da dose administrada e do tipo de animal testado (NOGUEIRA e cols.,
2004). A toxicidade destes compostos possivelmente esta relacionada a interacéo
com residuos tidlicos (-SH) de moléculas biologicamente ativas. Os compostos
organicos de Te tém a capacidade de oxidar os grupamentos —SH, inativando
enzimas e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas sulfidrilicas nao-protéicas
(BLAIS e cols., 1972). Em 1998, BARBOSA e cols. foram os primeiros a observar a
inibicdo da enzima sulfidrilica porfibilinogénio sintase ou &-amino-levulinato
desidratase (ALA-D) in vitro em sobrenadante de homogeneizado de figado de rato

pelo ditelureto de difenila. A toxicidade, hepatica, cerebral e renal, ex vivo também ja



foi observada para alguns compostos organicos de teltrio (MACIEL e cols., 2000;
MEOTTI e cols., 2003; SAVEGNAGO e cols., 2006).

Apesar das propriedades toxicas atribuidas aos compostos de Te, existem
relatos na literatura atribuindo importantes propriedades farmacolégicas aos
compostos organicos de telario tais como, quimioprotetora (GROGAN e cols., 2000)
e a capacidade de mimetizar a atividade da glutationa-peroxidase (GPx) que, as
custas de GSH, neutraliza o peroxido de hidrogénio (H,O.). Em 1992, Engman e
colaboradores demonstraram, utilizando a técnica de ressonancia magnética
nuclear, que varios diaril diteluretos possuem atividade tiol peroxidase superior aos
compostos analogos contendo Se, propondo um mecanismo de reacdo geral para
estes compostos. Posteriormente em 1993, Andersson e colaboradores reportaram a
atividade mimética da GPx de diaril teluretos, substituidos com moléculas doadoras
de elétrons. Além disso, estes autores apontaram que o efeito antioxidante destes
compostos se devia a formacao de teluréxido, resultante da oxidacéo do Te*?a Te*,
que seria novamente reduzido ao estado inicial pela GSH, num mecanismo
catalitico, neutralizando radicais livres e as espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(ENGMAN e cols., 1994; ANDERSSON e cols., 1994).

4.2. Selénio

O selénio (Se) foi descoberto em 1818 quimico sueco J. J. Berzelius. O Se é
um elemento do grupo 16 da tabela periddica, podendo apresentar-se sob quatro
estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito (Se™), selénio elementar (Se°) e
seleneto (Se™). Em 1842 ocorreu o primeiro relato de toxicidade do Se, em 1943 foi
relatado como um potente carcinogénico. Esse elemento foi considerado toxico até
Schwarz e Foltz (1957) identificar sua presenga como um micronutriente em bactérias,
mamiferos e passaros. Em 1973 o Se foi descoberto como um constituinte de duas
enzimas bacterianas do tipo desidrogenase e glicina redutase as quais contém Se em
sua estrutura. O papel bioquimico de Se ficou bem estabelecido pelo descobrimento
de que ele faz parte da enzima antioxidante GPx (ROTRUCK e cols., 1973). A partir
dessa evidéncia muitos pesquisadores tém proposto uma gama de compostos
organicos de Se que possam mimetizar a agdo da enzima GPx devido a sua

importancia fisiologica.



4.3. Compostos organicos de selénio e telario coma  tividade GPx like

O Ebselen (1,2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one) € um composto
organico de selénio com baixa toxicidade, foi o primeiro a ser extensivamente
relatado como um mimético da enzima GPx. Esse composto possui propriedades
antioxidantes incluindo atividade antiinflamatéria (MULLER e cols.,, 1984) e
neuroprotetora (BURGER e cols., 2005), provavelmente devido a sua habilidade de
reduzir peroxidos consumindo GSH e outros tidis mimetizando a atividade catalitica
da selenoenzima GPx. Devido a essa propriedade o Ebselen tem sido utilizado como
um padrdao para comparar a atividade GPx like de outros compostos de Se,
provavelmente por ter sido utilizado com sucesso relativo em testes clinicos para o
tratamento de isquemia cerebral e patologias relacionadas (SAITO e cols., 1998;
YAMAGUCHI e cols., 1998; OGAWA e cols., 1999).

O sucesso obtido empregando o Ebselen como GPx like impulsionou a busca
por outros compostos com as mesmas caracteristicas. Inicialmente, acreditava-se que
a condicdo fundamental para que um composto sintético reduzisse peréxidos a custa
de tiol fosse a ligacdo selénio — nitrogénio (Se - N). A idéia de que apenas compostos
com ligacdo Se - N poderiam atuar como miméticos da GPx foi descartada quando
observou-se que o disseleneto de difenila (PhSeSePh) também exibe essa
propriedade mimética (aproximadamente duas vezes a atividade catalitica do ebselen)
(STEPHEN e cols, 1989).

A partir dessa descoberta, novos compostos organoselénio foram sintetizados
e aplicados como GPx like. Alem do Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-
one) e do disseleneto de difenila também ja foram descritos como miméticos da
GPx, varios outros compostos organicos de Se (STEPHEN, 1989; IWAOKA, 1994;
MUGHESH, 2000; SIES e cols, 2001) e compostos contendo Te (DETTY e cols,
1992; REN e cols, 2001; YOU e cols, 2003; BRAGA e cols, 2009). Esses compostos
organicos de Te tém sido sugeridos como catalisadores em potencial na reducéo de
peréxidos na presenca de tidis (WIRTH, 1998; MISHRA e cols., 2006), muitas vezes
apresentando atividade mimética maior do que 0os compostos organicos de Se. De
particular importancia, os compostos organicos de Se, além de atuarem como
mimeéticos da GPx, também podem acelerar a oxidacéo de tidis mesmo na auséncia
de peréxidos catalisando a reacédo apresentada no Esquema 1 (NOGUEIRA e cols.,
2004).



2 RSH + R'SeSeR! 5 RSSR + 2R!SeH

Esquema 1

Na presenca de oxigénio os disselenetos organicos sao regenerados
(Esquema 2). Enquanto a atividade do tipo tiol peroxidase de disselenetos organicos
€ responsavel pela propriedade antioxidante desses compostos, a oxidacdo de
grupos tidis pelos disselenetos pode contribuir para sua propriedade toxicoldgica,
pois pode alterar as fung¢des biologicas de importantes moléculas contendo grupos
SH.

2 RSH +R'SeSeR* ___, RSSR+ 2R'SeH
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RSeSeR!

Esquema 2
4.4. Glutationa peroxidase (GPx)

4.4.1. Glutationa (GSH)

O tripeptideo glutationa (y-glutamilcisteinilglicina; GSH) é o tiol ndo-protéico
mais abundante encontrado nas células foi descoberto em 1921 por Hopkins e
possui um importante papel na protecao das células contra radicais livres, peréxidos,
entre outros. Este tiol é sintetizado a partir da acdo consecutiva de duas enzimas: y-
glutamilcisteinase e glutationa-sintetase (MEISTER, 1974). Devido a nuclecfilicidade
do grupo sulfidrilico da GSH, este pode funcionar como um &timo nucledfilo
removendo muitos eletréfilos reativos evitando eventos oxidativos e protegendo
grupamentos tiois de proteinas intracelulares (SHIGEOKA e cols., 1987). Durante a
destoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) a GSH esta envolvida em
duas etapas de reagOes: (i) GSH reage nao-enzimaticamente com radicais livres
(SAEZ e cols., 1990); (ii) GSH doa elétron para a reducédo de peroxidos na reacao
qgue envolve a enzima glutationa peroxidase (GPx) (CHANCE e cols., 1979). Nas
células a GSH é regenerada a partir da glutationa oxidada (GSSG) pela reacdo
envolvendo a enzima glutationa redutase (GR) (Fig. 1).



L-Glutationa reduzida

(GSH)
[0 - -
NADP* Glutationa Glutationa Glutationa bise
redutase peroxidase
(GR) (GO)  (GSH-Px))\,
NADPH + H* Ho03 IHs0
. -
N O
HOOC//\N # L-Glutationa oxidada
b (GSSG)
S
~
Haz COOH

Figura 1. Reacdes catalisadas pelas enzimas GPx, GR e GO.

Deve-se observar que o sistema antioxidante que envolve a GSH é apenas
uma pequena parte do sistema de defesa celular contra as EROs. Outras enzimas
tais como, superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), bem como os
antioxidantes ndo-enzimaticos, por exemplo, o a-tocoferol e o acido ascoérbico
também estdo envolvidos na destoxificacdo de EROs (Fig. 2).

respiratory chain
xanthine oxidase

0,

205 = SOD

monoamine oxidases

T KO, 2 GSH NADP* + H*
cata% GiPx GR
050, H.0 GSSG NADPH
Figura 2 . Geracao e consumo do anion superdxido e peréxido de hidrogénio.

O anion superoxido gerado pela cadeia respiratoria (RADI e cols., 1997) ou
pela xantina oxidase (HILE e cols., 1995) é convertido pela SOD a peréxido de
hidrogénio. Oxidases em geral também geram peroxido de hidrogénio (FIDOVICH e

cols., 1995). Estes peréxidos sdo decompostos pela CAT ou GPx.
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4.4.2. GPx: historico

A glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) foi primeiramente descoberta por
Mills em 1957, como uma enzima com funcéo de proteger as células sanguineas
contra hemolise causada pela oxidacao. A partir dos anos 70, foi demonstrado que a
GPx é uma enzima selénio (Se)-dependente com estrutura tetramérica (FLOHE e
cols., 1973) contendo um residuo de selenocisteina (Sec) como subunidade
participando do processo catalitico (CHAMBERS e cols., 1986). A Sec foi
inicialmente considerada como sendo o 21° aminoacido devido a sua estrutura
similar a da cisteina. Todavia, ela ndo faz parte dos 20 aminoacidos que possuem
um cédon especifico, mas tem um processo bastante complexo de incorporacdo nas
proteinas. De fato, a incorporacdo deste aminoacido involve a interacdo com um
codon de determinacdo UGA, que pela intervencdo de elementos reguladores,
incorpora um residuo serinil (i.e., do aminoacido serina) que posteriormente tem uma
substituicdo do oxigénio da sua hidroxila por um selénio, formando um selenol (-
SeH). A GPx é uma importante enzima antioxidante que catalisa a reducéo de H,0O
ou hidroperdxidos organicos a agua ou aos alcoois correspondentes usando a GSH
como agente redutor (URSINI e cols., 1994).

4.4.3. GPx: classificacao

Além da GPx, também chamada de GPx classica, citosolica ou celular (GPx1)
existem mais cinco tipos de enzimas GPx (GPx2-GPx6) em mamiferos, as quais séo
divididas de acordo com a sequéncia de aminoacidos, especificidade por substrato
e localizacdo subcelular. Embora a GPx possa agir em uma ampla gama de
substratos, dados experimentais in vitro sugerem que todos os tipos de GPx séo
especificos para a GSH como agente redutor. A GPx1 é a mais abundante
selenoenzima, pois é encontrada em quase todos os tecidos (CHU e cols., 1993). A
GPx2 é tetramérica e ocorre no citosol. Em ratos, € mais proeminente no tecido
gastrintestinal; porém, em humanos € presente no figado e intestino grosso, mas
ndo em outros orgdos. A GPx2 possui um importante papel nos mamiferos na
protecdo contra a toxicidade da ingestao de hidroperoxidos lipidicos, mas nao para
hidroperoxidos de fosfolipidios (CHENG e cols., 1997). A GPx3 foi primeiramente

identificada no plasma humano e é uma glicoproteina compativel com sua funcao
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extracelular (TAKAHASHI e cols., 1987). A GPx4, também chamada de fosfolipideo
hidroperoxido, esta associada a membrana celular e é descrita como uma proteina
inibidora de peroxidacdo. Em contraste com as outras GPx, as quais possuem
estrutura tetramérica, a GPx4 ¢é um mondmero e encontra-se principalmente no
cérebro e coracdo de mamiferos (DUAN e cols., 1988; URSINI e cols.,1995). Todas
as GPx1-GPx4 possuem um residuo de selenocisteina no sitio ativo o qual é
sucessivamente oxidado e entdo reduzido durante o ciclo catalitico (AUMANN e
cols., 1997). Os outros dois tipos de GPx, GPx5 e GPx6, diferem das demais por
serem selénio ndo-dependentes, ou seja, apresentam cisteina no sitio catalitico
(KRYUKOV e cols.,, 2003). Suas funcbes biologicas ainda ndo estdo bem

estabelecidas

4.4.4. GPx: mecanismo catalitico

Estudos demonstraram que o sitio catalitico da enzima GPx é composto pelo
residuo de selenocisteina, que contém selénio (Se) o qual esta envolvido na
formacao do intermediario selenol (Enz-SeH), que reage com o peroxido reduzindo-o
a agua ou alcool formando o &cido selénico (Enz-SeOH). Este reage, entdo, com a
glutationa reduzida (GSH) formando o selenosulfeto (Enz-SeSG). Finalmente, este
entdo é atacado por um segundo equivalente de GSH regenerando a forma ativa da
enzima e produzindo simultaneamente a glutationa oxidada (GSSG) (Esquema 3)
(WENDEL e cols., 1984; URSINI e cols., 1995).

GSSG ROOH
Enz-SeH
GSH ROH
Enz-SeSG Enz-SeOH
H,0 GSH

2

Esquema 3. Ciclo catalitico da enzima GPx.

Entdo, a reacdo global do ciclo catalitico da enzima GPx envolve a oxidacao
de dois equivalentes de GSH a dissulfeto, enquanto o hidroperdoxido é convertido a
agua e/ou alcool correspondente.
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Desde a descoberta das funcdes do Se em sistemas enziméticos bioldgicos,
muitos estudos tém voltado sua atengcdo para a sintese de novos compostos
organocalcogénios que possam mimetizar essa importante enzima antioxidante, ndo
apenas para elucidar o mecanismo catalitico, como também para uma possivel
aplicacdo farmacolégica destes compostos. Na literatura, muitos estudos
demonstram que 0s compostos organicos de Se e Te sintéticos sdo excelentes
mimeéticos da enzima GPX, o Te devido a habilidade que possui de passar do estado
de oxidacdo divalente +2 para o tetravalente +4 e retornar ao divalente +2 (REICH,
1987) enquanto que alguns compostos orgéanicos de selénio podem gerar selenol

apos a interacdo com tidis .

4.5, Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas normalmente
durante o metabolismo celular aerébico. As EROs incluem o peroxido de hidrogénio
(H.0,), bem como radicais livres tais como anion superéxido O, radical hiroxila
('OH) entre outros. Estas moléculas sdo normalmente neutralizadas pelos sistemas
antioxidantes presentes nos organismos. As defesas antioxidantes podem ser tanto
enzimaticas (catalase, superéxido dismutase, glutationa peroxidase, etc) quanto nao-
enzimaticas (glutationa, tocoferdis (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), etc).
Assim, o estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na producdo de
EROs quanto da reducdo da capacidade antioxidante celular total, ou seja, a
ocorréncia de um dano oxidativo depende de um desequilibrio entre a producéo de
EROs e a atividade das defesas antioxidantes (HALLIWELL, 1992). De acordo com
Halliwell and Gutteridge, o termo antioxidante significa: “substancia que, quando
presente em baixas concentragbes comparado a um substrato oxidavel,
significativamente previne a oxidacdo deste substrato”. O estresse oxidativo € uma
condicao celular ou fisioldgica de elevadas concentracoes de EROs causando danos
as estruturas moleculares de componentes celulares tais como, lipidios, proteinas,
carboidratos e DNA com consequente alteracdo funcional e prejuizo das funcdes
vitais em diversos tecidos ou 6rgaos (HALLIWELL e CROSS, 1994).
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4.5.1. Peroxidacao lipidica

Os fosfolipidios apresentam uma cabeca polar e uma cauda hidrofobica e sao
0s principais constituintes das membranas celulares. Geralmente, estas caudas
hidrofébicas sdo compostas por acidos graxos, que podem apresentar uma ou mais
dupla ligacdo (insaturacdo) (HALLIWELL e cols., 1989; HALLIWELL, 2007). Os
radicais livres sdo espécies eletrofilicas extremamente reativas que podem reagir
com os componentes celulares e podem atacar uma diversidade de biomoléculas
alvos. A peroxidagdo lipidica (PL) consiste no ataque das EROs aos lipidios
insaturados das membranas bioldgicas. Esta interacdo pode levar a modificacdo nos
lipidios de membrana que consequentemente levara a perda nas caracteristicas das
membranas bioldgicas, criando fendas idnicas que alteram sua permeabilidade, o
que favorece o transito indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares,
provocando a lise celular (JOSEPHY, 1997). A peroxidacdo de lipidios (PL) levando
a formacdo de hidroperéxidos (LOOH) pode ser resumida nas reacdes abaixo
(LAGUERRE e cols., 2007), onde R’ representa um radical livre em meio aerébico
com consequente formacdo de radical perdéxido, o qual retira um &tomo de
hidrogénio de uma molécula de lipidio insaturado formando hidroper6xido (ROOH) e
outro radical livre (L").

2R* 420, —+ 2ROO"
ROO + L;H — ROOH +L;
L, + 0; — L,0O"

L,00" + L,H — L,00H + L3

O hidroperoxido formado pode ser quebrado e formar outros produtos como
alcanos e aldeidos, dentre os quais o malondialdeido (MDA), que é um marcador
quimico da PL. Estudos que visam investigar o envolvimento da PL podem ser feitos
utilizando uma técnica de determinacéo indireta das substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico, na qual um dos produtos finais da PL, o MDA, reage com o acido
tiobarbitlrico, originando um produto de cor rosa que pode ser quantificado

espectrofotometricamente (OHKAWA e cols., 1979).



14

I
e T T e T T T T ~OH Malendialdehyde

formation pathway (a)

* \j
/o o\ 9
/ﬁ‘v/\‘\»/—Ec + |: | : + //‘H\/’\)L\_OH
\k)/
¢ T
HS. N, _OH o ) Ss N _OHHO__N__SH
l | + 2 \PU// N S I \lNr
W/\H H.0 i“],/\/\é/ \|/
OH OH OH

2-thiobarbituric acid TBA chromophore (L, : 532 nm)

Figura 3. (a) Formac&do do MDA a partir da peroxidac¢édo lipidica de um acido graxo triinsaturado C18

e (b) formacéo do complexo croméforo TBA-MDA.

4.5.1.1. Ferro(ll) como agente pro-oxidante

O ferro desempenha um papel importante nos processos metabdlicos dos
animais, sendo um constituinte vital nas células de todos os mamiferos, e também
esta presente em algumas enzimas que catalisam mecanismos de oxidacao celular.
O ferro é de grande importancia nos sistemas biolégicos, uma vez que participa de
uma grande variedade de reacBes de transporte de elétrons. Porém, estes ions
podem estimular a producdo de radicais livres por diferentes mecanismos
(BRAUGHLER e cols., 1986; MINOTTI e cols., 1992). InUmeras evidéncias sugerem
0 acontecimento de uma cascata de reacdes durante o processo neurodegerativo,
incluindo a PL e disfungdo mitocondrial, os quais vao culminar no dano do
citoesqueleto e consequente morte celular (LAGUERRE e cols., 2007). A producéo
excessiva de H,O; e anion superéxido podem resultar em dano celular através de
uma cadeia de reagbes de PL nas membranas celulares e alteracdes na fluidez da
membrana. No entanto, o H,O, é relativamente inerte, e o dano celular ocorre
qguando EROs e radicais hidroxila altamente reativos sdo produzidos pela reacéo de
Fenton (Fe** + H,0, > Fe** + HO® + HO') na qual um metal de transicéo reduzido,
como o ferro, doa um elétron para o H,O,. Assim a rea¢do de Fenton converte H,O,
para o mais citotoxico das EROs, o radical hidroxil (HO®). Desta forma, a participagao
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do ferro é essencial na producdo do HO’, o qual pode subsequentemente iniciar a PL
ou oxidar grande parte das moléculas presentes nos sistemas biolégicos e propagar

reacoes de radicais livres.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Artigo cientifico

5.1.1. Determinacao da atividade GPx like

A reacdo catalitica para a enzima GPx (H,O, + 2PhSH - 2H,0O + PhSSPh)
(TOMODA e cols., 1994) foi iniciada através da adicdo de H,O, (5 mM) a uma
solugcdo metandlica contendo PhSH (1,9 ou 5 mM) na presenca dos compostos 7a-0
(0,05 ou 0,1 mM), separadamente, a 30 °C e monitorado espectrofotometricamente
(UV; A = 305 nm) durante 6 min. Para cada composto a reacao foi repetida pelo

menos 3 vezes nas mesmas condi¢des.

5.2. Manuscrito (em preparac¢ao)

5.2.1.Determinacao da atividade GPx like e analise de parametros cinéticos

Os valores de Tso foram determinados (disselenetos A-D, 0,025 mM; PhSH,
1,9 mM; H,0,, 5 mM). Para os parametros cinéticos, a reacéo catalitica modelo para
a enzima GPx (H,O, + 2PhSH - 2H,0 + PhSSPh) foi iniciada através da adicdo de
diferentes quantidades do substrato H,O, (concentracdes finais: 5, 10, 15 e 30 mM)
a uma solucdo metandlica contendo o substrato PhSH (concentracdes finais: 0,495;
0,95; 1,18; 1,45 e 1,9 mM) na presenca dos compostos B-D (0,005; 0,01 e 0,025
mM), separadamente, a 30 °C e apds monitorado espectrofotometricamente (UV; A =
305 nm) durante 6 min, a reacao foi repetida pelo menos 3 vezes nas mesmas
condigbes para cada composto testado. Os dados cinéticos foram analisados
através de diagrama do duplo reciproco de acordo com a equacgéao 1, onde o Vmax
significa velocidade maxima e Km é a constante de Michaelis para H,O, (Kmyzo2) €
PhSH (Kmphsh).

5.2.2. Quantificacdo de grupamentos sulfidrilicos
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A atividade tiol oxidase foi determinada de acordo com o método proposto por
ELLMAN, 1959, RIDDLES e cols.1979). Os compostos (100 uM) foram dissolvidos
em MeOH e entéo incubados a 37C separadamente em um meio de reacdo aquoso
contendo tampédo 50 mM Tris/HCI (pH 7,4) e os respectivos compostos sulfidrilicos
testados neste estudo (glutationa (GSH), 1 mM; captopril, 1 mM; ou ditiotreitol (DTT),
0,5 mM) (volume final = 1800 pL). Uma aliquota de 100 puL de cada amostra foi
retirada em diferentes tempos durante a reacéo (0, 30, 60 e 120 min) e adicionada a
um sistema contendo 25 pL de 5,5-ditiobis (a4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) (10 mM)
e tampao 100 mM Tris/HCI (pH 7,4) (volume final = 1800 pL). As amostras foram
analisadas espectrofotometricamente (A = 412 nm). Juntamente com o0 experimento,
foi feita uma curva padrao para cada composto sulfidrilico utilizado (GSH, Captopril
ou DTT).

O NH,Q oo
= SH

WNH 1 <
HO :2—\ 2
0 SH s
o : o SH
il

O, NH HO
OH
HO

Glutationa Captopril Ditiotreitol

5.2.3. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (com + 3 meses de idade), pesando
entre 270 e 320 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria. Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas com livre acesso a
comida e adgua a uma temperatura controlada (22 = 3 C) e em um ciclo claro/escuro
de 12:12 horas. Os animais foram mantidos e usados de acordo com as normas do
Comité de Bem Estar Animal (COBEA).

5.2.4. Preparacao do homogenato

Os ratos foram eutanasiados e o tecido encefalico foi rapidamente dissecado,
armazenado no gelo e pesado. O tecido encefdlico foi imediatamente
homogeneizado em tampéao Tris—HCI 10 mM, pH 7,4 (1/10, p/v). O homogeneizado
foi centrifugado por 10 min a 4000 x g (25 C) e o sobrenadante (S1) foi utilizado

para os ensaios de TBARS.
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5.2.5. Quantificacado de TBARS

Imediatamente apds a centrifugacdo, uma aliquota de 100 pl de S1 foi incubada
por 1 h a 37 € com o pré-oxidante Fe ?* (10 uM), na presenca dos compostos C, D e
PhSeSePh, separadamente, e entdo utilizada para a determinacédo da PL. A producdo
de TBARS foi determinada por método colorimétrico (A = 532 nm) (OHKAWA e cols.,
1979; PUNTEL e cols., 2005).

5.2.6. Andlise estatistica
Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste Post

Hoc de Duncan quando apropriado. As analises foram consideradas estatisticamente

significativas quando p < 0,05.
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6. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1. Artigo cientifico

Os resultados a seguir constam no artigo cientifico intitulado “Synthesis of
telluroamino acid derivatives with remarkable GPx like activity” publicado na revista
Organic & Biomolecular Chemistry (2009) 7:43-45. E importante salientar que os
compostos avaliados neste estudo foram sintetizados pelo grupo de pesquisa do
professor Dr. Antonio L. Braga (Setor de Quimica - UFSM).

5 n
7a L-Valine 2

| i 7b  L-Valine 3
Ph TE‘EAN" \F/DM 7c L-Phenylalanine 2
g | 7d L-Phenylalanine 3

O 7e L-Alanine 2
7f L-Leucine 2
7a-g 79 L-Aspartic acid 2
(0] Ar
7i p-tolyl
-~
/\)CJD\ O 7i o-tolyl
(@) 7k 4-methoxyphenyl
ArTe i = 71 4-chlorophenyl
O 7m  2-chlorophenyl
7n  2-naphthalene
Zi-o 70  1-naphthalene

Figura 1. Estrutura dos compostos organicos de Te utilizados neste estudo.
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Com a finalidade de investigar a influéncia que residuo de aminoacido pode
causar na reducdo de peroxido de hidrogénio a 4gua na presenca de tiol em
excesso, avaliou-se de maneira comparativa a atividade dos compostos 7a—-d
(Figura 2). Podemos observar que ocorreu um aumento linear na formacdo de
PhSSPh na mistura contendo MeOH, PhSH, H,O, e os catalisadores 7a—d (2.6
mol%). O composto 7c com menor cadeia de carbono entre o residuo de aminoacido
e 0 atomo de Te mostrou a mesma atividade que os compostos 7a e 7b. Os
compostos 7¢ (n=2) e 7d (n=3) derivados da L-fenilalanina foram testados nas
mesmas condi¢cbes. Porém, o composto 7d foi menos efetivo na redugdo do

peréxido de hidrogénio demonstrando uma menor atividade GPx like.
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Figura 2. Atividade GPx like dos compostos 7a-d.

Os compostos 7a (n = 2) e 7b (n = 3) derivados da L-valina e 7c (n = 2) da L-
fenilalanina apresentaram valores de Tsg bastante aproximados (~13 min) (Tabela 1).
Para o composto 7d (n=3) derivado da L-fenilalanina os valor encontrado foi 21,61
min. Os teluretos derivados da L-alanina (7e) e L-leucina (7f) apresentaram um Tsg
de 10,41 e 12,75 min, respectivamente. O telureto 7g derivado do acido L-aspartico
se mostrou mais efetivo na decomposi¢éo do peroxido de hidrogénio, obtendo-se um
Tso igual a 8,15 min. Por outro lado, o composto 7h, composto de Se analogo ao
telureto 7a, ndo promoveu a reducao do H,O, de maneira apreciavel (Tso= 25,71 h).
O ditelureto de difenila (PhTeTePh) (Tso = 16,73 (x0,26) min) também foi utilizado
nessas mesmas condi¢cbes, se mostrando menos efetivo que os compostos 7a-c e

7e-g.
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Tabela 1. Determinacdo do Tso (tempo gasto, em minutos, para reduzir a concentracao de tiol em

50%) dos compostos 7a-g.

I
I—h'r‘\H,JI\N, KTU\
nH 4
H,0, + 2 PhSH * 2H;0 + PhSSPh
MeOH

Entry® Catalyst® Y n R Tsg™
1 Ta Te 2 i-Pr 13.43 (£0.15)
2 7b Te 3 i-Pr 13.14 (0.27)
3 Tc Te 2 Bn 13.43 (#0.31)
4 7d Te 3 Bn 21.61 (x1.10)
5 Te Te 2 Me 10.41 (+0.52)
6 i Te 2 i-Bu 12.75 (#1.03)
7 Tg Te 2 CH.COOMe 8.15 (0.61)
8 7h Se 2 i-Pr 1543 (+1.82)

¢ Under this condition addition of H,O; in the absence of telluride did
not produce any significant oxidation of PhSH. * MeOH (1 mL); catalyst
[0.05 mmol L™']: PhSH [1.9 mmol L']; H,O, [8.8 mmol L™']. ¢ T'y; is the
time required, in min, to reduce the thiol concentration with 50% after the
addition of H,O,;  Data in parentheses: experimental error.

Considerando que o composto 7g resultou no melhor Tso dentre os demais
compostos avaliados na Tabela 1, surgiu o interesse em explorar as propriedades
miméticas da GPx de teluretos derivados do composto 7g possuindo diferentes
grupamentos arila. Assim, fez-se necessario o desenvolvimento de uma nova etapa
de avaliacéo da propriedade GPx like de uma nova série de compostos organicos 7i-
0 (2 mol%) em uma solucdo mais concentrada de PhSH e de catalisador (Tabela 2).

De acordo com os dados da Tabela 2, pode-se observar que os valores de Tsg
para oS compostos para substituidos foram menores do que para 0s compostos
analogos orto substituidos, sugerindo que a atividade mimética a enzima GPXx
desses compostos possui uma forte influéncia do efeito estérico (7i e 7}, 71 e 7m). A
variacdo no ambiente eletrénico ao redor do 4tomo de Te ndo mostrou nenhuma
mudanca relevante na atividade tiol peroxidase desses compostos. Os valores de

Tso dos compostos 7q, 7i, 7k, e 7l ficaram entre 2,11 e 2,98 min.
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Tabela 2. Determinacéo do Tso (tempo gasto, em minutos, para reduzir a concentracdo de tiol em

50%) dos compostos 7g-0.

Entry® Catalyst® Ar Tsp™?

1 To phenyl 2.98 (20.21)
z 7i p-tolyl 2.78 (#0.20)
3 7i o-tolyl 4.78 (0.12)
4 Tk 4-methoxyphenyl 2.11 (+0.24)
5 71 4-chloropheny! 2.94 (+0.19)
6 Tm 2-chloropheny! 8.14 (£1.52)
7 n 2-naphthalene 3.65 (z0.18)
8 To I-naphthalene 427 (£0.32)

“ Under this condition addition of H,0O; in the absence of telluride did
not produce any significant oxidation of PhSH. ®* MeOH (1 mL); catalyst
[0.1 mmeol L-']; PhSH [5 mmol L']: H,O, [5 mmol L']. = T, is the time
required, in min. to reduce the thiol concentration with 50% after the

addition of H,0,. ? Data in parentheses: experimental error.

PhSSPh + H,O

PhSH
?Ph 0O R
A:TF
HO n H
9a-0

|
0

0

~

Ta-0
Hz0,

PhSH

Esquema 1

H,0

8a-0

9 0O R
AFTE\F’JJ\N/IYO\
; n H o)

Em relacdo ao mecanismo de acdo dos teluretos utilizados neste estudo,

como miméticos da GPx, acreditamos que inicialmente os compostos de Te (ll) 7a-0

reagem com H,O, para formar teluroxido 8a—o0, e H,O (Esquema 1). A adigdo de um

equivalente de PhSH a esses compostos gera o sulfeto de telurenila 9a—o o qual

reage com outro equivalente de PhSH para regenerar 7a—0 no ciclo catalitico e

produzir PhSSPh e H,0.
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6.2. Manuscrito (em preparagao)

Os resultados a seguir sdo preliminares e constam no manuscrito em
preparacao intitulado “New Diselenoamino Acid Derivatives With GPx Mimic
Properties” . E importante salientar que os compostos avaliados neste estudo foram
sintetizados pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Antonio L. Braga (ALBERTO e
cols., submetido) (Setor de Quimica - UFSM).

o Ph o Ph
2<5e¢NLWo\ Z(SeMNLWo\
H O H O

A C
O Ph O
2(36/\)J\ N L{fo\ 2(56/\)J\ N BN
H H
O @)
B D

Figura 1. Estrutura de disselenetos derivados da L-fenilalanina (A-C) e derivado da L-valina (D).

6.2.1. Determinacdo dos valores de Tso para o disseleneto de difenila e seus
derivados (A-D)

Considerando as diferentes estruturas dos disselenetos (A-D), avaliamos a
influéncia tanto do nimero de carbonos entre o residuo de aminoacido e o 4tomo de
Se quanto do residuo de aminoacido presente na estrutura dos disselenetos na
reducdo do peréxido de hidrogénio (Figura 2). Os compostos B, C e D apresentaram
melhor atividade mimética da GPx do que PhSeSePh. O disseleneto D, derivado da
L-valina, obteve a melhor atividade GPx like (Tsp = 42,18 min) seguido pelos
compostos C e B derivados da L-fenilalanina (Tsp = 45,15 min e 51,38 min,
respectivamente) (Tabela 1). O composto A, o0 qual possui menor cadeia carbonada
que os demais disselenetos, foi o menos efetivo na reducdo de peréxido de
hidrogénio (Tso = 93,03 min).
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Figura 2. Atividade GPx like dos disselenetos A-D e PhSeSePh.

Tabela 1. Determinacédo do Tsq dos compostos A-D e PhSeSePh

Catalyst®® Tso (Min)°
A 93.03 (£5.77)°
B 51.38 (+ 2.45)
c 45.15 (+ 3.17)
D 42.18 (+ 2.75)
PhSeSePh 51.80 (£ 2.83)

®Nessas mesmas condigdes, mas com auséncia de catalisador
nao foi K)/Iossivel observar a oxidagdo do PhSH apos a adicdo de
H,0, eOH (1 mL); disselenetos (0,025 mM); PhSH (1,9 mM);
H,O, (5 mM). © T ftempo asto, em minutos, para reduzir a
concentracdo de tiol em 00/(?. Dados entre parénteses
representam a médias de erro padrao (+ S.E.M).

6.2.2. Determinacdo dos parametros cinéticos do PhSeSePh e seus derivados (B-D)
na reducédo de H,O, nas diferentes concentracdes de PhSH (0,495 — 1,9 mM)

Os parametros cinéticos para os diferentes catalisadores (B, C e D) foram
determinados através do grafico de duplo-reciproco (Figura 3). Foram testadas
diferentes concentragbes de PhSH enquanto a concentracdo de H,O, foi mantida
constante, com o0 objetivo de se comparar 0 comportamento catalitico dos

compostos ao da GPx , de acordo com o modelo reacional utilizado nesse estudo.
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que os compostos C e D

apresentaram valores de Vmax maior que o obtido pelo PhSeSePh, sendo os

compostos C e D os maiores valores de Vmax obtidos (Tabela 2).
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Figura 3. Gréfico do duplo-reciproco (1/v vs 1/[PhSH] ) para os compostos B, C, D e PhSeSePh.
[H20;] foi mantida fixa a 5 mM; [Disselenetos] =100 yM; [PhSH] = 0,495 — 1,9 mM.

Tabela 2. Parametros cinéticos para os diferentes disselenetos testados (B, C, D e PhSeSePh).
[H20;] foi mantida fixa @ 5 mM; [Disselenetos] =100 yM; [PhSH] = 0,495 — 1,9 mM.

Compound Km ppsp(UM) Vimax (M s Vimax /Km (g
B 0.950 0.081 0.085
C 0.802 0.097 0.112
D 0.896 0.098 0.109
PhSeSePh 0.8506 0.087 0.101

6.2.3. Determinacdo dos parametros cinéticos do PhSeSePh e seus derivados (B-D)

na reducgéo de H,O, (5 — 30 mM) enquanto a concentracdo de PhSH foi mantida fixa

(1,9 mM)
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Considerando que o composto B exibiu menor atividade (Vmaxg 0,081)
guando comparados aos compostos C e D (Vmaxc 0,098; Vmaxp 0,097) (Tabela 2)
foram também investigados os disselenetos C e D atraves do grafico duplo-reciproco
variando a concentracao de H,O, (5-30 mM) (Figura 4) e fixando a concentracdo do
PhSH a 1,9 mM. Além disso, a atividade dos compostos C e D mostrou-se
dependente do aumento da concentragao para se obter uma maior afinidade com o
substrato além de provocarem um aumento na Vmax. Os valores de Vmax/Km, os
quais representam a afinidade da enzima pelo substrato (XIE e cols., 2006), foram
determinados e comparados, e o0s resultados mostraram que a afinidade pelo
peroxido de hidrogénio aumenta com o aumento da concentracdo destes compostos

(Tabela 3).

1/V (UM PhSSPh-1.sec)

Figure 4. Grafico do duplo-reciproco (1/v vs 1/[H,O,]) para os compostos C, D e PhSeSePh. [H,0,] =
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Tabela 3. Parametros cinéticos para os diferentes disselenetos testados (C, D e PhSeSePh). [H,0,] =
5 -30 mM; [Disselenetos] = 5 uM, 10 uM e 25 uM; [PhSH] foi mantida fixa a 1,9 mM.

Compound Kot waoa2(nvVD Vinax (uMLs™) Venax/Km (s1)
5 pM 60.79 1.21 0.020
& 10 pM 20.12 0.546 0.027
5 pM 26.8 0.460 0.017
D 10 pM 1113 0.294 0.026
25 pM 8.05 0.358 0.044
PhSeSePh 5 pM 10.80 0.284 0.026
10 pM 10.07 0.334 0.033
25 nM 18.48 0.711 0.038

6.2.4. Interacao entre os disselenetos e grupos sulfidrilicos

A interacdo dos disselenetos com os grupos sulfidrilicos da GSH, captopril e
DTT (ditiotreitol) foi investigada. Sabendo que a atividade mimética da enzima GPx
de compostos de selénio/telirio depende da reatividade desses compostos com
grupamentos tidis na presenca de peréxidos, foi demonstrado que a atividade GPx
like de compostos de selénio ndo depende apenas da reatividade do intermediario
selenol com peréxidos, mas também depende da reatividade do intermediario
selenosulfeto com grupos tidis (MISHRA e cols., 2006). Entdo, neste caso podemos
sugerir que uma maior reatividade do composto com grupo tiol pode estar associado
a um aumento na propriedade mimética da enzima GPx desse composto. Assim, a
oxidacdo de grupos sulfidrilicos pelos disselenetos (A, B, C e D) foi quantificada.

Os grupos sulfidrilicos do DTT se mostraram mais sucetiveis a oxidacao pelos
disselenetos do que os monotidis. Esta alta reatividade do DTT (Tabela 6) pode
estar associada a presenca de dois grupos sulfidrilicos vicinais em sua estrutura
(ZAHLER e cols., 1968) . Os disselenetos C e D mostraram um efeito mais potente
na oxidagdo de grupos tiois, tanto para os monotidis (GSH e Captopril) (Tabela 4 e
5) quanto para o DTT (Tabela 6), quando comparados aos outros disselenetos
testados A e B. O maior consumo de grupo tiol para os compostos C e D ocorreram
na presenca de DTT, o consumo de grupo SH do DTT no final da reac&o (120 min)

comparados com o inicio da reacdo (0 min) foram de 33.55% e 65.6%,
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respectivamente (Tabela 6). Os compostos A e B também apresentaram capacidade

de oxidar grupo SH, mas néo foram tdo proeminentes quanto os disselenetos C e D.

Tabela 4. Efeito de diferentes disselenetos (A, B, C e D) frente a oxidacdo de grupos SH da

glutationa (1 mM) de acordo com a reacdo de Ellman (1959). Os valores (expressos em uM) sdo a

média + S.E.M de 3 a 4 experimentos independentes feitos em duplicata ou triplicata.

GSH SH group
0 30° 60° 120° consumed (%0)
biank; 90.75 £ 6.4 94.33 £ 5.8 93.75+11.2 88.53 £ 10.6 2.44
controf 027547 90.05 + 8.0 80.25+73 87.02+92 6.17
Compound
A 92.49 + 4.6 86,95+ 4.1 §1.36 £ 9.5 7598+ 123 17.86
B 90.62 + 11.8 85.63+9.8 81.54+ 9.9 74.23 + 8.8 18.08
C 86.2+ 4.8 7417 £ 7.2 69.25+ 4.6 64.59+ 5.9 25.06
D 85.2+9.8 81.14+ 59 67.75+11.3 55.61+6.3 34.73

Tabela 5. Efeito de diferentes disselenetos (A, B, C e D) frente a oxidagcéo de grupos SH do captopril

(2 mM) de acordo com a reagdo de Ellman (1959). Os valores (expressos em pM) sdo a média +

S.E.M de 3 a 4 experimentos independentes feitos em duplicata ou triplicata.

Captopril SH group
0 30° 60" 1200 consumed (%)
blank 90.25 +£ 15.29 89.5£ 9.6 85.69 £ 16.1 82.94 £ 14,16 8.09
confrol 93.2+14.22 87.56+ 14. 4 84.37 £ 14.7 82.15+ 6.79 11.85
Compound
A 89.3+104 84.69 + 10.3 78.1+12.6 72.7+4.4 18.5
B 80.11+ 9.6 82.00+ 9.5 76.71£ 9.5 69.84 + 5.3 21.6
C 87.04 £ 13.3 80.31+ 7.4 7143+ 7 62.04 £ 9.1 28.6
D 93.04+12.2 77.13£11.8 66.64 £ 10.4 5720+ 43 38.4
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Tabela 6. Efeito de diferentes disselenetos (A, B, C e D) frente a oxidacao de grupos SH do DTT (0.5
mM) de acordo com a reacao de Ellman (1959). Os valores (expressos em uM) sdo a média + S.E.M

de 3 a 4 experimentos independentes feitos em duplicata ou triplicata.

DTT SH group
0 30° 60" 120° consumed (%o)
blank 92.01 £ 11.3 85.69+ 11.6 82.56+ 3.4 79.97 £ 10.4 13.07
control 04.12 £ 14.4 88.3+9.6 84.26+ 54 80.01+ 7.8 15.00
Compound
A 94.27 £ 16.1 91.56 £ 3.1 85.16 + 2.8 79.13+ 10.6 16.06
B 93.13+ 9.1 810552 79.14+ 7.4 75.04+ 5.6 19.42
C 89.37+13.73 83.71 + 10.9 707753 5975+ 94 33.55
D 9512+ 8.5 77.18+ 3.7 49.54 £ 4.9 33.14+ 53 65.6

6.2.5. Quantificacado de TBARS

Quando grupos SH sdo oxidados as fungdes fisiologicas das moléculas
contendo tidis podem ser alteradas, levando ao estresse oxidativo. Devido a isso, 0
efeito dos disselenetos contra a peroxidacéo lipidica foi avaliada. A Figura 5 mostra a
protecdo proporcionada pelos disselenetos C e D os quais demonstraram melhor
propriedade mimética da enzima GPX, nesse estudo. A produ¢do de TBARS causada
pelo Fe(ll) foi consideravelmente reduzida na presenca dos disselenetos C e D, e
observou-se que essa diminuicdo nos niveis de MDA foi dependente da concentracéo
dos disselenetos. O Fe(ll) causou um aumento significativo na formacdo de TBARS
(p<0.05) em homogeneizado de cérebro de rato. O disseleneto de difenila, utilizado
como um controle positivo, diminuiu significativamente esse aumento nos niveis de
MDA nas concentracoes de 40 e 80 yM. O Composto C também mostrou uma
reducdo nos niveis de MDA provocado pelo Fe(ll) mas apenas foi significativo na
concentracdo de 80 uM. Contudo, o disseleneto D ndo apresentou uma redugéo
significativa na produgéo de TBARS em nenhuma das concentracdes testadas (Figura
5) sugerindo que a inibicdo da lipoperoxidacédo pode ser mediada por um mecanismo
nao relacionado a atividade tipo tiol peroxidase. O composto C e o PhSeSePh, ambos
na concentracdo de 80 pM, reduziram os niveis de TBARS abaixo do valor basal

(controle).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentra¢des dos disselenetos C , D e PhSeSePh na formacdo de
TBARS induzida por Fe (Il). Os valores expressos sdo a média + S.E.M de 3 a 4 experimentos
independentes, feitos em duplicata ou triplicata. n Representam a diferenga significativa em relacdo
a inducdo na formacdo de TBARS provocada pelo Fe(ll) quando comparada aquelas amostras
induzidas pelo Fe(ll) e tratada com os compostos. # Diferenca significativa entre a inducdo na

formacado de TBARS provocada pelo Fe(ll) e o valor basal.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos

concluir que:

> Tanto os compostos organicos de Se (disselenetos) quanto os de Te, testados
neste estudo, foram capazes de reduzir H,O, a 4gua, promovendo in vitro a oxidacao

do PhSH a dissulfeto de difenila (PhSSPh), ou seja, atuam como miméticos da GPX;

> () o tempo necessario que os compostos organicos de Te derivados de
aminoéacidos levam para reduzir a concentracdo de PhSH a metade (valores de Tso)
sdo influenciados tanto pelo residuo de aminoacido presente na estrutura desses
compostos, como também pelo efeito estérico; (i) os disselenetos testados também
apresentaram capacidade de mimetizar a atividade da enzima GPx exibindo uma
maior reatividade para aqueles contendo maior cadeia carbonada entre o residuo de
aminoacido e o atomo de Se como também, o residuo de aminoacido que apresentou
menor efeito estérico em relagéo a reatividade do atomo de Se; (iii) uma semelhanca
estrutural entre os compostos organicos de Se e Te derivados de aminoacidos com
compostos naturalmente presentes no nosso organismo pode potencializar esse

carater mimético enzima GPx;

> a reatividade com grupo tiol (GSH, captopril e DTT) apresentada pelos
disselenetos utilizados nesse estudo, podem estar associado a um aumento na
propriedade antioxidante GPx like desses compostos, ja que a atividade GPx like de
um composto de Se depende da reatividade do intermediario selenosulfeto com
grupos tidis; porém, do ponto de vista da toxicologia potencial apés exposi¢ao in vivo
a estes compostos, uma oxidacdo acentuada de tidis (acompanhada ou ndo da

degradacdo de peroxido) pode ser potencialmente toxica para as células;

- a atividade tipo tiol peroxidase dos disselenetos pode também ser atribuida a
protecdo contra a peroxidacao lipidica induzida pelo Fe(ll) in vitro; todavia, a inibi¢cao
da lipoperoxidacao pode ser mediada por um mecanismo nao relacionado a atividade
tiol peroxidase.
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8. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, as perspectivas para

trabalhos posteriores sao:

- Avaliar, de maneira comparativa, 0s compostos que exibiram maior atividade
tipo tiol peroxidase, ou seja, o telureto 7g e os disselenetos C e D utilizados nesse

trabalho;

- avaliar o comportamento mimético dos compostos em meio aquoso, como
também frente a diferentes peréxidos como o terbutilhidroperéxido (t-BuOOH) e o
hidroperoxido de cumeno (CuOOH), tentando torna-los assim, com maior
aplicabilidade farmacoldgica;

- avaliar a toxicidade e/ou farmacologia dos compostos organicos de Se e Te in
vivo utilizando modelos experimentais como camundongos e/ou vermes (C.

elegans);

- investigar se outras propriedades farmacoldgicas (anti-inflamatoria,
antinociceptiva), ja descritas para 0s outros compostos organicos de Se, podem
também serem aplicadas para esses teluretos e disselenetos com atividade GPx
like.
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A series of modular telluroamino acid derivatives with re-
markable GPx-like behavior was prepared in an efficient and
short two-step synthesis.

Glutathione peroxidase enzymes (GPx) are excellent catalysts
for antioxidant reactions. They protect our body against the
potentially damaging effects of reactive oxygen species (ROS),
such as hydrogen peroxide and some organic hydroperoxides,
formed during aerobic metabolism. Several neurodegenerative
diseases, including Alzheimer’s and Parkinson’s disease are linked
to ROS activity." Since the discovery that selenium plays a pivotal
role in GPx enzymes, catalyzing the reduction of hydroperoxides
at the expense of glutathione (GSH).? synthetic developments
and design of new chalcogen-based catalytic antioxidants have
attracted considerable attention.’ Synthetic organoselenium and
organotellurium compounds have emerged as excellent candidates
to act as GPx mimics, due their well-known ability to undergo two-
electron redox cycle between chalcogen (i1) and (V) species.*

The cyclic selenenamide ebselen 1 (Fig. 1), was the first synthetic
compound suggested for hydrogen peroxide mactivating therapy
in the presence of glutathione®

o t-Bu t-Bu
OF 4 =
@N_Ph PFs Te E_E_E e
i t-Bu t-Bu
1 2
O
XPh HU@
CC )
3 4
X=8 SeorTe X=0,8SeorTe

Fig.1 Representative examples of GPx mimics.

Based on the recognized GPx like activity of ebselen. several
papers have appeared describing simple synthetic organosele-
nium compounds with this property (e.g., benzoselenazinones,”
benzoselenazolinones,” camphor-derived selenenamide,* diaryl
diselenides” and dendrimers with a diselenide core').

On the other hand, the first organotellurium compound 2,
described as a GPx mimic, was reported by Detty."! After that,
a series of diaryl ditellurides” and diaryl tellurides® have been
reported. Engman and collaborators have developed the synthesis

Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, 97.103
900, Santa Maria, RS, Brazil. E-mail: albraga@quimica.ufsm. br

T Electronic supplementary information (ESI) available: General pro-
cedures, 'H and “"C NMR spectra of selected compounds. See DOL
10.1039/b814990a

and studied the antioxidant properties of compounds 3" and
4." A noteworthy characteristic of these compounds is the much
improved antioxidant activity of tellurides. when compared with
their selenium and sulfur analogues.

Amino groups that are capable of interacting with selenium,
through Se-N nonbonded interactions, are known to play a
significant role in modulating the redox proprieties of seleno-
based antioxidants." However, to the best of our knowledge.
there are just a few reports concerning the synthesis and GPx like
evaluations of aminoacid derivatives containing selenium'” and
none about tellurium. As part of our growing interest in aminoacid
derivatives containing chalcogen. ™" we report herein the synthesis
of novel telluroaminoacid derivatives, easily obtained in a simple,
modular and efficient two-step synthesis. We envisioned that this
madular characteristic would allow us to investigate the structure—
activity relationship of these compounds. Their GPx like activity
was evaluated, and we promoted the variation of aminoacid
residues, the chain length between the chalcogen atom and the
aminoacid moiety in order to find a more efficient catalyst.

GPx mimics 7a—g were prepared in two steps, in 51-78 overall
yield, from readily available 1-aminoesters and the appropriate
bromo-carboxylic acid, as shown in Scheme 1.

R O R
HC!HZN/L YO“\ i, ET‘H:LNJ\,/OM e
o H g

Sa-e Ba-g

5 n Yieid®
7a L-Valine 2 g8

j b L-Valine 3 6§
PhTe n Yﬂx 7c L-Phenylalanine2 7g
o

7d L.Phenylalanine 3 73

Te L-Alanine 2 5
7t L-Leucine 2 78
Tag 7g L-Aspaticacid 2 gp

* Overall yields.

Scheme 1 Synthetic strategy to prepare compounds Ta—g. Reagents:
i} bromo-carboxylic acid, NMM, ethyl chloroformate, CHC;: ii) PhTe)..
NaBH.. THF, EtOH.

The catalytic activity of tellurides Ta—g. as a GPx model
enzyme, was evaluated according to the Tomoda method' using
benzenethiol as a glutathione alternative. The reduction of H,O,
was monitored through the UV absorption increase at 305 nm,
due to diphenyl disulfide formation.

Owr prime concern in the evaluation of these compounds as
GPx mimics was the influence of the chain length between the
tellurium atom and aminoacid moiety. It should be noted that
compounds Ta (n = 2) and Tb (n = 3) derived from L-Valine

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009
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showed the same activity. Linear increases in absorbance (Fig. 2)
were observed by mixing MeOH. catalyst Ta—d (2.6 mol%), PhSH
and H,0,. Taking advantage of the modular characteristic of our
synthetic route, we explored the influence of the aminoacid residue
in the reduction of hydrogen peroxide in the presence of an excess
of thiol. Compounds Te (n = 2) and 7d (n = 3) derived from
1-Phenylalanine were tested in the same conditions. Compound Te,
with a shorter chain length, showed the same catalytic activity
that compounds 7a and 7b. However. 7d was less effective in the
reduction of hydrogen peroxide.

i

* Ta .

. v Tb i
= - Tc L ¥
= 7d
Sal N
= 1 Py
o
8 = s
= Ll 4
o HO, |

= "

] £0 B0 120 80 200 240 28

Time (s)

320 30 J0D

Fig. 2 GPx like behavior of compounds Ta-d

The time required to reduce the thiol concentration to a half
(T ) 1s shown in Table 1. Compounds 7a (n = 2) and 7b (n = 3),
derived from L-valine and 7¢ (7 = 2) from L-phenylalanine showed
almost the same T, near to 13 min (Entries 1-3). For compound
7d (s = 3) derived from L-phenylalanine it was 21.61 min (Entry 4).

On the basis of these initial observations, we used tel-
luroaminoacids with n = 2 as standard catalysts, and promoted the
variation of amino acid moiety to enhance their ability to mimic
the glutathione peroxidase enzyme. L-Alanime Te (Entry 5) and
L-leucine 7f (Entry 6) derivatives showed Ty of 10.41 and
12.75 min. respectively, and to our delight we found that telluride

Tg derived from L-aspartic acid (Entry 7) was the best catalyst,
promoting the reduction of H,O. concentration to a half in
8.15 min. On the other hand. a seleno derivative Th (Entry 8)
was not able to promote the reduction of H,O; in an appreciable
rate (75 = 1543 min). Diphenyl ditelluride was also employed
as reducing agent, and it was found that it is less effective than
compounds Ta—g, (T5 = 1673 (0.26) min). We also investigated
if the tellurium moiety remains intact after reaction with H,O,.
To address this issue we performed a GC analysis of telluride 7g.
and another one with the reaction of GPx using 7g as catalyst (see
supporting information). To our delight, compound 7g was also
present after its application in the standard reaction. Apart from
the main product, diphenyldisulfide. some minor side products are
formed which may oniginate in some decomposition of the catalyst
or of other components involved.

Encouraged by these results, we next explored the effects
of substituents in the aryl group attached to tellurium in Tg
derivatives. A new series of telluroaminoacids were prepared with
electron donating 7i-k. electron withdrawing 71 and Tm, as well as
with steric hindrance substituents 7n and 7o (Fig. 3).

A-methaxyphenyl AR

i
7i
N Seq
o. 7k
ArTe N 7l 4-chlorophenyl 50
o

7m  Z-chlorophenyl 45
7n  Z-naphthalene 58
To  1-naphinalens 36

Ar ¥igid®
p-talyl 52
o-tolyl

Ti-o

* Overall yields.

Fig. 3

A new set of experiments to screen the GPx activity of these
new catalysts was performed with Ti-o (2 mol’), in a more
concentrated solution (Table 2). It was found that the GPx
behavior is strongly influenced by steric effects. The Ty of para
substituted compounds were lower when compared with the artho
analogues (Entries 2 and 3, 5 and 6). The changing of electronic

Table 1 environment at the tellurium atom did not produce a prencunced
change to the thiol peroxidase activity of these compounds. The
0O R Tsy 0f Te (Ar =Ph, Entry 1), 7i (Ar = p-tolyl, Entry 2). Tk (Ar =4
PrY\HJ\N’L B MeOC,H,, Entry 4). and 71 {Ar =4-CIC,H,, Entry 5) was between
n H E 2.11 and 2.98 min.
HaOz + 2 PhSH 2H,0 + PhSSPh R
MeQH

Entry® Catalyst® Y n R Tyt Entry* Catalyst® Ar Ty
1 Ta Te 2 i-Pr 1343 (+0.15) 1 Ta phenyl 2.98 (+0.21)
2 Tb Te 3 -Pr 13.1440.27) 2 Ti p-tolyl 278 (£0.20)
3 Te Te 2 Bn 13.43(10.31) 3 Ti a-tolyl 4.78(+0.12)
4 Td Te 3 Bn 21.61 (£1.10) 4 Tk 4-methoxyphenyl 201024y
5 Te Te 2 Me 10.41 (+H).52) 5 il 4 chloropheny] 2.94(+0.19)
6 i § Te 2 Bu 12.75(1.03) 6 Tm 2-chlorophenyl B.14(£1.52)
7 Te Te 2 CH.COOMe 8.15(H).61) 7 Tn 2-naphthalenc 3.65(HLIE)
8 Th Se 2 FPr 1543 (£1.82) 8 To I-naphthalene 4.27 (0.32)

? Under this condition addition of H.O; in the absence of telluride did
nat produce any significant oxidation of PhSH. * MeOH (1 mL}; catalyst
[0.05 mmeol L-']; PhSH [1.9 mmeol L'} H,O, [B.8 mmol L], © T is the
time required. in min, to reduce the thiol concentration with 50% afier the
addition of H,0,; * Data in parentheses: experimental error.

? Under this condition addition of H.0Q; in the absence of telluride did
not produce any significant oxidation of PhSH. * MeOH (1 mL}; catalyst
[0.1 mmol L'}; PhSH [5 mmol L'}; H;0; [5 mmol L']. « Ty, is the time
required, in min, to reduce the thiol concentration with 50% after the
addition of H,O;. * Data in parentheses: experimental error.

44 | Org. Biomol. Chem., 2009, 7, 43-45

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009

41



Concerning mechanistic aspects, and in agreement with Detty's
study,! we believe that initially Te(n) compounds Ta-o react with
H.0; to form the Te(1v) oxides Sa—o, and H,O (Scheme 2).
Addition of one equivalent of PhSH to these compounds generate
tellureny! sulfides 9a—o which react with another equivalent of
PhSH to regenerate 7a—o to the catalytic cycle and produce
PhSSPh and H,O.

Ta-0
PhSSPh + Hz0 Ha05
PhSH H0
?Ph? R Q\Mj)\ R
sthe o st LA o
HO T N X iy n W]
9a-0 PRSH Ba-o
Scheme 2

In conclusion. we have prepared a series of tellurcamino acid
derivatives, in a short. modular and efficient synthetic route. These
compounds were tested as GPx mimics, catalyzing the reduction
of H.O, to water at expense of thiophenol using a very low
amount of catalyst. We found that the time required to reduce
the concentration of the PhSH to a half, Ty, is strongly influenced
by the aminoacid residue, as well as by steric effects. New studies
to investigate the influence of amino acid residues of telluroamino
acid derivatives have been performed in our lab using glutathione
as reducing agent.
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Anexo B.

Manuscrito (em preparacao) intitulado

“New Diselenoamino Acid Derivatives With GPx Mimic Properties ” a ser submetido.
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) primarily arise from products of normal
metabolic activities and are thought to be the etiology of many diseases. The
synthesis of compounds which can mimic the properties of the selenoenzyme
glutathione peroxidase (GPx), a selenium-containing antioxidant enzyme that
normally removes ROS, has inspired great interest. In this study, a variety of
diselenides derivated from phenylalanine and valine was synthesized to be a
functional mimic of the GPx, kinetic analyses according to the model reaction (H,0, +
2PhSH - 2H,0 + PhSSPh) have been performed. Thus, diselenides C and D
showed highest GPx mimic properties when compared with A and B it seemed that
catalytic activity of diselenides GPx models depends on the steric effects; influenced
by the number of carbon between the selenium atom and aminoacid residue and/or
influenced by the aminoacid residue.

Key words: Organoselenium, GPx mimic, thiol oxidation



45

1. INTRODUCTION

Glutathione peroxidase (GPx) is an essential selenium-containing antioxidant
enzyme composed of four identical subunits, and each subunit contains one
selenocysteine residue (FLOHE, 1982; URSINI et al., 1995; LUO et al., 2000) which
undergoes redox cycle shown in Scheme 1. GPx protects various living organisms
from aerobic oxidative stresses in the presence of glutathione (GSH) by catalyzing
the reduction of the metabolites of superoxide anion, some kinds of hydroperoxides
such as H,0,, t-butyl hydroperoxide and lipid hydroperoxides, according to the
reaction: H,O; + 2GSH - GSSG + 2H,0; (equation 1) (TOMODA et al, 1994).

Because GPx has some shortcomings such as instability, limited cellular
accessibility, poor availability, short half-lives and high molecular weight, which have
limited its therapeutic use (ENGMAN et al., 1989; LIU et al.,1994) considerable
efforts have been made to find compounds that could mimic the properties of the
GPx.

Since the discovery of selenium functions in a biological enzyme system,
much attention has been devoted to elucidate the importance of selenium in
selenoenzymes. A report described that an improved GPx like activity of diselenide
compounds (R-Se-Se-R) resulted from intramolecular interactions of the selenium
atom with the nitrogen atom that stabilizes the reaction intermediates (WILSON et al.,
1989).

Ebselen was the first compound suggested for hydroperoxide-inactivating
therapy in the presence of GSH (MULLER et al.,, 1984; WENDEL et al., 1984;
MISHRA et al., 2006), but it has some drawbacks, such as low GPx activity and
water insolubility. Therefore, the reaction catalyzed by organoselenium compounds is
similar to that catalyzed by GPx. According to this, synthetic organoselenium
(REICH, 1979; DETTY, 1988; DETTY, 1991) and organotellurium (ENGMAN et al.,
1994; REN et al., 2001; BRAGA et al., 2009) compounds have emerged as excellent
candidates to act as GPx mimics due the presence of selenol group or their well-
known ability to undergo two- electron redox cycle between chalcogen (1l) and (V)
species, respectively.

In this paper, four new diselenoamino acids compounds (Fig. 1) were used in
order to investigate their GPx like antioxidant activity, catalytic properties, reactivity

with thiol groups and their effect against lipid peroxidation.



46

GSSG ROOH
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Enz-SeSG Enz-SeOH
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Scheme 1. The proposed catalytic cycle of GPx for reduction of hydroperoxide by
GSH.
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Figure 1. Structure of diselenides aminoacid derivatives. L-phenylalanine (A-C) and
L-valine (D) derivative (ALBERTO et al, submitted).

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals

Tris—HCI, thiobarbituric acid (TBA), malonaldehyde bis-(dimethyl acetal; MDA)
were obtained from Sigma (St Louis, MO, USA). Ferrous sulphate, chloridric acid and

acetic acid were obtained from Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). All other chemicals

were of analytical grade and obtained from standard commercial suppliers.
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2.2 Determination of GPx like activity and kinetic analysis

Catalytic GPx model reaction (H,0, + 2PhSH - 2H,0 + PhSSPh) (Tomoda’s
method) was initiated by the addition of an amount of H,0, (to a final concentration of
5, 10, 15 and 30 mM) to a methanol solution of PhSH (to a final concentration of
0.495, 0.95, 1.18, 1.45 and, 1.9 mM) containing the catalyst at different
concentrations (0.005, 0.01 and 0.025 mM) at 30°C and was monitored by UV
spectroscopy at 305 nm, (6 min), at least more than three times under the same
conditions. Kinetic data were analyzed by Lineweaver-Burk plots and fit to Eq. [1],
where Vmax is the maximal velocity, and Km is the Michaelis constants for H,O,
(Kmy202) and PSH (Kmpnsy).

2.3 Measurement of thiol content

Thiol oxidase activity was determined according to the Ellman’s method
(ELLMAN, 1959; RIDDLES et al., 1979). Diselenoamino acids compounds (100 uM)
were dissolved in MeOH and they were incubated (37°C) separately in a medium
reaction containing 50 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4) and respectively sulphydryl
compound tested, in this case, GSH (1 mM), captopril (1 mM) or dithiothreitol (DTT)
(0,5 mM) in a final volume of 1800 pL. An aliquot (100 pL) from each sample was
removed at different times during the reaction (0, 30, 60 and 120 min) and mixed in a
system containing 25 pL de 10 mM of 5,5'dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and
100 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4) (in a final volume of 1800 pL). Samples were read
at 412 nm. Each thiol compound (GSH, Captopril or DTT) was used as the standard.

2.4 Animals

Male Wistar rats (£ 3 months old), weighing between 270-320 g, from our own
breeding colony (Animal House-holding, UFSM, Brazil ) were kept in cages with free
access to foods and water in a room with controlled temperature (22°C+3) and in 12-
h light/ dark cycle with lights on at 7:00 am. The animals were maintained and used
in accordance to the guidelines of the Brazilian Association for Laboratory Animal
Science (COBEA).
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2.5 Preparation of brain homogenates

On the day of the experiments the rats were sacrificed by decapitation and the
encephalic tissue (whole brain) was rapidly dissected, placed on ice and weighed.
Tissues were immediately homogenized in cold 10 mM Tris—HCI, pH 7.5 (1/10, w/v).
The homogenate was centrifuged for 10 min at 4000 x g to yield a pellet that was

discarded and a low-speed supernatant (S1) that was used in the experiments.

2.6 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

TBARS production was determined as described by Ohkawa and Puntel
(OHKAWA et al., 1979; PUNTEL et al., 2005). Aliquots of the homogenate (200 pl)
from tissues were incubated at 37°C in a water bath in the presence of different
concentrations of diselenides compounds (0-80 pg/mL) and with the respective pro-
oxidant agent Fe(ll) (10 uM). Color reaction was developed by adding 200 pl 8.1%
SDS (sodium dodecyl sulfate) to the reaction mixture containing S1 from rat brain.
This was subsequently followed by the addition of 500 pul of acetic acid/HCI (pH 3.4)
mixture and 500 pl 0.6% thiobarbituric acid (TBA). This mixture was incubated at
100<C for 1 h. TBARS produced were measured at 532 nm and the absorbance was

compared with the standard curve using malondialdehyde (MDA).
2.7 Statistical analyses
Values were expressed as mean + S.E.M. Statistical analysis were performed

by one-way ANOVA, followed by Duncan's multiple range tests when appropriated.

The results were considered statistically significant for P<0.05.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Determination of T 5o values for diphenyl diselenide and its derivatives

Taking advantage of the modular characteristic of our catalysts, we evaluated
the influence of the chain length between the diselenide moiety and amino acid
residue in the reduction of hydrogen peroxide. Compounds B, C and D showed
better results than PhSeSePh. Diselenide D, derived from L-valine, showed the best
GPx like activity (Tso = 42.18 min) followed by compounds C and B derived from L-
Phenylalanine with longer chain length (Tsp = 45.15 min and 51.38 min, respectively),
Table 1. Compound A, with a shorter chain length, was the less effective catalyst in

this screening (Tso = 93.03 min).

—— A —%¥— B —&— C —®— D —%— PhSeSePh
60

PhSSPh (uM)

20

| I | | | I | I | | |
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 155 170 185 210 225 240

Time (sec)

Figure 2. GPx like behavior of catalysts A-D and PhSeSePh.
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Table 1. Tsq values of catalysts A-D and PhSeSePh.

Catalyst*” Tso (Min)°
A 93.03 (£5.77)°
B 51.38 (+ 2.45)
C 45.15 (+ 3.17)
D 42.18 (+ 2.75)
PhSeSePh 51.80 (£ 2.83)

# Under this condition addition of H,O, in the absence of catalyst
did not produce any significant oxidation of PhSH. = MeOH (1 mL);
catalyst (0.025 mM); PhSH (1.9 mM); H,O, ﬁ5 mM). © Tg is the
time ‘required, in minutes, to reduce the thiol concentration with
50% after the addition of H202; Data in parentheses:
experimental error (SEM).

3.2 Determination of kinetic parameters for the red  uction of H ,O, by different
concentrations of PhSH (0.495 — 1.9 mM) catalyzed b y diselenides

Under the conditions employed in the present study, the enzymatic reaction
follows Michaelis—Menten kinetics. Kinetic parameters of the enzyme for different
catalysts (B, C and D) were determined by Lineweaver—Burk plots as shown in
Figure 3. Results showed that compounds C and D caused an increase in the Vmax
in comparison with the PhSeSePh, the maximum values were obtained by
compounds C and D. Results are summarized in Table 2.

In order to compare the catalytic cycle of the model system with that of actual
GPx, according to the equation of the model reaction (eq 1) was determined varying
the PhSH concentration.
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Figure 3. Lineweaver-burk plot (/v vs I/[PhSH] plot) for different compounds (B, C, D and
PhSeSePh). Concentration of H,O, was fixed to 5 mM and the calysts were fixed to 100 uM.

Table 2. Kinetics parameters for different diselenides-catalyzed reduction of H,O, by PhSH tested.

Concentration of H,O, was fixed to 5 mM and the calysts were fixed to 100 uM.

Compound Km ppzp(pM) Vmax (UM s Vmax /Km (1)
B 0.950 0.081 0.085
& 0.862 0.097 0.112
D 0.896 0.098 0.109
PhSeSePh 0.856 0.087 0.101

3.3 Determination of kinetic parameters for the red uction of different
concentrations of H ,0; (5 — 30 mM) by PhSH catalyzed by diselenides

Thus, owing to the lower activity of compound B (Vmaxg 0.081) compared with
PhSeSePh showed in Table 2, authors decided to investigate diselenides C and D
throughout Lineweaver-Burk plot, changing the H,O, concentrations (Fig. 4). Indeed,
catalysts showed a dependence of concentration to reach a higher affinity to
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substrate. Both, compound C and D showed ability to increase Vmax. The values of
Vmax/Km, which denotes the affinity of the enzyme to the substrate (Xie et al., 2007)
were determined and compared, and the results showed that the affinity of these
catalysts to the hydroperoxide depends on increasing catalysts concentration.

Results are summarized in Table 3.

20 30

v 10 uM C a 25 uM D
- < v 10 uM
24

g 16 o O s5uM
— —
| |
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T 12 o 18
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o0 0 | | | |
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.00 0.05 0.10 0.i5 0.20 0.25
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24
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Figure 4. Lineweaver-burk plot (/v vs I/[H,O5] plot) for compound C, D and PhSeSePh. Concentration
of PhSH was fixed to 1.9 mM and the calysts were tested at 5 yuM, 10 yM and 25 yM
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Tabela 3. Kinetics parameters for compounds C, D and PhSeSePh. Concentration of PhSH was fixed
to 1.9 mM and the calysts were tested at 5 yM, 10 yuM and 25 uM.

Compound Km pr02(uM) Vimax (WMLs ) Vmax/Km (s1)
5 puM 60.79 1.21 0.020
C 10 pM 20.12 0.546 0.027
5 pM 26.8 0.460 0.017
D 10 pM 11.13 0.294 0.026
25 pM 8.05 0.358 0.044
PhaSeSePh 5 pM 10.80 0.284 0.026
10 pM 10.07 0.334 0.033
25 pM 18.48 0.711 0.038

3.4 Interaction of diselenides with sulfhydryls

The interaction of diselenides with the thiol groups of GSH, captopril and DTT
was examined. Since the GPx activity of selenium/tellurium compounds also depends
on the reactivity of these compounds with thiols in addition to their reactions with
peroxides, it has been shown that the GPx activity of selenium compounds not only
depends on the reactivity of the selenol intermediates towards hydrogen peroxide,
but also depends on the reactivity of the selenenyl sulfide intermediates towards
thiols (MISHRA et al., 2006). Thus, in this case, it is possible suggest that highest
reactivity with thiol groups could be associated with increasing GPx like activity,
because simple organoselenium compounds can accelerate the rate of thiol oxidation
even in the absence of peroxide (WIRTH, 1998; NOGUEIRA et al., 2004;). For this
reason, it was quantified the behavior of diselenides in thiol oxidation. Thiol groups of
DTT were more susceptible to oxidation by catalysts than monothiols. In fact, this
high reactivity of DTT (Table 6) could be explained by the presence of a vicinal dithiol
in its structure that gives it a markedly different reactivity than monothiols like GSH
and captopril (Table 4 and 5, respectively). Compounds C and D showed more
potent effect in oxidize thiol groups for both monothiols (GSH and Captopril) and
dithiol (DTT) (Table 6) tested. The maximum thiol consumption for diselenides C and
D occurred in the presence of DTT, the SH groups consumed of DTT (120 min)
compared with initial time reaction (0 min) for compound C and D were 35.55 % and
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65.6%, respectively (Table 6). Compound A and B also showed ability to consume

SH groups but these compounds were not so pronounced as C and D.

Table 4. Effect of different diselenide compounds on the Ellman’s reaction (1959) using glutathione (1

mM) as a thiol group. Values (expressed as uM) are the mean + S.E.M from 3 to 4 independent

experiments performed in duplicate or triplicate.

GSH SH group
0 30° 60° 120° consumed (%0)
biank; 90.75 £ 6.4 94.33 £ 5.8 93.75+11.2 88.53 £ 10.6 2.44
controf 027547 90.05 + 8.0 80.25+73 87.02+92 6.17
Compound
A 92.49 + 4.6 86,95+ 4.1 §1.36 £ 9.5 7598+ 123 17.86
B 90.62 + 11.8 85.63+9.8 81.54+ 9.9 74.23 + 8.8 18.08
C 86.2+ 4.8 7417 £ 7.2 69.25+ 4.6 64.59+ 5.9 25.06
D 85.2+9.8 81.14+ 59 67.75+11.3 55.61+6.3 34.73

Table 5. Effect of different diselenide compounds on the Ellman’s reaction (1959) using captopril (1

mM) as a thiol group. Values (expressed as yuM) are the mean + S.E.M from 3 to 4 independent

experiments performed in duplicate or triplicate.

Captopril SH group
0 30° 60" 1200 consumed (%)
blank 90.25 £ 15.29 89.5+£ 9.6 85.69 £ 16.1 82.94 + 4.46 8.09
conirol 93.2+14.22 87.56+ 14. 4 8437 £ 14.7 82.15+6.79 11.85
Compound
A 89.3+£104 84.69 £ 10.3 78.1£12.6 72.7+£4.4 18.5
B 89.11 £ 9.6 82.09+£ 9.5 76.71£ 9.5 69.84 + 5.3 21.6
C 87.04+ 13.3 5031+ 74 7143+ 7 62,04+ 9.1 28.6
D 93.04 +£12.2 7713+ 11.8 66.64 = 10.4 5729+ 43 38.4
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Table 6. Effect of different diselenide compounds on the Ellman’s reaction (1959) using DTT (0.5 mM)
as a thiol group. Values (expressed as uM) are the mean + S.E.M from 3 to 4 independent

experiments performed in duplicate or triplicate.

DTT SH group
0 30° 60" 120° consumed (%o)
blank 92.01 £ 11.3 85.69+ 11.6 82.56+ 3.4 79.97 £ 10.4 13.07
control 04.12 £ 14.4 88.3+9.6 84.26+ 54 80.01+ 7.8 15.00
Compound
A 94.27 £ 16.1 91.56 £ 3.1 85.16 + 2.8 79.13+ 10.6 16.06
B 93.13+ 9.1 810552 79.14+ 7.4 75.04+ 5.6 19.42
C 89.37+13.73 83.71 + 10.9 707753 5975+ 94 33.55
D 9512+ 8.5 77.18+ 3.7 49.54 £ 4.9 33.14+ 53 65.6

3.5 Thiobarbituric acid reactive substances measure ment

If the sulfhydryls are modified, physiological functions of molecules containing
thiols would be altered, thereby inducing oxidative stress, because of that, we have
carried out the effect of catalysts against lipid peroxidation. Figure 5 shows the extent
of protection afforded by catalysts (compound C and D, because their better GPx like
activity). The TBARS amount caused by Fe (Il) was considerably reduced in the
presence of both catalysts, and the decrease of TBARS amount was increased with
the increase of the concentration of these compounds (concentration dependent-
manner). Fe(ll) produced a significant increase on TBARS formation (p<0.05) in rat
brain homogenates that was blocked significantly by diphenyl diselenide at 40 and 80
MM, used as a positive control. Compound C also showed ability to reduce the MDA
levels increased by Fe(ll) but it was significantly only at 80 uM. However, compound
D reduced TBARS levels, but this decrease observed did not show any significance
for concentrations tested (Figure 5), suggesting that the TBARS formation inhibition
by diselenides can be mediate by a different mechanism in place of GPx activity.
Compound C and PhSeSePh, both at 80 uM reduced the TBARS levels under basal

values.
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Figure 5. Effect of different concentrations of compound C, D and PhSeSePh , used as a positive
control, on TBARS formation induced by Fe (Il). Values are expressed as mean + S.E.M from 3 to 4
independent experiments performed in triplicate. *'**Represent difference in relation Fe(ll)-induced
TBARS when compared to those induced by Fe(ll) and treated with compounds. # Represents

significant difference between Fe(ll)-induced TBARS formation and basal values.
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4. CONCLUSIONS

In summary, we have evaluated a new class of chiral diselenoamino acid
derivatives as GPx mimics, catalyzing the reduction of H,O, to water at expense of
thiophenol using a very low amount of catalyst. These diselenides tested in this work
showed promising mimetic properties. Our study showed that there are two key
factors for improving catalytic efficiency of GPx mimics. First, diselenides are
influenced by steric effect of aminoacid residue (best catalyst: compound D), and
second, the number of carbon between the aminoacid residue and the Se atom in
diselenide structure (best catalyst: compound C). The protective effect against lipid
peroxidation presented by diselenides (C and D) could be associated with thiol
peroxidase activity, but this inhibition of lipid peroxidation could be mediated by a
different mechanism of thiol peroxidase activity. We conclude that these conditions
are significant considering the design mimics with high catalytic efficiency. This
investigation of selenium-containing enzyme models may yield useful as artificial

catalysts for medical applications.
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