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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 
 

TOXICOLOGIA E FARMACOLOGIA IN VITRO DE NOVOS 
COMPOSTOS ORGÂNICOS DE SELÊNIO E TELÚRIO COM 

ATIVIDADE TIPO TIOL PEROXIDASE 
 

AUTORA: JÉSSIE HAIGERT SUDATI 
ORIENTADOR: JOÃO 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 redução do peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos orgânicos na presença de 
glutationa (GSH). Sua ação catalítica evita, desta forma, a oxidação dos lipídios 
constituintes da membrana, bem como de outros componentes celulares. Sabe-se 
que a produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) está relacionada 
ao surgimento de muitas doenças, e a enzima GPx é considerada uma das mais 
importantes enzimas antioxidantes presentes nos organismos vivos, sendo 
necessária para auxiliar na proteção contra estas patologias. No entanto, a enzima 
GPx possui algumas desvantagens tais como, instabilidade e pouca viabilidade no 
que diz respeito a uma possível administração oral ou endovenosa, por isso, surgiu o 
interesse na síntese de compostos que possam mimetizar o mecanismo de ação 
dessa enzima. Dados da literatura têm demonstrado que os compostos orgânicos 
sintéticos de selênio (Se) e telúrio (Te) são excelentes miméticos da enzima GPx. 
Assim, neste estudo, uma série de compostos orgânicos derivados de aminoácidos 
contendo Se e Te na estrutura foram testados com a finalidade de avaliação in vitro 
da (i) atividade mimética da GPx (ou tipo GPx, isto é, “GPx like activity”) de acordo 
com a reação H2O2 + 2PhSH � PhSSPh + 2H2O; (ii) propriedades catalíticas destes 
compostos, (iii) reatividade e possível oxidação dos compostos tiólicos de baixo peso 
molecular (glutationa reduzida, captopril e ditiotreitol) e o (iv) efeito contra a 
peroxidação lipídica. Todos os compostos utilizados neste trabalho demonstraram 
atividade mimética à GPx; porém, essa propriedade apresentou uma dependência 
em relação ao resíduo de aminoácido presente na estrutura do composto, bem como 
influência estérica. Os disselenetos C, D e os derivados do telureto 7g foram os mais 
eficazes na redução de peróxidos quando comparados aos demais compostos 
utilizados neste estudo. Portanto, estes resultados sugerem que os compostos 
orgânicos derivados de aminoácidos contendo Se ou Te podem ser considerados 
miméticos importantes da GPx.  
 
Palavras-chave: Glutationa peroxidase; organoselênio, organotelúrio. 
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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 (H202 + 2PhSH 

� PhSSPh + 2H20); (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. INTRODUÇÃO 

 

Está bem estabelecido na literatura que muitas doenças humanas são 

decorrentes do estresse oxidativo. Estresse oxidativo é caracterizado pela produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs), ocasionadas como produtos do 

metabolismo celular aeróbico, sendo que o controle de sua produção se dá 

principalmente pelo sistema de defesas antioxidante, especialmente por enzimas 

antioxidantes tais como, superóxido 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 redução de peróxido de hidrogênio 

e peróxidos orgânicos através do consumo do grupo tiol da glutationa (GSH), 

formando como produtos água e/ou glutationa oxidada (GSSG) (ENGMAN e cols., 

1989; LUO e cols.,1994; URSINI e cols.,1995) (equação 1) protegendo 

biomembranas e outros componentes celulares do estresse oxidativo. 

 

ROOH  +  2GSH   �   ROH   +   GSSG   +   H2O  (Equação 1) 

R = H ou alquila 

 

Devido ao fato de essa enzima possuir algumas desvantagens que limitam 

seu uso terapêutico tais como, instabilidade e alto peso molecular (ENGMAN e cols., 

1989; LUO e cols.,1994), muitos estudos têm proposto a síntese de novos 

compostos que possam mimetizar a atividade da enzima GPx, não apenas para 

elucidar o seu mecanismo catalítico mas também, para potencializar sua aplicação  

farmacológica. 

A enzima GPx possui quatro subunidades idênticas contendo, em cada uma, 

um sítio catalítico composto pelo resíduo de selenocisteína, que contém selênio (Se) 

o qual está envolvido na formação do intermediário selenol (Enz-SeH), que reduz 

peróxidos à água ou álcool formando o ácido selênico (Enz-SeOH). Este então 

reage com a glutationa reduzida (GSH) formando o selenosulfeto (Enz-SeSG). 

Finalmente, este então é 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). 
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Ao contrário da GPx citosólica, a qual usa exclusivamente a GSH como 

substrato, outras enzimas como a GPx presente no plasma e a GPx  de 

hidroperóxido de fosfolipídeos aceitam uma variedade de  tióis como substratos 

(TAKEBE e cols., 2002). 

 

 
Esquema 1 Ciclo catalítico da enzima GPx 

 

Desde a descoberta das funções do selênio para o sistema biológico 

enzimático, tornou-se necessário esclarecer a importância desse elemento para as 

selenoenzimas. De acordo com isso, vários estudos demonstram que os compostos 

sintéticos orgânicos de selênio (Se) e telúrio (Te) (REICH e cols., 1987; TOMODA e 

cols., 1994; XIE e cols., 2006; BRAGA e cols., 2009) são excelentes miméticos da 

GPx devido à habilidade que esses dois elementos possuem de sofrer oxidação. De 

fato, a literatura sustenta que o Te possa mudar de estado de oxidação divalente 

para o tetravalente, enquanto que alguns compostos orgânicos de selênio podem 

gerar selenol após a interação com tióis (similar aquele encontrado no sítio ativo da 

GPx). O Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-one), diseleneto de difenila, 

ciclodextrinas e análogos contendo Te são demonstrados na literatura como 

catalisadores em potencial na redução de peróxidos na presença de tióis (WIRTH, 

1998; MISHRA e cols., 2006). 

 Considerando essas propriedades miméticas à enzima GPx que alguns 

compostos sintéticos orgânicos de Se e Te possuem,  nesse estudo, uma série de 

novos compostos orgânicos derivados de aminoácidos contendo Se e Te foram 

sintetizados com a finalidade de se avaliar essa propriedade antioxidante, como 

também, a reatividade com grupamento sulfidrílico e o efeito contra a peroxidação 

lipídica in vitro. 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Na literatura, muitos compostos orgânicos de Se e Te sintéticos apresentam-

se como bons miméticos à ação catalítica da GPx. Considerando a importância 

dessa enzima, tornou-se instigante sugerir e avaliar essa propriedade antioxidante 

de uma série de novos compostos orgânicos derivados de aminoácidos contendo Se 

ou Te, onde uma possível semelhança estrutural com compostos naturalmente 

presentes no nosso organismo poderia diminuir as ações tóxicas (tiol oxidase) e 

facilitar as ações farmacológicas (tiol peroxidase). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial mimético à enzima glutationa peroxidase de uma série de 

compostos orgânicos derivados de aminoácidos contendo selênio ou telúrio na 

estrutura. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

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

série de compostos orgânicos derivados de aminoácidos contendo Se ou Te; 

 

� determinar o T50 dos compostos orgânicos derivados de aminoácidos contendo 

Se ou Te, ou seja, o tempo gasto pelo composto para consumir 50% do substrato, 

na reação:  

2 PhSH + H2O2                           PhSSPh + 2 H2O; 

 

� avaliar in vitro a toxicidade potencial de compostos orgânicos derivados de 

aminoácidos contendo Se através da oxidação de grupos sulfidrílicos; 

 

� avaliar a possível atividade antioxidante in vitro de alguns compostos frente à 

peroxidação lipídica induzida pelo agente pró-oxidante Fe(II) em homogeneizado de 

tecido encefálico de ratos (a seleção dos compostos para este experimento foi com 

base na atividade tiol-peroxidase avaliada). 

catalisador 
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

4.1. Telúrio 

 

O elemento telúrio (Te) foi descoberto em 1782 e pertence ao grupo 16 da 

tabela periódica, denominada família dos calcogênios, assim como o selênio e o 

enxofre. Pode apresentar-se com diferentes números de oxidação: Te+6
 
(telurato), 

Te+4
 

(telurito), Te0 (telúrio elementar) e Te-2
 

(telureto) (SCANSETTI, 1992). É 

encontrado com maior frequência na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e 

prata.  

Compostos inorgânicos de Te são encontrados na forma inorgânica de sais e 

são compostos altamente tóxicos, podendo afetar a pele e os rins (TAYLOR, 1996). 

O primeiro composto orgânico de telúrio foi sintetizado por Friedrich Wöhler em 

1840. Desde sua descoberta até metade do século 20, a química dos compostos 

orgânicos de Te permaneceu obscura devido às difíceis condições de síntese destes 

compostos e, especialmente, pelo odor que estes exalavam, poucas são as 

publicações durante este período. Apenas a partir de 1970 os compostos orgânicos 

de Te começaram a ser explorados pelos químicos orgânicos, refletindo no 

crescimento exponencial de artigos publicados desde então. Vários destes 

compostos, com diferentes características e estruturas químicas, vêm sendo 

estudados quanto às suas propriedades farmacológicas e tóxicológicas, sendo 

alguns deles já relatados na literatura. 

Assim como o Te elementar e os sais inorgânicos, os compostos orgânicos de 

Te são bastante tóxicos, 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 está relacionada à interação 

com resíduos tiólicos (-SH) de moléculas biologicamente ativas. Os compostos 

orgânicos de Te têm a capacidade de oxidar os grupamentos –SH, inativando 

enzimas e/ou diminuindo a concentração de moléculas sulfidrílicas não-protéicas 

(BLAIS e cols., 1972). Em 1998, BARBOSA e cols. foram os primeiros a observar a 

inibição da enzima sulfidrílica porfibilinogênio sintase ou δ-amino-levulinato 

desidratase (ALA-D) in vitro em sobrenadante de homogeneizado de fígado de rato 

pelo ditelureto de difenila. A toxicidade, hepática, cerebral e renal, ex vivo também já 
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foi observada para alguns compostos orgânicos de telúrio (MACIEL e cols., 2000; 

MEOTTI e cols., 2003; SAVEGNAGO e cols., 2006). 

Apesar das propriedades tóxicas atribuídas aos compostos de Te, existem 

relatos na literatura atribuindo importantes propriedades farmacológicas aos 

compostos orgânicos de telúrio tais como, quimioprotetora (GROGAN e cols., 2000) 

e a capacidade de mimetizar a atividade da glutationa-peroxidase (GPx) que, às 

custas de GSH, neutraliza o peróxido de hidrogênio (H2O2). Em 1992, Engman e 

colaboradores demonstraram, utilizando a técnica de ressonância magnética 

nuclear, que vários diaril diteluretos possuem atividade tiol peroxidase superior aos 

compostos análogos contendo Se, propondo um mecanismo de reação geral para 

estes compostos. Posteriormente em 1993, Andersson e colaboradores reportaram a 

atividade mimética da GPx de diaril teluretos, substituídos com moléculas doadoras 

de elétrons. Além disso, estes autores apontaram que o efeito antioxidante destes 

compostos se devia à formação de teluróxido, resultante da oxidação do Te+2
 
à Te+4, 

que seria novamente reduzido ao estado inicial pela GSH, num mecanismo 

catalítico, neutralizando radicais livres e as espécies reativas de oxigênio/nitrogênio 

(ENGMAN e cols., 1994; ANDERSSON e cols., 1994). 

 

4.2. Selênio 
 

O selênio (Se) foi descoberto em 1818 químico sueco J. J. Berzelius. O Se é 

um elemento do grupo 16 da tabela periódica, podendo apresentar-se sob quatro 

estados de oxidação: selenato (Se+6), selenito (Se+4), selênio elementar (Se0) e 

seleneto (Se-2). Em 1842 ocorreu o primeiro relato de toxicidade do Se, em 1943 foi 

relatado como um potente carcinogênico. Esse elemento foi considerado tóxico até 

Schwarz e Foltz (1957) identificar sua presença como um micronutriente em bactérias, 

mamíferos e pássaros. 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 bioquímico de Se ficou bem estabelecido pelo descobrimento 

de que ele faz parte da enzima antioxidante GPx (ROTRUCK e cols., 1973). A partir 

dessa evidência muitos pesquisadores têm proposto uma gama de compostos 

orgânicos de Se que possam mimetizar a ação da enzima GPx  devido a sua 

importância fisiológica. 
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4.3. Compostos orgânicos de selênio e telúrio com a tividade GPx like  

 

O Ebselen (1,2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one) é um composto 

orgânico de selênio com baixa toxicidade, foi o primeiro a ser extensivamente 

relatado como um mimético da enzima GPx. Esse composto possui propriedades 

antioxidantes incluindo atividade antiinflamatória (MÜLLER e cols., 1984) e 

neuroprotetora (BURGER e cols., 2005), provavelmente devido a sua habilidade de 

reduzir peróxidos consumindo GSH e outros tióis mimetizando a atividade catalítica 

da selenoenzima GPx. Devido a essa propriedade o Ebselen tem sido utilizado como 

um padrão para comparar a atividade GPx like de outros compostos de Se,  

provavelmente por ter sido utilizado com sucesso relativo em testes clínicos 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 características. Inicialmente, acreditava-se que 

a condição fundamental para que um composto sintético reduzisse peróxidos à custa 

de tiol fosse a ligação selênio – nitrogênio (Se - N). A idéia de que apenas compostos 

com ligação 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 catalítica do ebselen) 

(STEPHEN e cols, 1989). 

A partir dessa descoberta, novos compostos organoselênio foram sintetizados 

e aplicados como GPx like. Além do Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-

one) e do disseleneto de difenila também já foram descritos como miméticos da 

GPx, vários outros compostos orgânicos 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 

orgânicos de Te têm sido sugeridos como catalisadores em potencial na redução de 

peróxidos na presença de tióis (WIRTH, 1998; MISHRA e cols., 2006), muitas vezes 

apresentando atividade mimética maior do que os compostos orgânicos de Se. De 

particular importância, os compostos orgânicos de Se, além de atuarem como 

miméticos da GPx, também podem acelerar a oxidação de tióis mesmo na ausência 

de peróxidos catalisando a reação apresentada no Esquema 1 (NOGUEIRA e cols., 

2004). 
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2 RSH + R1SeSeR1    RSSR + 2R1SeH 

Esquema 1 

 

Na presença de oxigênio os disselenetos orgânicos são regenerados 

(Esquema 2). Enquanto a atividade do tipo tiol peroxidase de disselenetos orgânicos 

é responsável pela propriedade antioxidante desses compostos, a oxidação de 

grupos tióis pelos disselenetos pode contribuir para sua propriedade toxicológica, 

pois pode alterar as funções biológicas de importantes moléculas contendo grupos 

SH. 

2 RSH + R1SeSeR1    RSSR + 2R1SeH 

 O2 

 

R1SeSeR1 

Esquema 2 

 

4.4. Glutationa peroxidase (GPx)  

 

4.4.1. Glutationa (GSH) 

 
O tripeptídeo glutationa (γ-glutamilcisteinilglicina; GSH) é o tiol não-protéico 

mais abundante encontrado nas células foi descoberto em 1921 por Hopkins e 

possui um importante papel na proteção das células contra radicais livres, peróxidos, 

entre outros. Este tiol é sintetizado a partir da ação consecutiva de duas enzimas: γ-

glutamilcisteinase e glutationa-sintetase (MEISTER, 1974). Devido à nucleofilicidade 

do grupo sulfidrílico da GSH, este pode funcionar como um ótimo nucleófilo 

removendo muitos eletrófilos reativos evitando eventos oxidativos e protegendo 

grupamentos tióis de proteínas intracelulares (SHIGEOKA e cols., 1987). Durante a 

destoxificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) a GSH está envolvida em 

duas etapas de reações: (i) GSH reage não-enzimaticamente com radicais livres 

(SAEZ e cols., 1990); (ii) GSH doa elétron para a redução de peróxidos na reação 

que envolve a enzima glutationa peroxidase (GPx) (CHANCE e cols., 1979). Nas 

células a GSH é regenerada a partir da glutationa oxidada (GSSG) pela reação 

envolvendo a enzima glutationa redutase (GR) (Fig. 1).  
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Figura 1 . Reações 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, superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), bem como os 

antioxidantes não-enzimáticos, por exemplo, o α-tocoferol e o ácido ascórbico 

também estão envolvidos na destoxificação de EROs (Fig. 2). 

 
Figura 2 . Geração e consumo do ânion superóxido e peróxido de hidrogênio. 

 

 O ânion superóxido gerado pela cadeia respiratória (RADI e cols., 1997) ou 

pela xantina oxidase (HILE e cols., 1995) é convertido pela SOD a peróxido de 

hidrogênio. Oxidases em geral também geram peróxido de hidrogênio (FÍDOVICH e 

cols., 1995). Estes peróxidos são decompostos pela CAT ou GPx. 
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4.4.2.  GPx: histórico  

 

A glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) foi primeiramente descoberta por 

Mills em 1957, como uma enzima com função de proteger as células sanguíneas 

contra hemólise causada pela oxidação. A partir dos anos 70, foi demonstrado que a 

GPx é uma enzima selênio (Se)-dependente com estrutura tetramérica (FLOHÉ e 

cols., 1973) contendo um resíduo de selenocisteína (Sec) como subunidade 

participando do processo catalítico (CHAMBERS e cols., 1986). A Sec foi 

inicialmente considerada como sendo o 21º aminoácido devido a sua estrutura 

similar a da cisteína. Todavia, ela não faz parte dos 20 aminoácidos que possuem 

um códon específico, mas tem um processo bastante complexo de incorporação nas 

proteínas. De fato, a incorporação deste aminoácido involve a interação com um 

códon de determinação UGA, que pela intervenção de elementos reguladores, 

incorpora um resíduo serinil (i.e., do aminoácido serina) que posteriormente tem uma 

substituição do oxigênio da sua hidroxila por um selênio, formando um selenol (-

SeH). A GPx é uma importante enzima antioxidante que catalisa a redução de H2O2 

ou hidroperóxidos orgânicos à água ou aos álcoois correspondentes usando a GSH 

como agente redutor (URSINI e cols., 1994).  

 

4.4.3. GPx: classificação 

 

Além da GPx, também chamada de GPx clássica, citosólica ou celular (GPx1) 

existem mais cinco tipos de enzimas GPx (GPx2-GPx6) em mamíferos, as quais são 

divididas de acordo com a sequência de aminoácidos, especificidade por substrato  

e localização subcelular. Embora a GPx possa agir em uma ampla gama de 

substratos, dados experimentais in vitro sugerem que todos os tipos de GPx são 

específicos 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, é mais proeminente no tecido 

gastrintestinal; porém, em humanos é presente no fígado e intestino grosso, mas 

não em outros órgãos. A GPx2 possui um importante papel nos mamíferos na 

proteção contra a toxicidade da ingestão de hidroperóxidos lipídicos, mas não para 

hidroperóxidos de fosfolipídios (CHENG e cols., 1997). A GPx3 foi primeiramente 

identificada no plasma humano e é uma glicoproteína compatível com sua função 
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extracelular (TAKAHASHI e cols., 1987). A GPx4, também chamada de fosfolipídeo 

hidroperóxido, está associada à membrana celular e é descrita como uma proteína 

inibidora de peroxidação. Em contraste com as outras GPx, as quais possuem 

estrutura tetramérica, a GPx4  é um monômero e encontra-se principalmente no 

cérebro e coração de mamíferos (DUAN e cols., 1988; URSINI e cols.,1995). Todas 

as GPx1-GPx4 possuem um resíduo de selenocisteína no sítio ativo o qual é 

sucessivamente oxidado e então reduzido durante o ciclo catalítico (AUMANN e 

cols., 1997). Os outros dois tipos de GPx, GPx5 e GPx6, diferem das demais por 

serem selênio não-dependentes, ou seja, apresentam cisteína no sítio catalítico 

(KRYUKOV e cols., 2003). Suas funções biológicas ainda não estão bem 

estabelecidas  

 

4.4.4.  GPx: mecanismo catalítico  

 

Estudos demonstraram que o sítio catalítico da enzima GPx é composto pelo 

resíduo de selenocisteína, que contém selênio (Se) o qual está envolvido na 

formação do intermediário selenol (Enz-SeH), que reage com o peróxido reduzindo-o 

à água ou álcool formando o ácido selênico (Enz-SeOH). Este reage, então, com a 

glutationa reduzida (GSH) formando o selenosulfeto (Enz-SeSG). Finalmente, este 

então 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). 

 
Esquema 3. Ciclo catalítico da enzima GPx. 

 

Então, a reação global do ciclo catalítico da enzima GPx envolve  a oxidação 

de dois equivalentes de GSH a dissulfeto, enquanto o hidroperóxido é convertido à 

água e/ou álcool correspondente. 
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Desde a descoberta das funções do Se em sistemas enzimáticos biológicos, 

muitos estudos têm voltado sua atenção para a síntese de novos compostos 

organocalcogênios que possam mimetizar essa importante enzima antioxidante, não 

apenas para elucidar o mecanismo catalítico, como também para uma possível 

aplicação farmacológica destes compostos. Na literatura, muitos estudos 

demonstram que os compostos orgânicos de Se e Te sintéticos são excelentes 

miméticos da enzima GPx, o Te devido a habilidade que possui de passar do estado 

de oxidação divalente +2 para o tetravalente +4 e retornar ao divalente +2 (REICH, 

1987) enquanto que alguns compostos orgânicos de selênio podem gerar selenol 

após a interação com tióis . 

 

4.5. Estresse oxidativo 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas normalmente 

durante o metabolismo celular aeróbico. As EROs incluem o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), bem como radicais livres tais como ânion superóxido O2
•-, radical hiroxila 

(•OH) entre outros. Estas moléculas são normalmente neutralizadas pelos sistemas 

antioxidantes presentes nos organismos. As defesas antioxidantes podem ser tanto 

enzimáticas (catalase, superóxido dismutase, glutationa peroxidase, etc) quanto não-

enzimáticas (glutationa, tocoferóis (vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), etc). 

Assim, o estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na produção de 

EROs quanto da redução da capacidade antioxidante celular total, ou seja, a 

ocorrência de um dano oxidativo depende de um desequilíbrio entre a produção de 

EROs e a atividade das defesas antioxidantes (HALLIWELL, 1992). De acordo com 

Halliwell and Gutteridge, o termo antioxidante significa: “substância que, quando 

presente em baixas concentrações comparado a um substrato oxidável, 

significativamente previne a oxidação deste substrato”. O estresse oxidativo é uma 

condição celular ou fisiológica de elevadas concentrações de EROs causando danos 

às estruturas moleculares de componentes celulares tais como, lipídios, proteínas, 

carboidratos e DNA com consequente alteração funcional e prejuízo das funções 

vitais em diversos tecidos ou órgãos (HALLIWELL e CROSS, 1994).  
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4.5.1. Peroxidação lipídica 

 

Os fosfolipídios apresentam uma cabeça polar e uma cauda hidrofóbica e são 

os principais constituintes das membranas celulares. Geralmente, estas caudas 

hidrofóbicas são compostas por ácidos graxos, que podem apresentar uma ou mais 

dupla ligação (insaturação) (HALLIWELL e cols., 1989; HALLIWELL, 2007). Os 

radicais livres são espécies eletrofílicas extremamente reativas que podem reagir 

com os componentes celulares e podem atacar uma diversidade de biomoléculas 

alvos. A peroxidação lipídica (PL) consiste no ataque das EROs aos lipídios 

insaturados das membranas biológicas. Esta interação pode levar a modificação nos 

lipídios de membrana que consequentemente levará à perda nas características das 

membranas biológicas, criando fendas iônicas que alteram sua permeabilidade, o 

que favorece o trânsito indiscriminado de metabólitos e detritos celulares, 

provocando a lise celular (JOSEPHY, 1997). A peroxidação de lipídios (PL) levando 

a formação de hidroperóxidos (LOOH) pode ser resumida nas reações abaixo 

(LAGUERRE e cols., 2007), onde R• representa um radical livre em meio aeróbico 

com consequente formação de radical peróxido, o qual retira um átomo de 

hidrogênio de uma molécula de lipídio insaturado formando hidroperóxido (ROOH) e 

outro radical livre (L•). 

 

 
 

O hidroperóxido formado pode ser quebrado e formar outros produtos como 

alcanos e aldeídos, dentre os quais o malondialdeído (MDA), que é um marcador 

químico da PL. Estudos que visam investigar o envolvimento da PL podem ser feitos 

utilizando uma técnica de determinação indireta das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico, na qual um dos produtos finais da PL, o MDA, reage com o ácido 

tiobarbitúrico, originando um produto de cor rosa que pode ser quantificado 

espectrofotometricamente (OHKAWA e cols., 1979). 
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Figura 3 . (a) Formação do MDA a partir da peroxidação lipídica de um ácido graxo triinsaturado C18 

e (b) formação do complexo cromóforo TBA-MDA.  

 

4.5.1.1. Ferro(II) como agente pró-oxidante 

 

O ferro desempenha um papel importante nos processos metabólicos dos 

animais, sendo um constituinte vital nas células de todos os mamíferos, e também 

está presente em algumas enzimas que catalisam mecanismos de oxidação celular. 

O ferro é de grande importância nos sistemas biológicos, uma vez que participa de 

uma grande variedade de reações de transporte de elétrons. Porém, estes íons 

podem estimular a produção de radicais livres por diferentes mecanismos 

(BRAUGHLER e cols., 1986; MINOTTI e cols., 1992). Inúmeras evidências sugerem 

o acontecimento de uma cascata de reações durante o processo neurodegerativo, 

incluindo a PL e disfunção mitocondrial, os quais vão culminar no dano do 

citoesqueleto e consequente morte celular (LAGUERRE e cols., 2007). A produção 

excessiva de H2O2 e ânion superóxido podem resultar em dano celular através de 

uma cadeia de reações de PL nas membranas celulares e alterações na fluidez da 

membrana. No entanto, o H2O2 é relativamente inerte, e o dano celular ocorre 

quando EROs e radicais hidroxila altamente reativos são produzidos pela reação de 

Fenton (Fe2+ + H2O2 � Fe3+ + HO• + HO-) na qual um metal de transição reduzido, 

como o ferro, doa um elétron para o H2O2. Assim a reação de Fenton converte H2O2 

para o mais citotóxico das EROs, o radical hidroxil (HO•). Desta forma, a participação 
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do ferro é essencial na produção do HO•, o qual pode subsequentemente iniciar a PL 

ou oxidar grande parte das moléculas presentes nos sistemas biológicos e propagar 

reações de radicais livres.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1. Artigo científico  
 

 
5.1.1. Determinação da atividade GPx like  

 

A reação catalítica para a enzima GPx (H2O2 + 2PhSH � 2H2O + PhSSPh) 

(TOMODA e cols., 1994) foi iniciada através da adição de H2O2 (5 mM) à uma 

solução metanólica contendo PhSH (1,9 ou 5 mM) na presença dos compostos 7a-o 

(0,05 ou 0,1 mM), separadamente, a 30 ºC e monitorado espectrofotometricamente 

(UV; λ = 305 nm) durante 6 min. Para cada composto a reação foi repetida pelo 

menos 3 vezes nas mesmas condições.  

 

5.2. Manuscrito (em preparação) 

 

5.2.1.Determinação da atividade GPx like e análise de parâmetros cinéticos 

 

 Os valores de T50 foram determinados (disselenetos A-D, 0,025 mM; PhSH, 

1,9 mM; H2O2, 5 mM). Para os parâmetros cinéticos, a reação catalítica modelo para 

a enzima GPx (H2O2 + 2PhSH � 2H2O + PhSSPh) foi iniciada através da adição de 

diferentes quantidades do substrato H2O2 (concentrações finais: 5, 10, 15 e 30 mM) 

à uma solução metanólica contendo o substrato PhSH (concentrações finais: 0,495; 

0,95; 1,18; 1,45 e 1,9 mM) na presença dos compostos B-D (0,005; 0,01 e 0,025 

mM), separadamente, a 30 ºC e após monitorado espectrofotometricamente (UV; λ = 

305 nm) durante 6 min, a reação foi repetida pelo menos 3 vezes nas mesmas 

condições para cada composto testado. Os dados cinéticos foram analisados 

através de diagrama do duplo recíproco de acordo com a equação 1, onde o Vmax 

significa velocidade máxima e Km é a constante de Michaelis para H2O2 (KmH2O2) e 

PhSH (KmPhSH). 

 

5.2.2. Quantificação de grupamentos sulfidrílicos 
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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 µM) foram dissolvidos 

em MeOH e então incubados a 37°C separadamente em u m meio de reação aquoso 

contendo tampão 50 mM Tris/HCl (pH 7,4) e os respectivos compostos sulfidrílicos 

testados neste estudo (glutationa (GSH), 1 mM; captopril, 1 mM; ou ditiotreitol (DTT), 

0,5 mM) (volume final = 1800 µL). Uma alíquota de 100 µL de cada amostra foi 

retirada em diferentes tempos durante a reação (0, 30, 60 e 120 min) e adicionada a 

um sistema contendo 25 µL de 5,5’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) (10 mM) 

e  tampão 100 mM Tris/HCl  (pH 7,4) (volume final = 1800 µL). As amostras foram 

analisadas espectrofotometricamente (λ = 412 nm). Juntamente com o experimento, 

foi feita uma curva padrão para cada composto sulfidrílico utilizado (GSH, Captopril 

ou DTT). 

 

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 à 

comida e água 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 

Comitê de Bem Estar Animal (COBEA).  

  

5.2.4. Preparação do homogenato 

 

 Os ratos foram eutanasiados e o tecido encefálico foi rapidamente dissecado, 

armazenado no gelo e pesado. O tecido encefálico foi imediatamente 

homogeneizado em tampão Tris–HCl 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. Quantificação de TBARS 

 

Imediatamente após a centrifugação, uma alíquota de 100 µl de S1 foi incubada 

por 1 h a 37 °C com o pró-oxidante Fe 2+
 (10 µM), na presença dos compostos C, D e 

PhSeSePh, separadamente, e então utilizada para a determinação da PL. A produção 

de TBARS foi determinada por método colorimétrico (λ = 532 nm) (OHKAWA e cols., 

1979; PUNTEL e cols., 2005).  

 

5.2.6. Análise estatística 

 

 Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste Post 

Hoc de Duncan quando apropriado. As análises foram consideradas estatisticamente 

significativas quando p < 0,05. 
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6. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  
 

6.1. Artigo científico 

 

Os resultados a seguir constam no artigo científico intitulado “Synthesis of 

telluroamino acid derivatives with remarkable GPx like activity” publicado na revista 

Organic & Biomolecular Chemistry (2009) 7:43–45. É importante salientar que os 

compostos avaliados neste estudo foram sintetizados pelo grupo de pesquisa do 

professor Dr. Antônio L. Braga (Setor de Química - UFSM). 

 
 

 
 

 
 

Figura 1 . Estrutura dos compostos orgânicos de Te utilizados neste estudo.  
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Com a finalidade de investigar a influência que resíduo de aminoácido pode 

causar na redução de peróxido de hidrogênio à água na presença 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 formação de 

PhSSPh na mistura contendo MeOH, PhSH, H2O2 e os catalisadores 7a–d (2.6 

mol%). O composto 7c com menor cadeia de carbono entre o resíduo de aminoácido 

e o átomo de Te mostrou a mesma atividade que os compostos 7a e 7b. Os 

compostos 7c (n=2) e 7d (n=3) derivados da L-fenilalanina foram testados nas 

mesmas condições. Porém, o composto 7d foi menos efetivo na redução do 

peróxido de hidrogênio demonstrando uma menor atividade GPx like. 

 
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 T50 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 T50 

de 10,41 e 12,75 min, respectivamente. O telureto 7g derivado do ácido L-aspártico 

se mostrou mais efetivo na decomposição do peróxido de hidrogênio, obtendo-se um 

T50 igual a 8,15 min. Por outro lado, o composto 7h, composto de Se análogo ao 

telureto 7a, não promoveu a redução do H2O2 de maneira apreciável (T50 = 25,71 h). 

O ditelureto de difenila (PhTeTePh) (T50 = 16,73 (±0,26) min) também foi utilizado 

nessas mesmas condições, se mostrando menos efetivo que os compostos 7a-c e 

7e-g. 
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Tabela 1.  Determinação do T50 (tempo gasto, em minutos, para reduzir a concentração de tiol em 

50%) dos compostos 7a-g. 

 

Considerando que o composto 7g resultou no melhor T50 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 necessário o desenvolvimento de uma nova etapa 

de avaliação da propriedade GPx like de uma nova série de compostos orgânicos 7i-

o (2 mol%) em uma solução mais concentrada de PhSH e de catalisador (Tabela 2).  

De acordo com os dados da Tabela 2, pode-se observar que os valores de T50 

para os compostos para substituídos foram menores do que para os compostos 

análogos orto substituídos, sugerindo que a atividade mimética à enzima GPx 

desses compostos possui uma forte influência do efeito estérico (7i e 7j, 7l e 7m). A 

variação no ambiente eletrônico ao redor do átomo de Te não mostrou nenhuma 

mudança relevante na atividade tiol peroxidase desses compostos. Os valores de 

T50 dos compostos 7g, 7i, 7k, e 7l ficaram entre 2,11 e 2,98 min. 
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Tabela 2. Determinação do T50 (tempo gasto, em minutos, para reduzir a concentração de tiol em 

50%) dos compostos 7g-o . 

 
 

 

 
Esquema 1 

 

Em relação ao mecanismo de ação dos teluretos utilizados neste estudo, 

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

reagem com H2O2 para formar teluróxido 8a–o, e H2O (Esquema 1). A adição 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–o no ciclo catalítico e 

produzir PhSSPh e H2O. 
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 6.2. Manuscrito (em preparação) 

 

Os resultados a seguir são preliminares e constam no manuscrito em 

preparação intitulado “New Diselenoamino Acid Derivatives With  GPx Mimic 

Properties” . É importante salientar que os compostos avaliados neste estudo foram 

sintetizados pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Antônio L. Braga (ALBERTO e 

cols., submetido) (Setor de Química - UFSM). 
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Figura 1. Estrutura de disselenetos derivados da L-fenilalanina (A-C) e derivado da L-valina (D). 

 

6.2.1. Determinação dos valores de T50 para o disseleneto de difenila e seus 

derivados (A-D)  

 

Considerando as diferentes estruturas dos disselenetos (A-D), avaliamos a 

influência tanto do número de carbonos entre o resíduo de aminoácido e o átomo de 

Se quanto do resíduo de aminoácido presente na estrutura dos disselenetos na 

redução do peróxido de hidrogênio (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 (T50 = 42,18 min) seguido pelos 

compostos C e B derivados da L-fenilalanina (T50 = 45,15 min e 51,38 min, 

respectivamente) (Tabela 1). O composto A, o qual possui menor cadeia carbonada 

que os demais disselenetos, foi o menos efetivo na redução de peróxido de 

hidrogênio (T50 = 93,03 min). 
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Figura 2.  Atividade GPx like dos disselenetos A-D e PhSeSePh. 

 

Tabela 1. Determinação do T50  dos compostos A-D e PhSeSePh 

Catalysta,b T50 (min)c 
A 93.03 (± 5.77)d 
B 51.38 (± 2.45) 
C 45.15 (± 3.17) 
D 42.18 (± 2.75) 

PhSeSePh 51.80 (± 2.83) 
aNessas mesmas condições, mas com ausência de catalisador 
não foi possível observar a oxidação do PhSH após a  adição de  
H2O2 

b MeOH (1 mL); disselenetos (0,025 mM); PhSH (1,9 mM); 
H2O2 (5 mM). c T50 (tempo gasto, em minutos, para reduzir a 
concentração de tiol em 50%). d Dados entre parênteses 
representam a médias de erro padrão (± S.E.M). 

 

6.2.2. Determinação dos parâmetros cinéticos do PhSeSePh e seus derivados (B-D) 

na redução de H2O2 nas diferentes concentrações de PhSH (0,495 – 1,9 mM)  

 

Os parâmetros cinéticos para os diferentes catalisadores (B, C e D) foram 

determinados através do gráfico de duplo-recíproco (Figura 3). Foram testadas 

diferentes concentrações de PhSH enquanto a concentração de H2O2 foi mantida 

constante, com o objetivo de se comparar o comportamento catalítico 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 possível 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).  

 
Figura 3.  Gráfico do duplo-recíproco (1/v vs 1/[PhSH] ) para os compostos B, C, D e PhSeSePh. 

[H2O2] foi mantida fixa à 5 mM; [Disselenetos] =100 µM; [PhSH] = 0,495 – 1,9 mM. 

 

Tabela 2 . Parâmetros cinéticos para os diferentes disselenetos testados (B, C, D e PhSeSePh). 

[H2O2] foi mantida fixa à 5 mM; [Disselenetos] =100 µM; [PhSH] = 0,495 – 1,9 mM. 

 

 

6.2.3. Determinação dos parâmetros cinéticos do PhSeSePh e seus derivados (B-D) 

na redução de H2O2 (5 – 30 mM) enquanto a concentração de PhSH foi mantida fixa 

(1,9 mM)  
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Considerando que o composto B exibiu menor atividade (VmaxB 0,081) 

quando comparados aos compostos C e D (VmaxC 0,098; VmaxD 0,097) (Tabela 2) 

foram também investigados os disselenetos C e D através do gráfico duplo-recíproco 

variando a concentração de H2O2 (5-30 mM) (Figura 4) e fixando a concentração do 

PhSH à 1,9 mM. Além disso, a atividade dos compostos C e D mostrou-se 

dependente do aumento da concentração 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 os resultados mostraram que a afinidade pelo 

peróxido de hidrogênio aumenta com o aumento da concentração destes compostos 

(Tabela 3). 

 
Figure 4. Gráfico do duplo-recíproco (1/v vs 1/[H2O2]) para os compostos C, D e PhSeSePh. [H2O2] = 

5 -30 mM; [Disselenetos] = 5 µM, 10 µM e 25 µM; [PhSH] foi mantida fixa à 1,9 mM. 
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Tabela 3. Parâmetros cinéticos para os diferentes disselenetos testados (C, D e PhSeSePh). [H2O2] = 

5 -30 mM; [Disselenetos] = 5 µM, 10 µM e 25 µM; [PhSH] foi mantida fixa à 1,9 mM. 

 

 

6.2.4. Interação entre os disselenetos e grupos sulfidrílicos  

 

A interação dos disselenetos com os grupos sulfidrílicos da GSH, captopril e 

DTT (ditiotreitol) foi investigada. Sabendo que a atividade mimética da enzima GPx 

de compostos de selênio/telúrio depende da reatividade desses compostos com 

grupamentos tióis na presença de peróxidos, foi demonstrado que a atividade GPx 

like de compostos de selênio não depende apenas da reatividade do intermediário 

selenol com peróxidos, mas também depende da reatividade do intermediário 

selenosulfeto com grupos tióis (MISHRA e cols., 2006). Então, 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 

oxidação de grupos sulfidrílicos pelos disselenetos (A, B, C e D) foi quantificada.  

Os grupos sulfidrílicos do DTT se mostraram mais sucetíveis à oxidação pelos 

disselenetos do que os monotióis. Esta alta reatividade do DTT (Tabela 6) pode 

estar associada à presença de dois grupos sulfidrílicos vicinais em sua estrutura 

(ZAHLER e cols., 1968) . Os disselenetos C e D mostraram um efeito mais potente 

na oxidação de grupos tióis, tanto para os monotióis (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 presença de DTT, o consumo de grupo SH do DTT no final da reação (120 min) 

comparados com o início da reação (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 não foram tão proeminentes quanto os disselenetos C e D. 

 

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

glutationa (1 mM) de acordo com a reação de Ellman (1959). Os valores (expressos em µM) são a 

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

 
 

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

(1 mM) de acordo com a reação de Ellman (1959). Os valores (expressos em µM) são a média ± 

S.E.M de 3 a 4 experimentos independentes feitos em duplicata ou triplicata. 
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Tabela 6 . Efeito de diferentes disselenetos (A, B, C e D) frente à oxidação de grupos SH do DTT (0.5 

mM) de acordo com a reação de Ellman (1959). Os valores (expressos em µM) são a média ± S.E.M 

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

 

 

6.2.5. Quantificação de TBARS  

 

Quando grupos SH são oxidados as funções fisiológicas das moléculas 

contendo tióis podem ser alteradas, levando ao estresse oxidativo. Devido a isso, o 

efeito dos disselenetos contra a peroxidação lipídica foi avaliada. A Figura 5 mostra a 

proteção proporcionada pelos disselenetos C e D os quais demonstraram melhor 

propriedade mimética da enzima GPx, nesse estudo. A produção de TBARS causada 

pelo Fe(II) foi consideravelmente reduzida na presença dos disselenetos  C e D, e 

observou-se que essa diminuição nos níveis de MDA foi dependente da concentração 

dos disselenetos. O Fe(II) causou um aumento significativo na formação 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 níveis de 

MDA nas concentrações de 40 e 80 µM. O Composto C também mostrou uma 

redução nos níveis de MDA provocado pelo Fe(II) mas apenas foi significativo na 

concentração de 80 µM. Contudo, o disseleneto D não apresentou uma redução 

significativa na produção de TBARS em nenhuma das concentrações testadas (Figura 

5) sugerindo que a inibição da lipoperoxidação pode ser mediada por um mecanismo 

não relacionado à atividade tipo tiol peroxidase. O composto C e o PhSeSePh, ambos 

na concentração de 80 µM, reduziram os níveis de TBARS abaixo do valor basal 

(controle). 
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Figura 5.  Efeito de diferentes concentrações dos disselenetos C , D e PhSeSePh na formação de 

TBARS induzida por Fe (II). Os valores expressos são a média ± S.E.M de 3 a 4 experimentos 

independentes, feitos em duplicata ou triplicata. *, ** Representam a diferença significativa em relação 

a indução na formação de TBARS provocada pelo Fe(II) quando comparada aquelas amostras 

induzidas pelo Fe(II) e tratada com os compostos. # Diferença significativa entre a indução na 

formação de TBARS provocada pelo Fe(II) e o valor basal.  
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7. CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos 

concluir que: 

 

� Tanto os compostos orgânicos de Se (disselenetos) quanto os de Te, testados 

neste estudo, foram capazes de reduzir H2O2 à água, promovendo in vitro a oxidação 

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

 

�  (i) o tempo necessário que os compostos orgânicos de Te derivados de 

aminoácidos levam para reduzir a concentração de PhSH à metade (valores de T50) 

são influenciados tanto pelo resíduo de aminoácido presente na estrutura desses 

compostos, como também pelo efeito estérico; (ii) 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 resíduo de 

aminoácido e o átomo de Se como também, o resíduo de aminoácido que apresentou 

menor efeito estérico em relação a reatividade do átomo de Se; (iii) uma semelhança 

estrutural entre os compostos orgânicos de Se e Te derivados de aminoácidos com 

compostos naturalmente presentes no nosso organismo pode potencializar esse 

caráter 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, já que a atividade GPx like de 

um composto de Se depende da reatividade do intermediário selenosulfeto com 

grupos tióis; porém, do ponto de vista da toxicologia potencial após exposição in vivo 

a estes compostos, uma oxidação acentuada de tióis (acompanhada ou não da 

degradação de peróxido) pode ser potencialmente tóxica para as células;  

 

� a atividade tipo tiol peroxidase dos disselenetos pode também ser atribuída à 

proteção contra a peroxidação lipídica induzida pelo Fe(II) in vitro; todavia, a inibição 

da lipoperoxidação pode ser mediada por um mecanismo não relacionado a atividade 

tiol peroxidase. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

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

trabalhos posteriores são:  

 

-  Avaliar, de maneira comparativa, os 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 peróxidos como o terbutilhidroperóxido (t-BuOOH) e o 

hidroperóxido de cumeno (CuOOH), tentando torná-los assim, com maior 

aplicabilidade farmacológica; 

 

- avaliar a toxicidade e/ou farmacologia dos compostos orgânicos de Se e Te in 

vivo utilizando modelos experimentais como camundongos e/ou vermes (C. 

elegans); 

 

- investigar se outras propriedades farmacológicas (anti-inflamatória, 

antinociceptiva), já descritas para os outros compostos orgânicos de Se, podem 

também serem aplicadas para esses teluretos e disselenetos com atividade GPx 

like. 
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Anexo A. 

 

Artigo científico intitulado 

 “Synthesis of telluroamino acid derivatives with remarkable GPx like activity” 

publicado na revista Organic & Biomolecular Chemistry (2009) 7:43–45. 
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Anexo B. 

 

Manuscrito (em preparação) 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 (H202 + 

2PhSH � 2H20 + 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 (FLOHÉ, 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 H2O2, t-butyl hydroperoxide and lipid hydroperoxides, according to the 

reaction: H2O2 + 2GSH � GSSG + 2H2O2 (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 (MÜLLER 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 (II) and (IV) 

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.  
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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–HCl,  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 (H202 + 2PhSH � 2H20 + PhSSPh) (Tomoda’s 

method) was initiated by the addition of an amount of H202 (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 30ºC 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 H2O2 

(KmH2O2) and PSH (KmPhSH). 

 

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 µM) 

were dissolved in MeOH and they were incubated (37°C) separately in a medium 

reaction containing 50 mM Tris/HCl  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 µL. An aliquot (100 µL) from each sample was 

removed at different times during the reaction (0, 30, 60 and 120 min) and mixed in a 

system containing 25 µL de 10 mM of 5,5’dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and 

100 mM Tris/HCl  buffer (pH 7.4) (in a final volume of 1800 µL). 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–HCl, 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 µl) 

from tissues were incubated at 37◦C in a water bath in the presence of different 

concentrations of diselenides compounds (0–80 µg/mL) and with the respective pro-

oxidant agent Fe(II) (10 µM). Color reaction was developed by adding 200 µl 8.1% 

SDS (sodium dodecyl sulfate) to the reaction mixture containing S1 from rat brain. 

This was subsequently followed by the addition of 500 µl of acetic acid/HCl (pH 3.4) 

mixture and 500 µl 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 50 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 (T50 = 42.18 min) followed by compounds C and B derived from L-

Phenylalanine with longer chain length (T50 = 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 (T50 = 93.03 min). 

 

 
Figure 2.  GPx like behavior of catalysts A-D and PhSeSePh. 
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Table 1.  T50 values of catalysts A-D and PhSeSePh. 

Catalysta,b T50 (min)c 
A 93.03 (± 5.77)d 
B 51.38 (± 2.45) 
C 45.15 (± 3.17) 
D 42.18 (± 2.75) 

PhSeSePh 51.80 (± 2.83) 
a Under this condition addition of H2O2 in the absence of catalyst 
did not produce any significant oxidation of PhSH. b MeOH (1 mL); 
catalyst (0.025 mM); PhSH (1.9 mM); H2O2 (5 mM). c T50 is the 
time required, in minutes, to reduce the thiol concentration with 
50% after the addition of H2O2; d Data in parentheses: 
experimental error (SEM). 

 

3.2 Determination of kinetic parameters for the red uction of H 2O2 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 (l/v vs l/[PhSH] plot) for different  compounds (B, C, D and 

PhSeSePh). Concentration of H2O2 was fixed to 5 mM and the calysts were fixed to 100 µM. 

 

Table 2 . Kinetics parameters for different diselenides-catalyzed reduction of H2O2 by PhSH tested. 

Concentration of H2O2 was fixed to 5 mM and the calysts were fixed to 100 µM. 

 

 

3.3 Determination of kinetic parameters for the red uction of different 

concentrations of H 2O2 (5 – 30 mM) by PhSH catalyzed by diselenides 

 

Thus, owing to the lower activity of compound B (VmaxB 0.081) compared with 

PhSeSePh showed in Table 2, authors decided to investigate diselenides C and D 

throughout Lineweaver-Burk plot, changing the H2O2 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. 

 
Figure 4.  Lineweaver-burk plot (l/v vs l/[H2O2] plot) for compound C, D and PhSeSePh. Concentration 

of PhSH was fixed to 1.9 mM and the calysts were tested at 5 µM, 10 µM and 25 µM 

 



 

 

53 

 

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 µM, 10 µM and 25 µM. 

 

 

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 µM) are the mean ± S.E.M from 3 to 4 independent 

experiments performed in duplicate or triplicate. 

 

 

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

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

experiments performed in duplicate or triplicate. 
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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 µM) are the mean ± S.E.M from 3 to 4 independent 

experiments performed in duplicate or triplicate. 

 

 

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 (II) 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(II) 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 

µM, used as a positive control. Compound C also showed ability to reduce the MDA 

levels increased by Fe(II) but it was significantly only at 80 µM. 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 µM 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 (II). Values are expressed as mean ± S.E.M from 3 to 4 

independent experiments performed in triplicate. *.**Represent difference in relation Fe(II)-induced 

TBARS when compared to those induced by Fe(II) and treated with compounds. # Represents 

significant difference between Fe(II)-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 H2O2 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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