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RESUMO

Dissertagéo de Mestrado
Programa de Pés-Graduag¢ao em Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DO CADMIO SOBRE A ENZIMA 5-AMINOLEVULINATO DESIDRATASE
DE PULMAO DE RATOS IN VITRO: INTERACAO COM AGENTES QUELANTES E
ANTIOXIDANTES
AUTORA: CRISTIANE LUCHESE
ORIENTADORA: FRANCIELLI WEBER SANTOS
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 2007

A exposicao das populagdes humanas a uma variedade de metais pesados €
um problema de saude publica. O cadmio € um elemento ndo essencial e devido ao
seu imenso uso em diversas aplicagbes industriais, € um contaminante ambiental
através da comida e da fumaga do cigarro. Este metal toxico € mais eficientemente
absorvido através dos pulmdes do que do trato gastrointestinal. Portanto, o uso dos
pulmdes como um tecido alvo do cadmio é de grande importancia porque este metal
pesado pode ser absorvido, entrando nos pulmdes através da respiracdo. Uma
terapia possivel para a intoxicagdo por metais é remover os metais téxicos ligados a
bioligantes funcionais. O presente estudo foi delineado para avaliar o efeito in vitro
do cadmio na atividade da d-aminolevulinato desidratase (8-ALA-D) em pulméo de
rato. A atividade da 6-ALA-D, um parametro toxicolégico, tem sido reportada como
alvo do cadmio em diferentes tecidos. Foram avaliados também o possivel efeito
protetor dos agentes quelantes ditidlicos (acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico
(DMPS) e o acido meso 2,3- dimercaptosuccinico (DMSA)) ou agentes antioxidantes
(acido ascorbico, N-acetilcisteina (NAC) e o disseleneto de difenila (PhSe),) isolados
ou em combinacao (agentes quelantes x antioxidantes). Além disso, para investigar
0 possivel mecanismo envolvido, nés determinamos o efeito restaurador do cloreto
de zinco (ZnCly) e do ditiotreitol (DTT) na 8-ALA-D. A atividade da 4-ALA-D de
pulmdo de rato foi inibida por baixas concentracbes de cadmio, e esta inibicao
ocorreu devido a oxidagdo dos grupos -SH da enzima, e ndo por remover 0s ions
zinco da estrutura enzimatica. Os agentes quelantes nao foram efetivos em proteger
a atividade da enzima inibida por cadmio, e apresentaram um efeito inibitério per se.
O possivel mecanismo envolvido nesta inibicao foi demonstrado. O DTT restaurou a
inibicAdo causada por ambos agentes quelantes, mas o ZnCl; restaurou somente o
efeito inibitério do DMSA. Isto indica que o DMPS n&o remove os ions zinco da
estrutura da enzima. Este estudo demonstrou também que estes agentes quelantes
potencializam a inibi¢do da 3-ALA-D causada por cadmio. Neste sentido, o estudo do
possivel mecanismo verificou que o DTT restaura a inibicdo da enzima causada pelo
complexo cadmio/DMSA, mas nao pelo complexo cadmio/DMPS. Ao contrario do
DTT, o ZnCl; nao restaura a atividade da enzima inibida por ambos complexos. Em
relagdo aos compostos antioxidantes, ndés podemos verificar que nenhum
antioxidante utilizado neste trabalho foi eficiente em restaurar a atividade da enzima
inibida por cadmio. Alguns autores tém demonstrado que a associacao de agentes
quelantes e antioxidantes é uma boa alternativa no tratamento das intoxicagdes por
metais. Neste sentido, observou-se um efeito combinado de cadmio x DMPS x
(PhSe), e cadmio x DMPS x NAC. Porém esse efeito combinado de cadmio x
antioxidantes x quelantes ndo foi observado quando se utilizou o DMSA como



agente quelante. De uma maneira geral, os resultados deste estudo indicam que o
cadmio inibiu a atividade da 3-ALA-D do tecido pulmonar; e ainda, o uso de agentes
quelantes e antioxidantes, sozinhos ou combinados, nao restauraram a atividade da
enzima, sendo que em alguns casos, potencializaram a inibicao induzida por cadmio.
O mecanismo principal envolvido na inibicdo da enzima foi a oxidacdo dos grupos
sulfidrilicos.

Palavras-chave: Cadmio, 8-ALA-D, Agentes Quelantes, Antioxidantes, Pulméao.
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The exposure of human populations to a variety of heavy metals has been a
public health concern. Cadmium is a non-essential elements due to its immense
usage in various industrial applications, is an environmental contaminant with food
and tobacco smoking. This toxic metal is more efficiently absorbed through the lungs
than through the gastrointestinal tract. Therefore, the use of lung as a target tissue of
cadmium exposure is of great importance because this heavy metal can be absorbed
on suspended patrticles, entering the lung through the respiration. Thus, a possible
therapy for metal intoxication is to remove the toxic metals from the bound functional
bioligands. The present study was designed to evaluate the effect of cadmium on 6-
aminolevulinate dehydratase (3-ALA-D) activity from rat lung in vitro. 6-ALA-D
activity, a toxicological parameter, has been reported as a target of cadmium in
different tissues. The protective effect of monotherapies with dithiol chelating (meso-
2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) and 2,3-dimercaptopropane-1- sulfonic acid
(DMPS)) or antioxidant agent (ascorbic acid, diphenyl diselenide, (PhSe)., and N-
acetylcysteine (NAC)) were also evaluated; as well as, the effect of a combined
therapy (dithiol chelating x antioxidant agent) was studied. Moreover, to investigate
the possible mechanism involved, we determined the effect of zinc chloride (ZnCly)
and dithiothreitol (DTT). The rat lung &-ALA-D activity was inhibited by low
concentrations of cadmium, this inhibition occurred due the oxidation of —SH groups
of enzyme, and not by displacing zinc from the enzyme structure. The chelating
agents were not effective in restoring enzyme activity inhibited by cadmium, and it
presented an inhibitory effect per se. The possible mechanism involved in this
inhibition was demonstrated. DTT restored the inhibition caused by both chelating
agents, but ZnCl, restored only the inhibitory effect of DMSA. This indicated that
DMPS did not remove the zinc ions of the enzyme structure. This study also
demonstrated that these chelating agents potentialized the 3-ALA-D inhibition caused
by cadmium. In this way, the study of possible mechanism verified that DTT restore
the enzyme inhibition caused by cadmium/DMSA complex, but not by
cadmium/DMPS complex. In contrast to DTT, ZnCl, did not restore the enzyme
activity inhibited by both complexes. In relation to antioxidants compounds, we can
verify that none antioxidant utilized in this work was efficient in restoring the enzyme
activity inhibited by cadmium. Some authors had demonstrated that the association
of chelating and antioxidant agents is a good alternative in treatment of metal
intoxication. In this way, we observed a combined effect of cadmium x DMPS x
(PhSe)2 and cadmium x DMPS x NAC. However, this combined effect of cadmium x
antioxidant x chelating did not observe when we utilized DMSA as chelating agent. In
general, the results of this study indicate that cadmium inhibited the pulmonary &-
ALA-D activity; and, the use oh chelating and antioxidant agents, alone or combined,



did not restore the enzyme activity, in some cases, potentialized the inhibition
induced by cadmium. The principal mechanism involved in enzyme inhibition was
the oxidation of —SH groups.

Keywords: Cadmium, 6-ALA-D, Chelating Agents, Antioxidants, Lung.
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1. INTRODUCAO

A exposicao da populagdo humana a uma variedade de metais téxicos é um
problema de saude publica (Goyer, 1996). Os metais pesados sdo alguns dos
principais contaminantes encontrados no meio ambiente e possuem amplo emprego
industrial, constituindo uma das principais formas de intoxicacdo ocupacional
(Salgado,1996). Estes metais exercem seus efeitos tdxicos combinando-se a grupos
reativos, como os grupos sulfidrilas (-SH), os quais sdo essenciais para as fungdes
fisiolégicas normais. Dentre os metais de maior preocupacao estdo o chumbo, o
mercurio, o arsénio e o cadmio (Klaassen, 1996).

O cadmio € um metal pesado e um elemento ndo essencial muito abundante
(Fowler, 1991; Goyer, 1996), sendo prejudicial para o meio ambiente e para os seres
humanos (Morselt, 1991), uma vez que ele pode se acumular em muitos érgaos
(WHO, 1992). O cadmio é um metal toxico muito utilizado na industria, € um dos
componentes da fumaga do cigarro, e, conseqlentemente, um contaminante
potencial para as populagcdes que estdo em contato com este metal pesado (WHO,
1992). De todos o0s metais téxicos encontrados no ambiente e utilizados
industrialmente, o cadmio é de grande interesse clinico, uma vez que as
intoxicacdes por cadmio sao dificeis de serem tratadas (Jones e Cherian, 1990).

O pulméo é um 6rgdo que esta constantemente em contato com poluentes
ambientais, como por exemplo, o cadmio, o que aumenta o0 risco do
desenvolvimento de doencas pulmonares. O cadmio pode ser absorvido através de
particulas suspensas, € entra nos pulmoes através da respiracao. Dentre os efeitos
téxicos caudados pelo cadmio nos érgaos, os efeitos no pulmao estao entre os mais
prejudiciais. A exposi¢cao do pulmao ao cadmio resulta em alteragcées nas funcdes
celulares devido a respostas imunes humoral e mediada por células em animais
(Asvadi e Hayes, 1977; Nath et al., 1984; Hirano et al., 1989, 1990). Além disso, a
inalacdo de cadmio pode causar pneumonites e enfisema pulmonar em humanos
(Amanuma e Suzuki, 1987), assim como alteragbes morfoldgicas (Fortoul et al.,
2005) e tumores pulmonares tanto em humanos quanto em animais (IARC, 1993).

Diversas enzimas podem ter suas atividades reduzidas pelo aumento na
concentracdo de metais toxicos no organismo. Esses metais podem ligar-se a

grupos sulfidrilicos (-SH) e/ou substituir metais essenciais de algumas enzimas



12

alterando suas atividades cataliticas (Casalino et al., 2000). Desta forma, sistemas
enzimaticos essenciais, como a enzima sulfidrilica d-aminolevulinato desidratase (6-
ALA-D), podem ter suas atividades inibidas pela acdo de diversos metais, tais como
o mercurio (Rocha et al. 1995; Emanuelli et al., 1996), o chumbo (Goering, 1993), e
o0 cadmio (Santos et al., 2004, 2005a). A 3-ALA-D é uma metaloenzima que requer
ions zinco para sua atividade catalitica maxima (Jaffe et al., 2000). Esta enzima
catalisa a condensacdo assimétrica de duas moléculas do acido d-aminolevulinico
(6-ALA), formando o porfobilinogénio (PBG), em um dos passos iniciais da
biossintese do heme (Gibson et al., 1955). A inibicao da 8-ALA-D pode prejudicar a
rota biossintética do heme (Sassa et al., 1989; Goering, 1993) e resultar no acumulo
do substrato ALA no sangue, o qual pode estar relacionado com a superproducao de
espécies reativas de oxigénio (Pereira et al., 1992; Bechara et al., 1993).

A terapia que utiliza agentes quelantes tem sido a base do tratamento médico
de intoxicagbes por metais toxicos desde a década de 40, sendo 0os mesmos
utilizados clinicamente como antidotos para intoxicacbes agudas e crbnicas
(Domingo, 1995). Estes compostos atuam aumentando a excrecdo destes
elementos tdxicos, diminuindo a toxicidade por prevenir a ligacdo destes em
moléculas celulares alvo (Domingo, 1995). O 4&cido 2,3-dimercapto-1-
propanosulfénico (DMPS, Dimaval® e o &cido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA, Succimer®) sdo compostos que apresentam dois grupos -SH vicinais e
caracterizam-se por apresentarem maior solubilidade em agua (Nadig et al., 1985) e
limitada solubilidade lipidica. Conseqlentemente, estes agentes quelantes
apresentam menor toxicidade quando comparados com outros analogos estruturais
como por exemplo, o 2,3-dimercaptoprapanol (BAL, Dimercaprol®) (Aposhian, 1983).

Acredita-se que a utilizacdo de antioxidantes, sozinhos ou em associacao
com agentes quelantes, seria uma alternativa eficaz para o tratamento das
intoxicagdes por cadmio (Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003). Neste contexto,
estudos em nosso laboratério demonstraram que os agentes quelantes sozinhos ou
em associagao com o disseleneto de difenila, (PhSe),, sdo capazes de reverter os
danos causados pelo cadmio em testiculos de camundongos (Santos et al., 2004,
2005a). O (PhSe), € um composto organico de selénio que apresenta diversas
propriedades farmacologicas descritas por nosso grupo de pesquisa, destacando-se
0 excelente potencial antioxidante deste composto em alguns modelos
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experimentais para a avaliagdo de estresse oxidativo (Nogueira et al., 2004a;
Santos et al., 2005b; Borges et al., 2006; Luchese et al., 2007).

Considerando que a poluicdo do ar € um dos principais problemas ambientais
do mundo e, considerando ainda que o pulméo é um 6rgao alvo dos poluentes do ar,
entre eles os metais toxicos como o cadmio, o presente trabalho visa estudar os
efeitos do cloreto de cadmio (CdCly) sobre a atividade da enzima 3-ALA-D em
pulmao de rato, bem como o efeito dos agentes antioxidantes e quelantes, sozinhos
ou em associagao, sobre a atividade da enzima in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cadmio

Os metais pesados sédo o0s agentes tdxicos mais conhecidos do homem. O
cadmio foi descoberto por volta de 1815 em minérios contendo carbonato e zinco
(Salgado, 1996). O cadmio é um dos mais abundantes elementos nao essenciais
encontrados no ambiente, sendo muito utilizado em aplicagdes industriais. Além
disso, € um dos componentes da fumaca do cigarro, e conseqglentemente pode
contaminar as populacdées que estdo em contato com este metal pesado (WHO,
1992). A agéncia de protecao ambiental dos Estados Unidos conferiu ao cadmio a 72
posi¢ao do ranking das 20 substancias mais perigosas (Smith, 1997).

A toxicidade do cadmio, tanto em animais experimentais quanto em humanos,
é influenciada por um grande numero de fatores, tais como a via de administragéo, a
dose, a forma quimica do metal, a duragdo da exposicdo, a idade dos animais
experimentais, etc. (Casalino et al., 1997). O cadmio apresenta uma meia vida
biolégica longa (20-30 anos em humanos) e uma baixa excre¢dao (1-2 pg/dia)
(Goering et al., 1995). Este metal tdéxico pode se acumular em diversos 6rgaos como
no pulmao, figado, rim, testiculos, cérebro, ossos, sistema sanguineo, etc. (WHO,
1992).

Muitas evidéncias indicam que as espécies reativas de oxigénio estdo
envolvidas na inducao do dano tecidual pelo cadmio, o0 que causa estresse oxidativo
como resultado do aumento na peroxidagao lipidica e diminuicdo das defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas (Koizumi and Li, 1992). Dessa forma, a
prevencao e a intervencao terapéutica na intoxicacao pelo cadmio podem ser
conduzidas de duas maneiras: (1) a utilizagdo de quelantes a fim de remover o
cadmio (Goyer et al., 1995; Andersen, 1989); e (2) a eliminagdo dos radicais livres
pela utilizacado de agentes antioxidantes (Farris, 1991).

Sendo assim, acredita-se que a utilizagdo de antioxidantes, sozinhos ou em
associacdo com o0s agentes quelantes, seria uma alternativa mais eficaz para o
tratamento das intoxicagbes por cadmio (Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003).
Entretanto, ndo ha até o momento um consenso com relacdo ao tratamento mais

seguro e eficaz das intoxicagbes agudas e crdnicas por cadmio, o que tem
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incentivado a pesquisa de terapias alternativas, em especial de compostos
antioxidantes, administrados sozinhos ou associados aos quelantes ditidlicos
(DMSA, DMPS) com efeitos benéficos previamente comprovados. Além disso,
estudos de nosso grupo tém demonstrado que a associacao de agentes quelantes e
antioxidantes tem sido uma boa alternativa no tratamento das intoxicagdes por

cadmio em modelos experimentais (Santos et al., 2004, 2005a).

2.1.1. Agéo do Cadmio no Pulméo

A populacdo em geral esta exposta ao cadmio liberado no ambiente (Friberg
et al., 1974; Muskett et al., 1979). Este metal é mais eficientemente absorvido
através dos pulmbes do que através do trato gastrintestinal (ATSDR, 1999). A
inalacdo é conhecida ser a principal rota da exposicao ao cadmio na populagdo em
geral (Friberg et al., 1974; Muskett et al., 1979), sendo, portanto, o pulmao o primeiro
6rgao de deposicao do cadmio como conseqiéncia desta rota de exposicao (Trottier
et al., 2002). O cadmio que entra nas vias aéreas pode ser oriundo de processos
industriais, escapamentos de automdveis, pigmentos, soldas e na fumacga do cigarro
(WHO, 1992; Goyer, 1996). Sendo assim, a fumaca do cigarro é uma importante
fonte de exposicdo ao cadmio, uma vez que este metal toxico € um contaminante do
tabaco (Goyer, 1996). As estimativas indicam que os fumantes absorvem 1-3 pg/dia
de cadmio ao fumarem um mago de cigarro por dia (Lewis et al., 1972).

O cadmio também pode entrar nos pulmdes através de particulas suspensas
apos ser absorvido durante a respiragdo (WHO, 1992). A exposicdo humana ao
cadmio ocorre principalmente pela inalagdo de baixas doses deste metal (50 ug/m?®)
(Piscator, 1976). Sendo assim, a exposicdo ao cadmio pode desenvolver uma
variedade de doencas pulmonares, incluindo enfisema, fibrose intersticial,
pneumonites, cancer (Amanuma e Suzuki, 1987; IARC, 1993), assim como
alteracdes morfologicas (Fortoul et al., 2005). O exato mecanismo pelo qual o
cadmio produz efeitos adversos no tecido pulmonar ainda ndo esta claro, sendo

necessarios mais estudos para elucidar o mecanismo.
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2.2. Enzima é-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D)

2.2.1. Historico e fungédo da 6-ALA-D

Isolada nos anos 50 (Gibson et al., 1955), a metalo-proteina citoplasmatica &-
aminolevulinato desidratase (6-ALA-D, E.C. 4.2.1.24), também conhecida como
porfobilinogénio sintase ou 5-aminolevulinato hidroliase é a enzima que catalisa a
condensacédo assimeétrica de duas moléculas de acido delta-aminolevulinico (4cido 5-
aminolevulinico, ALA), formando o composto monopirrélico porfobilinogénio (PBG),
com a perda de 2 moléculas de agua (Shemin, 1976) (figura 1). Esta reacao
catalisada pela 3-ALA-D faz parte da rota biossintética dos compostos tetrapirrélicos
(corrinas, bilinas, clorofilas e hemes), sendo esta via biossintética semelhante em

bactérias, vegetais e animais (Rodrigues, 1989).

o FO-H HO;C CH,CO.H

e H CH; CH;

H; éHz .

—0 t+ [_o _ALAD I + 2H,0
|H2 +H2 (Iin/ \N/

NH; NH; NH; J_[

acido 6—aminolevulinico porfobilinogénio

(ALA)

Figura 1: Condensacdo assimétrica de 2 moléculas do ALA, catalisada pela enzima &-

aminolevulinato desidratase.

Os compostos tetrapirrélicos tém importancia metabdlica baseada
principalmente na sua fungdo como grupos prostéticos de proteinas. O heme
(ferroprotoporfirina), por exemplo, faz parte da estrutura de proteinas que participam
do transporte e do armazenamento de oxigénio (hemoglobina e mioglobina,
respectivamente); do transporte de elétrons (citocromos a, b e c¢); da
biotransformacao de xenobidticos (citocromo P450) e do sistema de protecao contra

peroxidos (catalases e peroxidases) (Timbrell, 1991).
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2.2.2. Caracteristicas estruturais

A 3-ALA-D é uma enzima de natureza sulfidrilica (Shemin, 1976; Bevan et al.,
1980), sendo inibida por agentes bloqueadores de grupos sulfidrilicos, tais como N-
etilmaleimida, iodoacetato (Jordan et al., 1976; Barnard et al., 1977), para-
cloromercuriobenzoato, monoiodoacetamida e DTNB (Barreiro, 1967; Barnard et al.,
1977; Tamai et al., 1979) e por metais pesados que possuam elevada afinidade por
grupamentos sulfidrilicos, como o chumbo, o cobre, o mercurio e o cadmio (Gibson
et al., 1955; Rocha et al., 1995; Emanuelli et al., 1996; Santos et al., 2004; 2005a).

A maioria das enzimas 8-ALA-D isoladas até o momento requerem um ion
metalico bivalente para estarem ativas, mas, dependendo de sua fonte, requerem
metais diferentes para sua ativagéo. A 6-ALA-D, de animais, leveduras e bactérias, é
dependente de zinco (Chen e Neilands, 1973; Finelli et al., 1974), sendo também
demonstrado que residuos de cisteina da proteina estdo envolvidos na unido deste
metal (Dent et al., 1990; Spencer e Jordan, 1994). Por outro lado, a enzima
proveniente de vegetais, apesar de possuir uma similaridade de 35-50 % com a de
outras fontes, ndo requer zinco, mas sim magnésio para ser ativa (Shibata e Ochiai,
1977; Tamai et al., 1979). A regido rica em cisteina presente na enzima de origem
animal, e que corresponde a regidao que supostamente liga o zinco, é substituida na
enzima de vegetais por uma regiao rica em aspartato, que caracterizaria o sitio para
a unidao do magnésio (Boese et al., 1991; Schaumburg et al., 1991). Evidéncias
sugerem que o sitio ativo da enzima de origem animal seja composto por residuos
de cisteina, dois atomos de zinco, um residuo de histidina, um residuo de lisina e
alguns residuos de aminoacidos hidrofobicos (Tsukamoto et al., 1979; Jaffe et al.,
1994).

A 3-ALA-D de mamiferos é inibida por quelantes como o EDTA e o 1,10-
fenantrolina (Chen e Neilands, 1976; Sommer e Beyersmann, 1984), sendo esta
inibicdo revertida pela adigdo de zinco (Bevan et al., 1980). Isto mostra que o zinco
faz parte da estrutura da enzima e, possivelmente, tenha um papel fundamental no
seu mecanismo catalitico. Entretanto, o papel do zinco na atividade da d-ALA-D nao
esta, ainda, completamente elucidado. Algumas evidéncias sugerem uma fungéo

catalitica direta, enquanto outras apontam para uma funcao estrutural do zinco na
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enzima, ou ambas (Tsukamoto et al., 1979; Dent et al., 1990; Spencer e Jordan,
1995).

Ap6s a remogdo do zinco pelo EDTA, os grupos —SH da enzima sao
facilmente oxidados, com concomitante perda da atividade enzimatica. A apoenzima
oxidada obtida entdo, apenas incorporara zinco novamente na presengca de um
ativador sulfidrilico (Tsukamoto et al., 1979; Bevan et al., 1980).

2.2.3. Importéncia toxicolégica

A 8-ALA-D é uma enzima de natureza sulfidrilica que pode ser inibida na
presenca de metais toxicos como o mercurio (Rocha et al., 1993, 1995; Emanuelli et
al., 1996), o chumbo (Rodrigues et al., 1989, 1996) e o cadmio (Santos et al., 2004,
2005a). Alguns elementos que possuem alta afinidade por grupos sulfidrilicos, como
por exemplo, os compostos organicos contendo telurio e selénio (Barbosa et al.,
1998; Maciel et al., 2000; Farina et al., 2001) podem inibir a atividade desta enzima
por oxidarem grupos sulfidrilicos. A inibicdo da 6-ALA-D pode prejudicar a rota
biossintética do heme, resultando em conseqléncias patolégicas (Sassa et al., 1989;
Goering, 1993). Além da reducao na sintese do heme, a inibicdo desta enzima pode
resultar no acumulo do substrato ALA no sangue, com consequente aumento na
excregdo urinaria do mesmo. O acumulo de ALA pode estar relacionado com a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (Pereira et al., 1992; Bechara et al.,
1993). Além disso, o ALA gerado no figado e medula 6ssea pode atravessar a
barreira hemato-encefalica, apresentando efeitos neurotdxicos (Becker et al., 1971;
Cutler et al., 1979).

2.3. Agentes Quelantes Sulfidrilicos

2.3.1. Aspectos gerais

O aumento do uso industrial de metais como o berilio, 0 cadmio, o cobre, 0
chumbo, 0 magnésio e o niquel inevitavelmente resultaram em um ambiente no qual

as intoxicagdes crbénicas nao sao raras. Conseqlentemente, os riscos ocupacionais
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e ambientais para a saude humana originados da exposicdo ao metal sdo uma
preocupacéo (Domingo, 1998).

A terapia com agentes quelantes é a forma mais efetiva de tratamento para as
intoxicacdes com metais (Flora e Kumar, 1993). Os compostos sulfidrilicos como o
dimercaprol (British Anti-Lewisite, BAL), a D-penicilamina (Klaassen, 1996) e os
derivados do dimercaprol como o acido meso 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA)
(Endo e Sakata, 1995; Flora, 1999; Frumkim et al., 2001) e o acido 2,3-dimercapto-1-
propanosulfonico (DMPS) (Pingree et al., 2001) sdo os agentes quelantes mais
utilizados na terapéutica. Estes compostos, além de aumentarem a excrecao do
metal téxico, também reduzem a toxicidade dos metais por impedir a ligacao destes
em moléculas celulares alvo (Aposhian et al., 1995; Domingo, 1995). Gilman e
colaboradores (1946) propuseram que os metais pesados sdo toxicos aos sistemas
biol6gicos por formarem mercaptideos reversiveis, a partir de grupos -SH de
moléculas protéicas, tais como enzimas. Estes autores também postularam uma
hipétese para explicar o mecanismo pelo qual os ditidis sdo capazes de reativar
sistemas enzimaticos e exercer beneficios no tratamento de intoxicagdes com metais
pesados. Segundo esta hip6tese, o uso de quelantes ditidlicos proporcionaria a
formacao de mercaptideos de baixa dissociabilidade, o que reverteria, efetivamente,
a ligacao dos metais pesados com sistemas protéicos sensiveis a estes (Gilman et
al., 1946).

A lipo- ou hidrossolubilidade dos agentes quelantes é caracteristica
importante e pode limitar a sua utilizagédo e eficacia. Os compostos lipofilicos, como
o BAL, podem facilmente atravessar a membrana celular e atingir os espacos
intracelulares (Andersen, 1989), causando redistribuicdo de diversos metais toxicos
(Hoover e Aposhian, 1983; Cory-Slechta et al., 1987; Aaseth et al., 1995) dos érgaos
periféricos para o cérebro. Além disso, este agente quelante é completamente
contra-indicado em intoxicagcdes agudas por cloreto de cadmio (Tepperman, 1947).
Esta é a principal razao para o declinio do uso do BAL e o aumento do uso de outros
quelantes ditidlicos, tais como o DMPS (acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico) e
o DMSA (acido meso 2,3-dimercaptosuccinico), derivados mais hidrossollveis e

possivelmente menos téxicos deste composto (Andersen, 1989).
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2.3.2. DMPS e DMSA

Derivados estruturais do BAL, o DMPS (acido 2,3-dimercapto-1-
propanosulfénico) e o DMSA (&cido meso 2,3-dimercaptosuccinico) (Figuras 2 e 3,
respectivamente), sdo compostos que apresentam dois grupos sulfidrilicos (-SH)
vicinais e caracterizam-se pela maior solubilidade em agua (Nadig et al., 1985) e
limitada solubilidade lipidica (Aposhian et al., 1983).

H,C—SO;H
HC—SH
H,C—SH

Figura 2- Estrutura do acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico (DMPS).

COOH

|
HC—SH

HC—SH

COOH

Figura 3- Estrutura acido meso 2,3- dimercaptosuccinico (DMSA).

Estes agentes quelantes sulfidrilicos apresentam-se como soélidos cristalinos e
estaveis (Aposhian et al., 1992) e sado facilmente administrados por via oral
(Aposhian et al., 1996). Além disso, as DLsy destes compostos em camundongos
sdo maiores que DLsy para o BAL (5,22 mmol.kg” para o DMPS, 16,5 mmol.kg™
para o DMSA e 0,73 mmol.kg" para o BAL) (Aposhian et al., 1981). Devido a estas
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caracteristicas, estes compostos sdo considerados menos toxicos que o BAL
(Aposhian et al., 1992).

O DMPS foi usado na antiga URSS desde 1958 e encontra-se disponivel,
comercialmente na Europa, como DIMAVAL®. Além disso, este composto tem sido
utilizado na Alemanha para o tratamento de intoxicagdes por mercurio (Campbell et
al., 1986). O DMPS foi descrito como uma droga efetiva no tratamento de
intoxicagdes por mercurio (Kostygou, 1958), substituindo o BAL (Toet et al., 1994;
Campbell et al., 1986; Cherian et al., 1988), apresentando menor toxicidade local e
sistémica (Hruby e Donner, 1987) e nao causando redistribuicdo de mercurio para o
cérebro de ratos (Buchet e Lauwerys, 1989; Aposhian et al., 1996).

A eficacia do DMSA, Succimer®, foi originalmente descrita por pesquisadores
chineses (Wang et al., 1965). Este composto foi aprovado em 1991 nos EUA pelo
FDA (Food and Drug Admistration) apenas para o tratamento oral de intoxicagdes
agudas e crbnicas por chumbo em criangas com niveis sanguineos deste metal
maiores que 45 ug/dl (U.S. Department of Health and Human Services, 1991). Além
disso, este agente quelante parece ser efetivo em remover chumbo do cérebro
(Cory-Slechta, 1988). Portanto, quando comparado a outros quelantes, tais como
BAL, EDTA e D-penicilamina, o DMSA é menos toxico e € efetivo em reduzir a
concentracdo sanglinea e aumentar a excregdo urinaria de chumbo em criangas
(Graziano et al., 1988; 1992; Chisolm, 1990) e animais (Cory-Slechta, 1988; Flora et
al., 1995; Gong e Evans, 1997). Outros estudos indicam que o DMSA pode ser mais
efetivo que o BAL em proteger da nefrotoxicidade induzida por metil mercurio (De La
Torre et al, 1998). Segundo Aposhian e colaboradores (1992), o DMSA é trés vezes
menos téxico que o DMPS.

O DMPS e o DMSA foram utilizados em intoxicagcdes por mercurio e chumbo
e mostraram-se efetivos (Graziano et al., 1988; Aposhian e Aposhian, 1990; Toet et
al., 1994). Além disso, alguns autores demonstram que esses agentes quelantes
também podem ser usados em modelos experimentais de intoxicagdes por cadmio
(Domingo, 1995; Tandon et al., 2003; Santos et al., 2004, 2005a). Ao contrario,
trabalhos prévios do nosso grupo demonstraram que os agentes quelantes ditiélicos
potencializam os efeitos toxicos de alguns metais (Nogueira et al., 2003a; Soares et
al., 2003; Nogueira et al., 2004b; Santos et al., 2006). Considerando o descrito
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acima, permanece em aberto a questao a respeito de qual seria a droga de escolha,

em casos de intoxicacdo com metais pesados (Muckter et al., 1997).

2.4. Agentes Antioxidantes

Diversos autores tém demonstrado que a toxicidade induzida pelo cadmio
esta relacionada com a capacidade deste metal em induzir estresse oxidativo
(Manca et al.,, 1991; Pal et al., 1993; Kelley et al., 1999). Uma vez que o0s
antioxidantes possuem uma importante funcdo protegendo as células contra o
estresse oxidativo, a utilizagdo destes compostos poderia ser eficaz em prevenir
contra intoxicagdes causadas por este metal pesado.

Neste contexto, muitos compostos com potencial antioxidante tém sido
testados na terapia de intoxicacbes por metais pesados (Shaikh et al., 1999; El-
Demerdash et al., 2004; Santos et al., 2004, 2005a,b). Dentre estes compostos, que
possuem acdo antioxidante, estdo a N-acetilcisteina (Moldeus et al., 1986),
compostos organicos de selénio (Nogueira et al., 2004a) e o acido ascoérbico
(Halliwell e Gutteridge, 1989).

2.4.1. N-acetilcisteina (NAC)

A NAC é considerada um importante agente terapéutico e é comumente
utilizada na pratica clinica (Repine et al., 1997), sendo empregada como agente
mucolitico, administrado por inalagdo, e também como tratamento de intoxica¢ao por
acetoaminofeno (Ziment, 1986; Borgstrom et al., 1986). Além disto, tem sido
demonstrado que a NAC possui efeito antimutagénico e anticarcinogénico em
animais experimentais (De Flora et al., 1986a; b). Este agente antioxidante possui
em sua estrutura grupos tidis (figura 4) e também pode ser utilizada como
antioxidante em condicées de estresse oxidativo (Moldeus et al., 1986). Varios
estudos tém indicado que a N-acetilcisteina também possui atividade quelante para
diversos metais pesados (Banner et al., 1986; Shaikh et al., 1999).

A utilizacdo da NAC como agente antioxidante ou quelante, entretanto, requer

certos cuidados, ja que Ritter et al. (2004) descreveram que o uso da NAC pode ter
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algumas limitacdes e apresentar efeitos pro-oxidantes, devido a facilidade com que
interage com o ferro. De fato, alguns estudos do nosso grupo demonstraram que a
terapia com NAC, em animais expostos ao cloreto de mercurio (HgCly), pode causar
danos renais, provavelmente devido a formagdo de complexos entre a NAC e o
HgCl, (Brandao et al., 2006).

0)
OH
HS HN‘<
0)

Figura 4- Estrutura da N-acetilcisteina (NAC)

2.4.2. Selénio

Esse elemento quimico foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco J. J.
Berzelius. O selénio € um calcogénio do grupo 16 da tabela periddica, podendo
apresentar-se sob quatro estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito (Se**),
selénio elementar (Se°) e seleneto (Se®).

O selénio compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre. Esta
similaridade permite que o selénio substitua o enxofre, promovendo interacdes
selénio-enxofre nos sistemas bioldgicos. Por outro lado, as diferengcas nas
propriedades fisico-quimicas entre selénio e enxofre constituem a base de seus
papéis biolégicos especificos (Stadtman, 1980).

O selénio € um elemento trago essencial, cuja essencialidade nutricional foi
demonstrada em 1957, em ratos (Schwartz e Foltz, 1957). Nos ultimos anos, tém
sido descrito que baixos niveis de selénio podem levar a predisposicdo para o
desenvolvimento de algumas doencgas, tais como cancer, esclerose, doenca
cardiovascular, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcon e Lopez-Martinez, 2000).

Neste contexto, a suplementacdo de dietas com selénio, tanto para animais

quanto para humanos, tem sido aceita pela comunidade cientifica. Para humanos, a
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Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos
propde uma ingestao diaria de 50-200 pg, a qual é considerada segura e saudavel
para adultos.

Este calcogénio apresenta um grande numero de fungdes bioldgicas, sendo a
mais importante a de antioxidante. Sabe-se que as moléculas contendo selénio,
como por exemplo o disseleneto de difenila (PhSe)., podem ser melhores nucledfilos
(e portanto antioxidantes) do que os antioxidantes classicos (Arteel e Sies, 2001). Ja
€ conhecido que o selénio estd presente como residuo de selenocisteina no sitio
ativo das enzimas glutationa peroxidase (Wingler e Brigelius-Flohé, 1999),
tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5’-deiodinase (Behne e Kyriakopoulos, 1990)
e selenoproteina P (Ursini et al., 1990). A atividade redox do selénio tem importancia

fundamental porque ele faz parte do sitio ativo dessas enzimas.

2.4.2.1. Disseleneto de difenila

A partir da década de 30, os organocalcogénios tém sido alvo de interesse
para os quimicos organicos em virtude da descoberta de aplicagbes sintéticas
(Petragnani et al., 1976; Comasseto, 1983), sendo importantes intermediarios e
reagentes muito utilizados em sintese organica (Paulmier, 1986; Braga et al., 1996;
1997).

Nosso grupo de estudo tem demonstrado que o disseleneto de difenila (figura
4) tem propriedades farmacoldgicas, tais como efeitos antitlcera (Savegnago et al.,
2005), antiinflamatério e antinociceptivo (Nogueira et al., 2003b), hepato-protetor
(Borges et al., 2006) e antioxidante em alguns modelos experimentais para a
aviliacao de estresse oxidativo (Nogueira et al., 2004a; Santos et al., 2005b; Borges
et al., 2006; Luchese et al., 2007). Adicionalmente, também foi demonstrado que o
(PhSe). pode apresentar atividade quelante em animais expostos ao cadmio (Santos
et al., 2005a).
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\
Se

Figura 5 — Estrutura do disseleneto de difenila ((PhSe),)

2.4.3. Acido Ascorbico

O acido ascorbico é considerado um potente antioxidante muito utilizado na
clinica. Este antioxidante € um composto de baixo peso molecular (Figura 6) que age
como scavenger das espécies reativas de oxigénio, através da transferéncia rapida
de elétrons, inibindo assim a peroxidacdo lipidica (Halliwell e Gutteridge, 1989).
Alguns autores demonstraram que a administracdo de acido ascoérbico reduziu
significativamente a peroxidacao lipidica de figado e cérebro, e aumentou 0s niveis
de catalase dos rins de ratos expostos ao chumbo (Patra et al., 2001). Além disso,
segundo Goyer e Cherion (1979), o acido ascorbico pode agir como um quelante de
metais téxicos, com poténcia similar aos agentes quelantes utilizados, aumentando a
excrecao dos metais tdxicos do organismo e, consequentemente, diminuindo a
toxicidade (Dhawan et al., 1988).

Entretanto, a utilizacdo do é&cido ascorbico como agente antioxidante ou
quelante requer alguns cuidados. Alguns estudos demonstraram que na presenca de
metais de transicdo, o acido ascorbico pode apresentar efeitos pro-oxidantes, que
dependem da concentracdo de metal e de acido ascérbico (Frei, 1991; Buettner e
Jurkiewiez, 1996).

HO

HO OH
0

HO
0

Figura 6 — Estrutura do &cido ascérbico
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3. OBJETIVOS

A poluicdo do ar é um dos maiores problemas ambientais do mundo, e os
metais, como o cadmio, sdo altamente toxicos e tem aumentado na atmosfera. O
cadmio é imensamente usado em industrias € € um componente da fumaca do
cigarro. Este metal pode ser absorvido, entrando nos pulmdes através da respiragao.
Pelo fato do tecido pulmonar ser um 6rgao alvo dos efeitos tdxicos induzidos pelo
cadmio, os objetivos deste trabalho foram: (i) investigar os efeitos téxicos do cadmio
na atividade da 8-ALA-D de pulméo de rato in vitro, uma vez que esta enzima é
extremamente sensivel a exposicdo dos metais pesados e € um parametro usado
em estudos toxicoldgicos; (ii) estudar o efeito dos agentes quelantes (DMSA e
DMPS) em proteger contra os efeitos téxicos do cadmio; (iii) avaliar o efeito dos
agentes antioxidantes (N-acetilcisteina, disseleneto de difenila e acido ascorbico) em
proteger contra o efeito téxico do cadmio; (iv) investigar o efeito da terapia
combinada com agentes quelantes ditidlicos e antioxidantes (quelante x
antioxidante) em proteger contra o efeito toxico do cadmio; (v) elucidar o possivel
mecanismo envolvido na atividade da 6-ALA-D na presenca de cadmio, agentes

qguelantes e antioxidantes pelo uso de ZnCl, e DTT.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussé&o dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio artigo. O artigo
esta disposto da mesma forma que foi publicado na Revista Chemico-Biological
Interactions.
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4.1. Cadmio inibe a d-aminolevulinato desidratase de pulmao de ratos in vitro:
Interacao com agentes quelantes e antioxidantes

CADMIUM INHIBITS 3-AMINOLEVULINATE DEHYDRATASE FROM RAT LUNG
IN VITRO: INTERACTION WITH CHELATING AND ANTIOXIDANT AGENTS
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Abstract

The effect of cadmium (Cd*") on S-aminolevulinate dehydratase (5-ALA-1) activity from rat lung in vitre was investigated.
B-ALA-I) activity, a parameler for metal intoxication, has been reported as a target of Cd** in different tissues. The protective effect
of monotherapies with dithiol chelating (meso-2.3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) and 2.3-dimercaptopropane- 1 -sulfonic acid
(DMPS)) or antioxidant agents (ascorbic acid, diphenyl diselenide (PhSe)z, and N-acetyleysteine (NAC)) was evaluated. The effect
of 4 combined therapy (dithiol chelating = antioxidant agent ) was also studied. Zine chloride {ZnCl;) and dithiothreitol (DTT) wene
used Lo imvestigale the mechanisms involved in cadmiom, chelating and antioxidant effects on &-ALA-I activity. Cadmium inhibited
ral lung 8-ALA-D activity al low concentrations. DTT (3 mM), but not ZnCls (100 uM), protected the inhibition of enzyme activity
caused by Cd* . Chelating agents were not effective in restoring the enzyme activity. DMPS and DMSA presented inhibitory effect
on enzyme activity. DTT restored the inhibition caused by both chelating agents, but ZnCl; restoned only the inhibitory effect induced
by DMS A. These compounds caused a marked polentiation of 8-ALA-IY inhibition induced by Cd®*. ZnCl, did not restore inhibition
of enzyme aclivity caused by Cd*" plus chelating agents. Conversely, DTT restored the inhibition induced by Cd* /DMSA, but
not by Cd*MMPS. Antioxidants were not effective in ameliorating 8-ALA-D inhibition induced by Cd**, whereas ascorbic acid
potentiated the enzyme inhibition induced by this metal. A combined effect of Cd** x DMPS x (PhSe)z and Cd** = DMPS x NAC
was observed. There was no combined effect of Cd* x chelator x antioxidants when DMSA was used. This study demonsirated
that Cd** inhibited 8-ALA-I} activity and chelating and antioxidant agents, alone or combined, did not restore the enzyme activily.
In contrast, these compounds potentiated the inhibition induced by Cd** in rat lung.
© 2006 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.

Kevwords: Cadminom; &-ALA-D; Chelaling agenls; Antioxidant; Selenium; Lung

1. Introduction

The exposure of human population to a variety of
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ments due to its immense usage in various industrial
applications [2], is an environmental contaminant with
fond and tobacco smoking being the main sources of
ex re in the non-occupationally exposed population
[3]. Of all the toxic metals found in the environment and
used inindustry, Cd2* occupies a special place because of
the generally intractable nature of cadmium intoxication
[4].

Cadmium occupies a unique place among metals
because of its diverse toxic effects: its long biclogical
half-life (20-30 years in humans), low rate excretion
from the body (1-2 p.gfday), and its predominant long-
term storage in soft tissues [5]. Cadmium accumulates
and proves to be very toxic in many organs, such as
kidney, liver, testis, brain, bone, blood system, lung [3].
This toxic metal is more efficiently absorbed through the
lungs than through the gastrointestinal tract [6] smok-
ing poses a serious risk. Estimates indicate that smokers
absorb 1-3 pgfday of cadmium if they smoke one pack
aday [7], which is approximately equivalent to the total
estimated daily intake from dietary sources. Exposure of
lung to cadmium can cause pneumonitis and pulmonary
emphysema in man [8]. Therefore, the use of lung as a
target tissue of cadmium exposure is of great importance
because this heavy metal can be absorbed on suspended
particles, entering the lung through the respiration.

Consequently, a possible therapy for metal intoxi-
cation is to remove the toxic metals from the bound
functional bioligands by administering strong thiol-
containing chelators [9]. Chelation therapy is the most
effective means of treating metal intoxication. Some
metal chelators, such as meyo-2,3-dimercaptosuccinic
acid (DMSA) and 2.3-dimercaptopropane-1-sulfonic
acid (DMPS), have been shown to be effective for treat-
ing the toxicity induced by a number of heavy metals
[10]. These compounds are more hydrophilic and less
toxic than other metal chelators [11].

Several authors have shown that antioxidant should
be one of the important components of an effective treat-
ment of Cd2* poisoning [12]. Furthermore, it is believed
that the effects of combined therapy with antioxidants
and chelators can yield better therapeutic outcomes than
isolated chelation therapy [13]. Previous study of our
research group have reported that diphenyl diselenide
{PhSe)z was as effective in restoring oxidative damage
induced by cadmivm in mice testes as the chelating com-
pounds (DMSA and DMPS) [14.15].

Endogenous metals areessential components of many
enzyme systems, for instance, 8-aminolevulinate dehy-
dratase (8-ALA-D) is a metalloenzyme requiring zinc
ions for activity [16]. 3-ALA-D catalyses the asymmet-
ric condensation of two molecules of &-aminolevuline
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acid (3-ALA) to porphobilinogen in the initial steps
of heme biosynthesis [17]. 8-ALA-D is a sulfhydryl-
containing enzyme [17,18] and numerous metals such
as mercury [19,20], lead [21-23], cadmium [18,24] and
other compounds that oxidize sulthydryl groups modi-
fiedits activity [25-28]. Therefore, - AL A-D isinhibited
by substances that compete with zinc and/or oxidize the
—5H groups [29-34] and is linked to situations associated
with oxidative stress [35.36].

For the fact that the air pollution is a major prob-
lem worldwide, metals, such as cadmium, are highly
toxic and have increased in the atmosphere. Cadmium is
immensely used in industrial applications and is a com-
ponent of tobacco smoke, can be absorbed on suspended
particles, entering the lung through the respiration. Since
lung tissue is a target of the toxic effects induced by cad-
mium, the goals of this study were to investigate: (i)
the toxic effect of Cd?*on 8-ALA-D activity from rat
lung in vitmo, an enzyme extremely sensitive to heavy
metals exposure and a parameter used in toxicological
studies; (i) the effect of chelating (DMSA and DMPS)
in protecting against the toxic effect of Cd2*: (iii) the
effect of antioxidant agents (N-acetylcysteine, diphenyl
diselenide and ascorbic acid) in protecting against the
toxic effect of Cd>*; (iv) the effect of combined therapy
with dithiol chelating and antioxidant agents (chela-
tor » antioxidant) in protecting against the toxic effect
of Cd*: (v} the possible mechanisms involved in &
ALA-D activity in the presence of Cd®*, chelating and
antioxidant agents by using ZnCl; and DTT.

2. Materials and methods

2.5 Chemicals

G-Aminolevuline acid (&-ALA), cadmium chlo-
ride (CdCly), p-dimethylaminobenzaldehyde, meso-2,3-
dimercaptosuccinic acid (DMSA), 23-dimercapto-
propane-l-sulfonic acid (DMPS), MN-acetylcysteine
{NAC), ascorbic acid. dithiotreitol (DTT). zinc chloride
{ZnCly) were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA). Diphenyl diselenide (PhSe)> was synthesized
according to Paulmier [37]. All other chemicals were
of analytical grade and obtained from standard com-
mercial suppliers. DMSA and (PhSe); were dissolved
in dimethylsulfoxide (DMSO).

2.20 Animals

Male adult Wistar rats, weighing 200-300 g, from our
own breeding colony were used. The animals were kept
on a separate animal room, on a 12 hlight/dark cycle,ata



room temperature of 22 £2°C, with free access to food
{Guabi, RS, Brazil) and water. The animals were used
according to the guidelines of the Committee on Care
and Use of Experimental Animal Resources, School of
Medicine Vetrinary and Animal Science of the Univer-
sity of Sao Paulo, Brazil.

2.5 8-ALA-D activity

Lungs were rapidly homogeneized in 50 mM Tris—Cl,
pH 7.5 (1/5, wiv) and centrifuged at 2400 x ¢ for 15 min.
The activity of rat lung 8-ALA-D was assayed according
to the procedure of Sassa [38] with some modifications.
The principle ofthis method is based on the enzyme incu-
bation with an excess of G-aminolevulinc acid (8-ALA).
Theassayis linear forat least 2.5 hand forupto 2.5 mg of
tissue per assay. The Ky, for ALA is 4.0 x 104 M. The
porphobilinogen, which is formed within a fixed time,
is mixed with modified Ehrlich’s reagent, and the color
developed is measured photometrically (555 nm) against
a blank. Enzymatic reaction was initiated by adding the
substrate (5-ALA) to a final concentration of 2.2 mM in
a medium containing 45 mM phosphate buffer, pH 6.8
and lung tissue (300 1), The incubation was carried out
for 180 min at 37°C.

231 Effect of Cd** on 8-ALA-D aciivity

The effect of Cd2*on rat lung 3-ALA-D activity was
determined in the presence of different metal concen-
trations (0.001-200 pwM). The lung tissue (300 1) was
pre-incubated at 37 "C for 10 min withCd?* and the ICsi

value was determined.

2.3.20 Effect of chelating agents on rat lung
S-ALA-IY activity in the presence of CdE+

The ICsp value for Cd2* was utilized to st udy the pro-
tective effect of chelating agents (DMSA and DMPS).
The lung tissue {300 wl) was pre-incubated at 37 "C for
10min with Cd¥* (ICs) plus DMSA (1-100 pM), or
Cd* (ICsp) plus DMPS (1-100 M),

In another set of experiments, a non-effective Cd*
concentration and the highest non-effective chelating
concentration were used to evaluate the possible inter-
action between Cd?* and chelating agents.

2,300 Effect of antioxidant agents on rat lung
S-ALA-D aetivity in the presence r_l_."{'u"?*'

The 1Csy value for Cd** was utilized to study the
protective effect of antioxidant agents (NAC, ascorbic
acid and (PhSej)2). The lung tissue (300 pnl) was pre-
incubated at 37°C for 10min with Cd**(ICs;) plus
NAC (5400 M), or Cd2+([Cs[]J plus ascorbic acid
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{10400 pM), or Cd+(ICsy) plus (PhSe), (0.1, 0.5,
| M.

In another set of experiments, a non-effective cd+
concentration and the highest non-effective antiox 1t
concentration were used to test the possible interaction
between Cd2* and antioxidant agents.

244 plis antfoxidant agents on
rat lung 8-ALA-D activity in the presence of Cd*

The combined effect of chelating and antioxidant
agents on 8-ALA-D activity in the presence of Cd**
was studied. The lung tissue {300 1) was pre-incubated
at 37 °C for 10 min with Cd™*(ICsp) and chelating plus
antioxidant agents QCdE" x chelator x antioxidant}.

In another set of experiments, the IC s value for Cd2+,
the highest non-effective antioxidant and chelating con-
centrations were used to evaluate the possible interaction
between Cd** x chelating > antioxidant.
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To gain some information about the mechanisms
involved in &-ALA inhibition, the effect of DTT (3 mM)
or ZnCla (100 M) on 8-ALA activity was performed as
tollow:

{i) In the presence of Cd*+: lung tissue (300 pl) was
pre-incubated at 37 "Cfor 10 min withCd?* (ICs).

(ii) In the presence of chelating agents: lung tissue
{300 Dy was pre-incubated at 37 “C for 10 min with
DMSA or DMPS (the highest concentration that
inhibited &-ALA activity).

(iii) In the presence of antioxidant agents: lung tissue
(300 Iy was pre-incubated at 37 “C for 10 min with
NAC, ascorbic acid or (PhSe); (the highest concen-
tration that inhibited 8- ALA activity).

{iv) In the presence of cd plus chelating agents:
lung tissue (300 1) was pre-incubated at 37°C
for 10 min with Cd** {ICsp) plus chelating agents
(DMSA or DMPS, atthe highest concentration that
inhibited 8-ALA activity).

{(v) In the presence of Cd** plus antioxidant agents:
lung tissue {300 1) was pre-incubated at 37 “C for
10 min with Cd** (ICsp) plus antioxidant agents
(NAC or ascorbic acid or (PhSe),. at the highest
concentration that inhibited 5-ALA activity).

After the pre-incubation time, each reaction
(described above) was started by the addition of
substrate (3-ALA) and DTT or ZnCl;. The incubation
was carried out at 37 °C for 180 min.



2.4 Potein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method
according to Bradford [39] using bovine serum albumin
as standard.

2.5, Statistical analvsis

Data are expressed as mean + 5.D. Statistical analysis
was performed using a one-way and three-way ANOVA
followed by the Duncan’s test. Values of p<0.05 were
considered statistically significant. The 1Csp value was
reported as geometric means accompanied by their
95% confidence limits. The ICs; value was determined
by linear regression from individual experiments using
“GraphPad Software” (GraphPad software, San Diego,
CA, USA).

3. Results
0 Effect of Ca™* on rat lung

The inhibition induced by Cd2* in ALA-D activ-
ity was concentration-dependent. In fact, 0.1 uM cd**
inhibited around 12% of the enzyme activity, whereas
the most prominent inhibitory effect was observed with
200 M of this metal (around 93% of &-ALA-D inhibi-
tion) (Fig. la). The calculated ICs; value was 34.5 uM
(95% confidence interval, CI: 19.3-61.7 uM}.

DTT (3 mM) was capable to restore the inhibition
of 8-ALA-D activity caused by Cd>* (35 uM) to the
control levels (around 45% of protection) (Fig. 1b). In
contrast, the effect of metal (35 wWM) was only partially
restored by ZnClz (100 wM) (around 28% of protection)
(Fig. 1b).

220 Effect of chelating agenty on 8-ALA-D

. XA . 1 = a2
inhibition induced by Cat

DMSA and DMPS, at different concentrations
(1-100 M), did not restore the inhibitory effect of Cd2+
(35 uM) on 8-ALA-D activity.

DMPS alone had an inhibitory effect on 8-ALA-D
activity. at concentrations of 50 and 100 M (15 and 20%
of inhibition, respectively) {Fig. 2a). This chelating agent
in combination with Cd?* caused a more pronounced
inhibition in 8-ALA-D activity at concentrations of 5,
10, 50 and 100 M (68, 71, 85 and 91%, respectively)
when compared to Cd?+ (Fig. 2a). The combination of
Cd2* (0.01 M) with DMPS (10 uM), a non-inhibitory
concentration, did not change the enzyme activity
(Fig. 2a).
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Fig. 1. Effeet of Cd™* on rat lung &-ALA-D activily (o). Effects ol DTT
and ZnC1s on ral lung &-ALA-D aclivily in the presence of Cd** (h).
Tissue was pre-incubated at 37°C for 10min. The enzymaltic reaction
was Inilialed by adding the substrate (B-ALA) in 2 medium conlaining
45 mM phosphale bufter, pH 6.8. Data are expressed as mean + 5.0, 6-
ALA-D aclivily of control ( 100%:) was ol 12,18+ 1.66 (mean £ 5.1D.)
nmol of porphobilinogen/mg protein/h. *: Denoted p<0.05 as com-
pared Lo control (one-way ANOVA/Duncan). # Denoled p< 005 as
compared 1o Cd* (one-way ANOVA/Duncan). +: Denoted p < 0.05
as compared to Od* plus ZnClz (one-way ANOVA/Duncan). The
positive and negative signs mean added or not o the assay.

DTT {3 mM} restored to the control levels the inhi-
bition caused by DMPS (100 p.M) in enzyme activity
{Fig.2b). Conversely, ZnCl, (100 M) did not restore the
inhibitory effect of DMPS (100 uM) (Fig. 2b). In addi-
tion, DTT (3 mM) and ZnCl; {100 M) did not restore
the inhibition of the enzyme activity caused by Cd2*
(35 wM) plus DMPS (100 M) (Fig. 2b).

Accordingly, DMSA demonstrated an  inhibitory
effect at 100pM (18% of inhibition) (Fig. 3a). Cd+
(35 uM) plus DMSA (50 and 100 M) demonstrated
a higher reduction of enzyme activity when compared
to Cd* {704 and 78% of inhibition, respectively)
(Fig. 3a). In contrast to DMPS, DMSA {50 uM) plus
Cd** (D.01 pM), which did not have inhibitory effect
alone. inhibited the enzyme activity (Fig. 3a).

DTT (3 mM) and ZnCly (100 M) were capable of
restoring the inhibition of &-ALA-D activity caused by
DMSA (100 uM) to control levels (Fig. 3b). In addi-
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Fig. 2. Effect of DMPS on rat lung 8-ALA-D inhibition induced by
Cd* (a). Effects of DTT and #nCls on mat lung &-ALA-D activity
in the presence of DMPS and Cd* (). Tissue was pre-incubated al
37 “C for 10min. The enzgymalic reaction was initiated by adding the
substrate (ALA) in a medium containing 45 mM phosphate buffer,
pH 6.8 Dala are expressed as mean + 5.0 &-ALA-D activity of
contral (100%) was of 12,18 £ .66 (mean &+ 5.10.) nmol of porpho-
bilinogen/mg protein/h. *: Denoted p<0.05 as compared o control
(one-way ANOVADuncan). # Denoled p<0.05 as compared o
35 uM Cd* fone-way ANOVA/Duncan). +: Denoted p <005 as com-
pared lo 35 WM Cd* plus ZnCly (one-way ANOVA/Duncan), @:
Denoted <005 as compared (o 35 WM Cd* plus DMPS {one-way
ANOVA/Duncan). §: Denoted p< 0035 as compared o DMPS (one-
way ANOVA/Duncan). The positive and negative signs mean added or
nol o the assay.

ton, the inhibitory effect of Cd2*(35 M) plus DMSA
(100 pM} was restored by DTT (3 mM) (around 77% of
protection), but not by ZnClz (100 pwh) (Fig. 3b).

Cffect of anti

ty on §-ALA-D

vipdue iy
LR fRaCed Dy

Ascorbic acid (10-400 M), NAC (5400 puM) and
{(PhSe}; (0.1, 0.5, 1 pM) did not restore the inhibitory
effect of Cd™ (35 M) on 8-ALA-D activity.
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Fig. 3. Effect of DMSA on rat lung &-ALA-D inhibition induced by
Cd* (). Effects of DTT and #nCl; on mt lung 8-ALA-D aclivily
in the presence of DMSA and Cd®* (h). Tissue was pre-incubatad al
37 °C for 10min. The enzymatic reaction was initialed by adding the
substrate {ALAY in a medium conlaining 45 mM phosphate buffer,
pH &8, Dala are expressed as mean £ 5.1 8-ALA-D aclivity of
control (100%) was of 12,18 & 1.66 (mean + 8.10.) nmol of pompho-
bilinogen/mg proteinfh. *: Denoled p<0.05 as compared o control
(one-way ANOVA/Duncan). # Denoted p<005 as compared 1o
35 uM ca* (ong-way ANOVADuncan). (a) Denoted p<005 as
compared to (001 M Cd¥ (one-way ANOVA/Duncan). +: Denoted
p<0.05 as compared 1o 35 oM Cd?* plus ZnCly (100 pb) (one-
way ANOVA/Duncan ), @ Denoted p<0.05 as comparad 1o 35 pM
Cd* plus DMSA (100 M) (one-way ANOVA/Duncan). $: Denoled
<005 as compared Lo DMSA CLO0 pWD (one-way ANOVASDuncan).
The positive and negative signs mean added or nol Lo the assay.

Ascorbic acid had an inhibitory effect on 8-ALA-D
at 200 and 400 M (14 and 23%, respectively) (Fig. 4a).
This antioxidant agent in combination with Cd** caused
amore pronounced inhibition in 8-ALA-D activity when
compared to Cd™* (Fig. 4a). Ascorbic acid (100 uM) plus
cadmium (0.01 M), which did not have an inhibitory
effect alone, caused an inhibition in enzyme activity
(Fig. 4a).
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Fig. 4. Effect of ascorbic acid on rat lung &-ALA-D inhibition induced
by Cd** (a ). Effects of I'TT and ZnCl; on rat lung §-ALA-D activily in
the presence of ascorbic acid and Cd?* (h). Tissue was pre-incubated at
37°C for 10 min. The engy malic reaction was initialed by adding the
substrate (ALA) in a medivm containing 45 mM phosphate bufTer, pH
6.8, Data are expressed as mean &= 5.0, 5-ALA-D activity of control
(100% was of 12,18 £ Le6 (mean + S.10.) nmol of porphobilino-
gen/mg protein/h. *: Denoted p< 0005 as comparsd focontrol (ong-way
ANOVA/Duncan). # Denoled p<0.05 as compared 1o 25 pM Cd>
(one-way ANOVA/Duncan). +: Denoled p<0.05 as compared o
35 .M Cd* plus ZnCly (one-way ANOVA/Duncan). @: Denoted
1< 0.05 as compared to 33 WM Cd 2 plus ascorbic acid (400 WM (one-
way ANOVA/Duncan ). % Denoled p< 005 as compared Lo ascorbic
acid (400 M) (one-way ANOVA/Duncan ). The positive and negalive
signs mean added or not o the assay.

DTT (3 mM) restored the inhibitory effect of ascorbic
acid (400 M) inthe enzymeactivity to the control levels
(Fig. 4b). In contrast, the effect of this antioxidant agent
(400 pwM) was not restored by ZnCla (100 wh) (Fig. 4b).
DTT (3 mM) restored the inhibitory effect caused by
ca (35 pM) plus ascorbic acid (400 pM) to the con-
trol levels (Fig. 4b). In contrast, ZnClz (100 p.M) did not
restore the enzyme activity caused by Cd2* (35 M) plus
antioxidant agent (400 wM) (Fig. 4b).

N-Acetylcysteine did not have an inhibitory effect on
8-ALA-D at concentration tested. This antioxidant did
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Fig. 5. Effectof NAC on ral lung &-ALA-Dinhibition induced by Cd2* .
Tissue was pre-incubated at 37C for 10min. The enzymalic reaction
was Initiated by adding the substrate (ALA) n a medium conlaining
45 mM phosphalte buller, pH 6.8. Data are expressed as mean + 5.0, -
ALA-D activily of control {100%) was of 12,18 £ 166 imean 4= 5.10.)
nmol of porphobilinogen'mg protein/h. #: Denoled p< 005 as com-
pared o control (one-way ANOVADuncan). The positive and negative
signs mean added or not o the assay.

not restore the inhibition of &- ALA-D activity caused by
Cd>*. NAC (400 pM) plus Cd2* (0.01 uM), at concen-
trations that did not present an effect alone, did not alter
the enzyme activity (Fig. 5.

Diphenyl diselenide had an inhibitory effect on &-
ALA-D activity at 0.5 and 1 pM (around 17% of
inhibition} (Fig. 6a). This antioxidant agent in combi-
nation with Cd>* (35 M) did not change the enzyme
activity when compared to Cd?* (Fig. 6a).

DTT {3 mM) partially restored the inhibition in
enzyme activity caused by diphenyl diselenide (1 wh)
faround 11% of protection) (Fig. 6b). ZnCl> (100 M)
did not restore the enzyme activity (Fig. 6b). DTT
(3 mM} and ZnCly (100 uM) partially restored 8-ALA-
D inhibition induced by Cd¥* (35uM) plus diphenyl
diselenide (1 M) (around 39 and 31% of protection,
respectively) (Fig. 6b).
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Fig. 7a demonstrates the effect of DMSA and NAC
association on 3-ALA-D activity in the presence of Cd™*.
Three-way ANOVA yielded a significant DMSA x ca™
interaction (/) 13 =6.11% p<0.05). NAC and DMSA
combined were not capable of restoring §-ALA-D inhi-
bition caused by Cd>* in lung.

The effect of the DMSA and ascorbic acid associ-
ation on 3-ALA-D activity in the presence of Cd™ is
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Fig. 6. Effect of iPhSe)i> on rat lung 85-ALA-D inhibition induced by
Cd™ (a). Effects of DTT and #nCly on rat lung &-ALA-D activity
in the presence of (PhSe)z and Cd** (h). Tissue was pre-incubated al
37°Clor 10min. The enrymatic reaction was inilialed by adding the
substrate { ALAY ina medm containing 45mM phosphate buffer, pH
6.8, Data are expressed as mean 4 513 5-ALA-D activity of control
(100%) was of 12,18 £ 1.66 (mean=+ 8.0 nmol of porphobilino-
senfmg proteinh. #: Denoted p < 0005 ascompared Lo control { one-way
ANOVA/Duncan). # Denoled p<0.05 as compared o 35 pM Cd?
(ome-way ANOVAMDuncan). @: Denoted p<0.05 as compared 1o
33 M Cd* plus (PhSe)s (1 wM) (one-way ANOVA/Duncan). The
positive and negalive signs mean addad or not to the assay.

demonstrated in Fig. 7b. Three-way ANOVA yielded
a significant DMSA » Cd™* interaction (F7=4.874;
p<0.05). Ascorbic acid and DMSA combined were
nmjcapab]e of restoring 8-ALA-D inhibition caused by
Cd-*.

Fig. 7c presents the effect of DMSA and (PhSe)
combination on &-ALA-D activity in the presence
of Cd*. Three-way ANOVA vyielded a significant
DMSA x Cd** interaction (F116=11493; p<0.01).
{(PhSe); and DMSA combined did not restore the inhi-
bition in 5-ALA-D activity caused by Cd?*.

DMS A in combination with antioxidant agents (NAC,
ascorbic acid or (PhSe);) did not change the enzyme
activity.
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The effect of the DMPS and NAC association on 8-
ALA-D activity in the presence of Cd** is demonstrated
in Fig. 8a. Three-way ANOVA vyielded a signifi-
cant NAC x DMPS x Cd¥ interaction (F) 15=4.766;
p<0.05}) in lung. NAC and DMPS combined were not
able in restoring the enzyme inhibition caused by Cd**.

Fig. 8b shows the DMPS and ascorbic acid associa-
tion effect on 8-ALA-D activity in the presence of Cd?*.
Three-way ANOVA vielded a significant DMPS x Cd**
interaction (F 30=4.309; p <0.05). Ascorbic acid and
DMPS combined did not restore the inhibition on &-
ALA-D activity caused by Cd**.

Fig. Bc presents the effect of the DMPS and (PhSe);
association on 8-ALA-D activity in the presence
of Cd*. Three-way ANOVA yielded a significant
Cd™ x DMPS x (PhSe); interaction (/] 25=5.678;
p<0.05}) in lung. (PhSe); and DMPS combined did not
restore the inhibition in 8-ALA-D activity caused by
Ccd*.

DMPS in combination with antioxidant agents (NAC,
ascorbic acid or (PhSe):) did not change the enzyme
activity.

4. Discussion

The presented study demonstrated for the first ime
that 8-ALA-D from lung is inhibited by cadmium. Cad-
mium is more efficiently absorbed through the lungs
than through the gastrointestinal tract [6] smoking poses
a serious risk. Cigarette smoke is an important source
of cadmium exposure. Estimates indicate that smokers
absorb 1-3 pg/day of cadmium if they smoke one pack
a day [7], which is approximately equivalent to the total
estimated daily intake from dietary sources.

Cadmium exposure has been involved in a variety of
pathological conditions, e.g. neurotoxicity, nephrotoxi-
city and carcinogenicity. Its competence to alter various
cellular processes including metabolism, protein synthe-
sis and cell proliferation has been documented [40]. Its
toxicity is related to the production of ROS and lipid
peroxidation. Moreover, exposure of lung to cadmium
has resulted in alterations in cellular function in addi-
tion to affecting both humoral and cell-mediated immune
responses in animals [41]. It is well known that inhaled
cadmium can cause pneumonitis and pulmonary emphy-
sema in man [8].

The present investigation indicates that low concen-
trations of cadmium inhibited rat lung &-ALA-D activity.
Therefore it is clearly that lung §-ALA-D activity is
inhibited by cadmium as is 8-ALA-D from other organs
[14,15]. Of particular importance, the inhibition of &-
ALA-D can lead to accumulation of ALA [42], which
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may autoxidize to form reactive oXygen species, such as
hydroperoxides [43]. Reactive oxyzen species are toxic,
because they may oxidize numerous biomolecules lead-
ing to tissue injury and cell death [44].

Furthermore, mammalian 8-ALA-D is a metalloen-
zyme that requires Zn™* for maximal catalytic activity
and data support the hypothesis of a direct competition
between bivalent metals and Zn’* on 3-ALA-D from
mammals and bacteria [20,33,34.45]. Thus cadmium
could cause a Zn?* displacement leading to 8-ALA-D
inhibition. In the current study, ZnCl; was not efficient
in restoring enzyme activity inhibited by cadmium from
rat lung, whereas DTT was. Therefore we can propose
the mechanism involved in cadmium effect on 8-ALA-
D activity is related to its ability to oxidize —-SH groups
from enzyme, but not by displacing zinc from the enzyme
structure. However, an alternative interpretation for this
fact is that the inability of ZnCl; to protect may be due to
ahigh affinity of the enzyme for cadmium and protection
by DTT may be due to a direct interaction withcadmium,
preventing it from interacting with the enzyme.

A possible therapy for metal intoxication is to remove
toxic metals from the bound functional bioligands by

administering strong thiol-containing chelators [9]. In
addition, several authors have shown that antioxidant
should be one of the important components of an effec-
tive treatment of cadmium poisoning [24]. In conformity
with our earlier observation (PhSe)2 in combination with
DMSA or DMPS were effective in protecting against
testicular damage induced by cadmium. However, the
concomitant administration of these compounds was not
more effective than monotherapy in ameliorating the tes-
ticular injury [14.15].

The results of the present investigation clearly indi-
cate that DMSA and DMPS inhibited 8-ALA-D activity.
However, the molecular mechanisms underlying DMPS
and DMSA effect on 8- ALA-D activity are still not sat-
isfactorily understood. In contrast to BAL, the inhibitory
effects of DMSA and DMPS are apparently not related
to Zn®* chelation, because Zn?* did not change the
inhibitory properties of DMSA or DMPS. The inhibitory
effect of DMSA and DMPS on lung &-ALA-D can be
explained by the formation of mixed disulfides between
the enzyme and the chelators. Indirect evidences for
this mechanism were obtained using DTT as a reducing
agent. In fact, DTT acts either by reacting with chelators
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or by reducing the mixed disulfides of the enzyme and
chelators.

Our present results indicate that chelating agents
(DMPS and DMSA) were not effective to restore -
ALA-D inhibition caused by cadmium. Moreover, these
compounds caused a marked potentiation of 8-ALA-D
inhibition induced by cadmium. Accordingly, our group
reported that DMPS and DMSA potentiated hepatic 8-
ALA-D inhibition induced by mercury, cadmium and
lead fm vitre [23.34] and ex vivo [23]. Therefore the
oxidation of critical thiols of enzyme could explain the
inhibition of 8-ALA-D by the complexes of metals with
DMPS or DMSA.

In agreement, previous studies have demonstrated
that mercury/thiol complexes possess pro-oxidant activ-
ity higher than the isolated components [46].

Since DTT was effective of restoring &-ALA-D
inhibition caused by Cd/DMSA complex but was not
effective with Cd/DMPS. we believed that: (i) DMPS
could offer at least two chelation possibilities: (a) a five
membered ring, Cd complex through two sulfur atoms

signs mean added or not (o the assay.

donator (Scheme 1, structure 1), (b} a six membered ring,
Cd complex with one sulfur and one oxygen biting from
sulfonic group (Scheme 1, structure 2); (ii) DMSA could
offer only two chelation possibilities: (a) Cd complex
with two sulfur atoms donator (Scheme 1. structure 3),
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Scheme 1.



i(b) Cd complex with one sulfur and one oxygen biting
from carboxylic acid group (Scheme 1, structure 4).

Based on these hypotheses we can suggest that DTT
is capable of restoring the enzyme inhibition caused by
some Cd/chelator (CA/DMSA) complexes but not by oth-
ers (Cd/DMPS). Thus, Cd/DMPS complex seems to be
more stable than Cd/DMSA.

Similarly to chelating agents, the antioxidant com-
pounds evaluated (ascorbic acid, NAC and (PhSe)2) were
not effective in ameliorating the inhibition of 8-ALA-
D activity caused by cadmium, whereas ascorbic acid
potentiated the enzyme inhibition induced by metal.

Another interesting observation in the present study
was Cd* x DMPS x (PhSe)z and Cd*™* x DMPS x
NAC interactions. whereas there was not a metal =
chelator x antioxidant interaction when DMSA was
employed as a chelating agent.

Because in vitro observations on chelatorfantioxi-
dant-metal interactions provide only a rough guide to
the treatment of heavy-metal poisoning, ex vivo stud-
ies are necessary to determine the clinical efficacy and
adverse effects of chelating and antioxidant agents and
their interaction with cadmium in lung.
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5. DISCUSSAO

Os metais toxicos sdo os principais contaminantes do meio ambiente, sendo
amplamente utilizados em diversos processos industriais (Salgado,1996). O cadmio
€ um dos elementos ndo essenciais mais abundantes, devido a sua grande
utilizagdo na industria (Page et al., 1986). Este metal € mais eficientemente
absorvido através dos pulmdes do que através do trato gastrintestinal (ATSDR,
1999). A fumaca do cigarro € uma importante fonte de exposicdo ao cadmio, uma
vez que este metal toxico estd presente contaminando as folhas do fumo (WHO,
1992). Estimativas indicam que os fumantes absorvem 1-3 ug/dia de cadmio ao
fumarem um maco de cigarro por dia (Lewis et al., 1972).

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a inibicdo da enzima 6-
ALA-D pulmonar causada pelo cadmio. A importancia destes achados esta no fato
de que a inibicao da 6-ALA-D pode levar ao acumulo do seu substrato, o ALA
(Emanuelli et al., 2001), o qual pode auto-oxidar, dando origem as espécies reativas
de oxigénio. Estas, por sua vez, sdo nocivas aos sistemas biolégicos, uma vez que
podem oxidar biomoléculas importantes, provocando injuria tecidual e morte celular
(Yu, 1994). Além disso, a exposicdo do pulmao ao cadmio pode acarretar no
desenvolvimento de uma variedade de doencgas pulmonares, incluindo enfisema,
fibrose intersticial, pneumonites, cancer (Amanuma e Suzuki, 1987; IARC, 1993),
assim como alteragdes morfoldgicas (Fortoul et al., 2005).

Uma vez que a atividade da 6-ALA-D é altamente sensivel a presenca de
compostos capazes de oxidar seus grupos sulfidrilicos (Rocha et al., 1995;
Rodrigues et al., 1996; Nogueira et al., 2003 a, c), e também é sensivel a compostos
capazes de remover 0s ions zinco de sua estrutura (Beber et al., 1998; Emanuelli et
al.,, 1998; Jaffe, 2000), uma maneira de se estudar o mecanismo de inibicao
enzimatica pelo cadmio seria utilizar o DTT, como agente redutor, € 0 ZnCls.

Neste trabalho foi demonstrado que o agente redutor ditiol DTT reverteu a
inibicdo da 6-ALA-D causada por cadmio em pulméo de rato. Ao contrario, o ZnCl,
nao foi eficiente em restaurar a atividade da enzima inibida por este metal toxico.
Sendo assim, os resultados sugerem que o cadmio inibe a 3-ALA-D de pulméao de
rato por interagir com os grupos —SH da enzima, e ndo por remover 0s ions zinco, 0s

quais sao essenciais para a atividade desta. Além disso, pode-se sugerir também
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que a incapacidade do ZnCl, de proteger a inibicao pode ser devido a alta afinidade
da enzima por cadmio, e a protegdo por DTT pode ocorrer devido a direta interagao
do cadmio com este agente redutor prevenindo assim a interagdo do metal com a
enzima.

As terapias com agentes quelantes sulfidrilicos sdo o modo mais efetivo de
tratar as intoxicagdes por metais toxicos, tais como cadmio, removendo estes metais
do organismo (Lynn et al., 1999). Entretanto, pode-se inferir que, embora os
agentes quelantes sulfidrilicos sejam efetivos em remover os metais téxicos, eles
apresentam alguns efeitos toxicos per se. De fato, trabalhos prévios do nosso grupo
demonstraram que os agentes quelantes ditiélicos, tais como o DMPS e o DMSA,
apresentaram um efeito inibitério sobre a 4-ALA-D hepatica de camundongos
(Nogueira et al., 2003a) e sanguinea de humanos (Nogueira et al., 2004b).

Demonstrou-se neste trabalho que o DMSA e o DMPS inibem per se a
atividade da 8-ALA-D de pulmdo de rato. Como considerado anteriormente, esta
inibicdo da o-ALA-D poderia ser prejudicial, levando a um aumento das espécies
radicais livres que, consequiientemente, provoca uma injuria tecidual e morte celular.

Entretanto, o mecanismo molecular do efeito do DMPS e DMSA na atividade
da o-ALA-D ainda nao esta elucidado. O ZnCl» ndo reverteu a inibicdo enzimatica
causada pelo DMPS, mas foi efetivo em reduzir os efeitos inibitérios do DMSA. O
agente redutor DTT reverteu a inibicdo enzimatica causada por ambos agentes
quelantes ditidlicos. Desta forma, podemos sugerir que este agente redutor age
tanto reagindo com 0s agentes quelantes quanto reduzindo as pontes dissulfeto da
enzima e dos quelantes.

Sendo assim, os resultados sugerem que o DMPS inibe a atividade da 3-ALA-
D de pulmao de rato por interagir com os grupos —SH vicinais da enzima, mas nao
por remover 0S ions zinco, 0s quais sao essenciais para a atividade enzimatica.
Além disso, os resultados obtidos com o DMSA sugerem que o efeito inibitério do
deste agente quelante ocorre por interagir com os grupos —SH vicinais da enzima e
também por remover os ions zinco da estrutura. As diferengas entre os efeitos dos
chelantes observados neste estudo podem estar relacionadas com as propriedades
quimicas e fisicas dos mesmos. Em resumo, a agdo do DMSA e do DMPS na §-ALA-
D pulmonar pode ser explicada pela formagéo de pontes dissulfeto entre a enzima e

os agentes quelantes.
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Alguns autores tém demonstrado que os agentes quelantes ditidlicos, entre
eles o DMPS e o DMSA, sao capazes de reverter o dano tecidual causado por
cadmio (Santos et al., 2004, 2005a). Ao contrario, outros estudos demonstraram que
o DMSA e o DMPS potencializam a inibicdo da 8-ALA-D hepatica induzida por
mercurio, cadmio e chumbo in vitro (Nogueira et al., 2003a; Santos et al., 2006) e ex
vivo (Santos et al., 2006). Nossos resultados indicaram que os agentes quelantes
utilizados (DMSA e DMPS) nao foram efetivos em restaurar a inibigdo da 4-ALA-D
causada por cadmio, e além disso, potencializaram a inibicdo da 8-ALA-D induzida
por este metal tdéxico. Desta forma, os resultados sugerem que a oxidacao de tidis da
enzima pode explicar a inibicao da 3-ALA-D por complexos de metais com DMPS ou
DMSA. Neste sentido, estudos prévios tém demonstrado que os complexos
mercurio/tiol possuem atividade pro-oxidante maior que os componentes isolados
(Miller and Woods, 1993).

Uma vez que os complexos cadmio/quelantes apresentaram atividade
inibitoria, procurou-se estudar o mecanismo envolvido no efeito inibitério destes
complexos na atividade da 4-ALA-D, utilizando DTT e ZnCl,. O agente redutor DTT
foi efetivo em restaurar a inibicao da 3-ALA-D causada pelo complexo cadmio/DMSA
mas nao foi efetivo com o complexo cadmio/DMPS. O ZnCl, restaurou parcialmente
os efeitos inibitérios dos complexos cadmio/quelantes.

Tendo em vista os resultados obtidos, podemos sugerir que: o DMPS pode
oferecer pelo menos duas possibilidades de quelacdo; e o DMSA pode oferecer
somente duas possibilidades de quelagdo. Baseado nestas hipéteses ndés podemos
sugerir que o DTT é capaz de restaurar a inibicdo da enzima causada pelo complexo
cadmio/DMSA, mas nao pelo complexo cadmio/DMPS, ja que este complexo parece
ser mais estavel do que o complexo cadmio/DMSA.

Diversos autores tém demonstrado que o uso de antioxidantes poderia ser
uma boa alternativa no tratamento das intoxicagdes por cadmio (Santos et al., 2004,
2005a). Sendo assim, os compostos antioxidantes estudados (acido ascérbico, NAC
e (PhSe),) nao foram efetivos em reverter a inibicdo da atividade da 3-ALA-D
causada por cadmio, visto que o acido ascorbico potencializou a inibicdo da enzima
induzida pelo metal. Além disso, o acido ascorbico e o (PhSe). apresentaram efeito

inibitério per se na atividade da enzima. Por outro lado, a NAC nao produziu
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alteracbes na atividade da enzima per se, sugerindo que este composto apresenta
uma menor toxicidade quando comparado com o acido ascorbico e (PhSe)s..

O DTT foi capaz de reverter tanto a inibicdo enzimatica causada por &cido
ascoérbico e (PhSe). per se, quanto pelos complexos cadmio/acido ascérbico e
cadmio/(PhSe),. Ao contrario do DTT, o ZnCl, n&o reverteu o efeito inibitorio
causado por acido ascérbico e (PhSe). per se, mas reverteu parcialmente o efeito
inibitério causado pelos complexos cadmio/acido ascérbico e cadmio/(PhSe)..

Sendo assim, os resultados sugerem que o acido ascorbico, o (PhSe),, e 0s
complexos, cadmio/acido ascérbico e cadmio/(PhSe),, inibem a atividade da &-ALA-
D de pulméao de rato por interagir com os grupos —SH vicinais da enzima, mas néao
por remover 0s ions zinco da estrutura enzimatica. As diferencas entre os efeitos dos
agentes antioxidantes observados neste estudo podem estar relacionadas com as
propriedades quimicas e fisicas dos mesmos.

Acredita-se que a utilizacdo de antioxidantes sozinhos ou em associacdo com
agentes quelantes, seria uma alternativa mais eficaz para o tratamento das
intoxicagdes por cadmio (Flora, 1999; Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003). Neste
sentido, estudos prévios de nosso grupo demonstraram que o uso de (PhSe),, um
agente antioxidante, em combinacdo com DMPS ou DMSA, agentes quelantes
ditiblicos, foram eficazes em proteger contra o dano testicular induzido por cadmio
(Santos et al., 2004, 2005a). Entretanto, a administracdo concomitante destes
compostos ndo foi mais eficaz do que as terapias isoladas em melhorar a injaria
testicular (Santos et al., 2004, 2005a). Observou-se neste trabalho uma interagédo
entre cadmio x DMPS x (PhSe), e cadmio x DMPS x NAC, mas o efeito desta
interacao nao foi capaz de restaurar a inibicdo da atividade da -ALA-D. Ao contrario
do que foi verificado com o DMPS, com o DMSA né&o foram observadas interagcées

entre cadmio x quelante x antioxidante.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos inferir
0 seguinte:

= O cadmio apresentou um efeito inibitério sobre a atividade da enzima &-
ALA-D de pulméo de rato in vitro. Investigando o possivel mecanismo de inibigcdo
enzimatica por este metal, sugerimos que a oxidacdo dos grupos —SH vicinais
presentes na estrutura da 4-ALA-D estariam envolvidos, enquanto a remogéao dos
ions zinco nao estaria envolvida.

= O uso dos agentes quelantes DMPS e DMSA causaram um efeito inibitério
per se sobre a atividade da enzima. Estudando o possivel mecanismo envolvido no
efeito inibitério da enzima 8-ALA-D por estes compostos quelantes, podemos sugerir
que a oxidagao dos grupos —SH da estrutura da enzima estariam envolvidos neste
processo. Além disso, a remogao dos ions zinco poderia também estar envolvida no
efeito inibitério do DMSA, mas ndo do DMPS.

= Os complexos cadmio/quelantes apresentaram efeito inibitério sobre a
atividade da 3-ALA-D de pulméao de rato. Além disso, pode-se verificar através dos
mecanismos estudados, que o complexo cadmio/DMPS parece ser mais estavel que
o complexo cadmio/DMSA.

= Os compostos antioxidantes estudados (acido ascérbico, NAC e (PhSe),)
nao foram efetivos em reverter a inibicdo da atividade da 8-ALA-D causada por
cadmio. Além disso, o acido ascérbico e o (PhSe), apresentaram efeito inibitorio per
se na atividade da enzima. Investigando o possivel mecanismo envolvido na inibigcao
da atividade da enzima, sugerimos que a oxidacao dos grupos —SH estaria envolvida
e ndo a remogao dos ions zinco da estrutura da enzima.

= A administracdo concomitante de compostos quelantes e antioxidantes nao

foram eficazes em restaurar a inibicao da atividade da 3-ALA-D por cadmio in vitro.



45

7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores séo:

= Realizar estudos in vivo, visando elucidar os efeitos toxicos da fumaca do
cigarro em pulmao de ratos lactentes, assim como testar terapias antioxidantes ou
quelantes;

= Realizar estudos in vivo, com o objetivo de estudar o efeito agudo da
exposicao da fumaca do cigarro em pulmé&o de ratos adultos, assim como testar
terapias antioxidantes ou quelantes;

= Realizar estudos in vivo, com o objetivo de investigar o efeito crdnico da
exposicdo da fumaca do cigarro em pulm&o de ratos adultos, assim como testar
terapias antioxidantes ou quelantes;

= Realizar estudos in vivo com o objetivo de verificar o efeito do cadmio
administrado através de inalagdo em pulmao de ratos, assim como testar terapias
antioxidantes ou quelantes;

= Realizar estudos in vitro com o objetivo de verificar o efeito do cadmio na

atividade de outras enzimas antioxidantes do tecido pulmonar.
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