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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

EFEITO DO CÁDMIO SOBRE A ENZIMA δδδδ-AMINOLEVULINATO DESIDRATASE 
DE PULMÃO DE RATOS IN VITRO: INTERAÇÃO COM AGENTES QUELANTES E 

ANTIOXIDANTES 
AUTORA: CRISTIANE LUCHESE 

ORIENTADORA: FRANCIELLI WEBER SANTOS 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 2007 

 
A exposição das populações humanas a uma variedade de metais pesados é 

um problema de saúde pública. O cádmio é um elemento não essencial e devido ao 
seu imenso uso em diversas aplicações industriais, é um contaminante ambiental 
através da comida e da fumaça do cigarro. Este metal tóxico é mais eficientemente 
absorvido através dos pulmões do que do trato gastrointestinal. Portanto, o uso dos 
pulmões como um tecido alvo do cádmio é de grande importância porque este metal 
pesado pode ser absorvido, entrando nos pulmões através da respiração. Uma 
terapia possível para a intoxicação por metais é remover os metais tóxicos ligados a 
bioligantes funcionais. O presente estudo foi delineado para avaliar o efeito in vitro 
do cádmio na atividade da δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) em pulmão de 
rato. A atividade da δ-ALA-D, um parâmetro toxicológico, tem sido reportada como 
alvo do cádmio em diferentes tecidos. Foram avaliados também o possível efeito 
protetor dos agentes quelantes ditiólicos (ácido 2,3-dimercapto-1-propanosulfônico 
(DMPS) e o ácido meso 2,3- dimercaptosuccínico (DMSA)) ou agentes antioxidantes 
(ácido ascórbico, N-acetilcisteína (NAC) e o disseleneto de difenila (PhSe)2) isolados 
ou em combinação (agentes quelantes x antioxidantes). Além disso, para investigar 
o possível mecanismo envolvido, nós determinamos o efeito restaurador do cloreto 
de zinco (ZnCl2) e do ditiotreitol (DTT) na δ-ALA-D.  A atividade da δ-ALA-D de 
pulmão de rato foi inibida por baixas concentrações de cádmio, e esta inibição 
ocorreu devido a oxidação dos grupos -SH da enzima, e não por remover os íons 
zinco da estrutura enzimática. Os agentes quelantes não foram efetivos em proteger 
a atividade da enzima inibida por cádmio, e apresentaram um efeito inibitório per se. 
O possível mecanismo envolvido nesta inibição foi demonstrado. O DTT restaurou a 
inibição causada por ambos agentes quelantes, mas o ZnCl2 restaurou somente o 
efeito inibitório do DMSA. Isto indica que o DMPS não remove os íons zinco da 
estrutura da enzima. Este estudo demonstrou também que estes agentes quelantes 
potencializam a inibição da δ-ALA-D causada por cádmio. Neste sentido, o estudo do 
possível mecanismo verificou que o DTT restaura a inibição da enzima causada pelo 
complexo cádmio/DMSA, mas não pelo complexo cádmio/DMPS. Ao contrário do 
DTT, o ZnCl2 não restaura a atividade da enzima inibida por ambos complexos. Em 
relação aos compostos antioxidantes, nós podemos verificar que nenhum 
antioxidante utilizado neste trabalho foi eficiente em restaurar a atividade da enzima 
inibida por cádmio. Alguns autores têm demonstrado que a associação de agentes 
quelantes e antioxidantes é uma boa alternativa no tratamento das intoxicações por 
metais. Neste sentido, observou-se um efeito combinado de cádmio x DMPS x 
(PhSe)2 e cádmio x DMPS x NAC. Porém esse efeito combinado de cádmio x 
antioxidantes x quelantes não foi observado quando se utilizou o DMSA como 
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agente quelante. De uma maneira geral, os resultados deste estudo indicam que o 
cádmio inibiu a atividade da δ-ALA-D do tecido pulmonar; e ainda, o uso de agentes 
quelantes e antioxidantes, sozinhos ou combinados, não restauraram a atividade da 
enzima, sendo que em alguns casos, potencializaram a inibição induzida por cádmio. 
O mecanismo principal envolvido na inibição da enzima foi à oxidação dos grupos 
sulfidrílicos.  
 
Palavras-chave: Cádmio, δ-ALA-D, Agentes Quelantes, Antioxidantes, Pulmão. 
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EFFECTS OF CADMIUM ON δδδδ-AMINOLEVULINATE DEHYDRATASE FROM RAT 

LUNG IN VITRO: INTERACTION WITH CHELATING AND ANTIOXIDANT 
AGENTS 

AUTHOR: CRISTIANE LUCHESE 
ADVISOR: FRANCIELLI WEBER SANTOS 

Date and Place of the defense: Santa Maria, 2007 
 

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 particles, 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 δ-
aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) activity from rat lung in vitro. δ-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)2, 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 (ZnCl2) 
and dithiothreitol (DTT). The rat lung δ-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 ZnCl2 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 δ-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, ZnCl2 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 δ-
ALA-D activity; and, the use oh chelating and antioxidant agents, alone or combined, 
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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, δ-ALA-D, Chelating Agents, Antioxidants, Lung. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A exposição da população humana a uma variedade de metais tóxicos é um 

problema de saúde pública (Goyer, 1996). Os metais pesados são alguns dos 

principais contaminantes encontrados no meio ambiente e possuem amplo emprego 

industrial, constituindo uma das principais formas de intoxicação ocupacional 

(Salgado,1996). Estes metais exercem seus efeitos tóxicos combinando-se a grupos 

reativos, como os grupos sulfidrilas (-SH), os quais são essenciais para as funções 

fisiológicas normais. Dentre os metais de maior preocupação estão o chumbo, o 

mercúrio, o arsênio e o cádmio (Klaassen, 1996). 

O cádmio é um metal pesado e um elemento não 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 órgãos 

(WHO, 1992). O cádmio é um metal tóxico muito utilizado na indústria, é um dos 

componentes da fumaça do cigarro, e, conseqüentemente, um contaminante 

potencial para as populações que estão em contato com este metal pesado (WHO, 

1992). De todos os metais tóxicos encontrados no ambiente e utilizados 

industrialmente, o cádmio é de grande interesse clínico, uma vez que as 

intoxicações por cádmio são difíceis de serem tratadas (Jones e Cherian, 1990).  

O pulmão é um órgão que está constantemente em contato com poluentes 

ambientais, como por exemplo, o cádmio, o que aumenta o risco do 

desenvolvimento de doenças pulmonares. O cádmio pode ser absorvido através de 

partículas suspensas, e entra nos pulmões através da respiração. Dentre os efeitos 

tóxicos caudados pelo cádmio nos órgãos, os efeitos no pulmão estão entre os mais 

prejudiciais. A exposição do pulmão ao cádmio resulta em alterações nas funções 

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 

inalação de cádmio pode causar pneumonites e enfisema pulmonar em humanos 

(Amanuma e Suzuki, 1987), assim como alterações morfológicas (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 

concentração de metais tóxicos no organismo. Esses metais podem ligar-se a 

grupos sulfidrílicos (-SH) e/ou substituir metais essenciais de algumas enzimas 
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alterando suas atividades catalíticas (Casalino et al., 2000). Desta forma, sistemas 

enzimáticos essenciais, como a enzima sulfidrílica δ-aminolevulinato desidratase (δ-

ALA-D), podem ter suas atividades inibidas pela ação de diversos metais, tais como 

o mercúrio (Rocha et al. 1995; Emanuelli et al., 1996), o chumbo (Goering, 1993), e 

o cádmio (Santos et al., 2004, 2005a). A δ-ALA-D é uma metaloenzima que requer 

íons zinco para sua atividade catalítica máxima (Jaffe et al., 2000). Esta enzima 

catalisa a condensação assimétrica de duas moléculas do ácido δ-aminolevulínico 

(δ-ALA), formando o porfobilinogênio (PBG), em um dos passos iniciais da 

biossíntese do heme (Gibson et al., 1955). A inibição da δ-ALA-D pode prejudicar a 

rota biossintética do heme (Sassa et al., 1989; Goering, 1993) e resultar no acúmulo 

do substrato ALA no sangue, o qual pode estar relacionado com a superprodução de 

espécies reativas de oxigênio (Pereira et al., 1992; Bechara et al., 1993).   

A terapia que utiliza agentes quelantes tem sido a base do tratamento médico 

de intoxicações por metais tóxicos desde a década de 40, sendo os mesmos 

utilizados clinicamente como antídotos para intoxicações agudas e crônicas 

(Domingo, 1995). Estes compostos atuam aumentando a excreção destes 

elementos tóxicos, diminuindo a toxicidade por prevenir a ligação destes em 

moléculas celulares alvo (Domingo, 1995). O ácido 2,3-dimercapto-1-

propanosulfônico (DMPS, Dimaval®) e o ácido meso-2,3-dimercaptosuccínico 

(DMSA, Succimer®) são compostos que apresentam dois grupos -SH vicinais e 

caracterizam-se por apresentarem maior solubilidade em água (Nadig et al., 1985) e 

limitada solubilidade lipídica. Conseqüentemente, estes agentes quelantes 

apresentam menor toxicidade quando comparados com outros análogos estruturais 

como por exemplo, o 2,3-dimercaptoprapanol (BAL, Dimercaprol®) (Aposhian, 1983).  

Acredita-se que a utilização de antioxidantes, sozinhos ou em associação 

com agentes quelantes, seria uma alternativa eficaz para o tratamento das 

intoxicações por cádmio (Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003). Neste contexto, 

estudos em nosso laboratório demonstraram que os agentes quelantes sozinhos ou 

em associação com o disseleneto de difenila, (PhSe)2, são capazes de reverter os 

danos causados pelo cádmio em testículos de camundongos (Santos et al., 2004, 

2005a). O (PhSe)2 é um composto orgânico de selênio que apresenta diversas 

propriedades farmacológicas descritas por nosso grupo de pesquisa, destacando-se 

o excelente  potencial antioxidante deste composto em alguns modelos 
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experimentais para a avaliação de estresse oxidativo  (Nogueira et al., 2004a; 

Santos et al., 2005b; Borges et al., 2006; Luchese et al., 2007). 

 Considerando que a poluição do ar é um dos principais problemas ambientais 

do mundo e, considerando ainda que o pulmão é um órgão alvo dos poluentes do ar, 

entre eles os metais tóxicos como o cádmio, o presente trabalho visa estudar os 

efeitos do cloreto de cádmio (CdCl2) sobre a atividade da enzima δ-ALA-D em 

pulmão de rato, bem como o efeito dos agentes antioxidantes e quelantes, sozinhos 

ou em associação, sobre a atividade da enzima in vitro.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Cádmio 

 

Os metais pesados são os agentes tóxicos mais conhecidos do homem.  O 

cádmio foi descoberto por volta de 1815 em minérios contendo carbonato e zinco 

(Salgado, 1996).  O cádmio é um dos mais abundantes elementos não essenciais 

encontrados no ambiente, sendo muito utilizado em aplicações industriais. Além 

disso, é um dos componentes da fumaça do cigarro, e conseqüentemente pode 

contaminar as populações que estão em contato com este metal pesado (WHO, 

1992). A agência de proteção ambiental dos Estados Unidos conferiu ao cádmio a 7ª 

posição do ranking das 20 substâncias mais perigosas (Smith, 1997). 

A toxicidade do cádmio, tanto em animais experimentais quanto em humanos, 

é influenciada por um grande número de fatores, tais como a via de administração, a 

dose, a forma química do metal, a duração da exposição, a idade dos animais 

experimentais, etc. (Casalino et al., 1997).  O cádmio apresenta uma meia vida 

biológica longa (20-30 anos em humanos) e uma baixa excreção (1-2 µg/dia) 

(Goering et al., 1995). Este metal tóxico pode se acumular em diversos órgãos como 

no pulmão, fígado, rim, testículos, cérebro, ossos, sistema sanguíneo, etc. (WHO, 

1992).   

Muitas evidências indicam que as espécies reativas de oxigênio estão 

envolvidas na indução do dano tecidual pelo cádmio, o que causa estresse oxidativo 

como resultado do aumento na peroxidação lipídica e diminuição das defesas 

antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas (Koizumi and Li, 1992). Dessa forma, a 

prevenção e a intervenção terapêutica na intoxicação pelo cádmio podem ser 

conduzidas de duas maneiras: (1) a utilização de quelantes a fim de remover o 

cádmio (Goyer et al., 1995; Andersen, 1989); e (2) a eliminação dos radicais livres 

pela utilização de agentes antioxidantes (Farris, 1991).  

Sendo assim, acredita-se que a utilização de antioxidantes, sozinhos ou em 

associação com os agentes quelantes, seria uma alternativa mais eficaz para o 

tratamento das intoxicações por cádmio (Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003). 

Entretanto, não há até o momento um consenso com relação ao tratamento mais 

seguro e eficaz das intoxicações agudas e crônicas por cádmio, o que tem 
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incentivado a pesquisa de terapias alternativas, em especial de compostos 

antioxidantes, administrados sozinhos ou associados aos quelantes ditiólicos 

(DMSA, DMPS) com efeitos benéficos previamente comprovados. Além disso, 

estudos de nosso grupo têm demonstrado que a associação de agentes quelantes e 

antioxidantes tem sido uma boa alternativa no tratamento das intoxicações por 

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

 

2.1.1. Ação do Cádmio no Pulmão 

 

A população em geral está exposta ao cádmio liberado no ambiente (Friberg 

et al., 1974; Muskett et al., 1979). Este metal é mais eficientemente absorvido 

através dos pulmões do que através do trato gastrintestinal (ATSDR, 1999). A 

inalação é conhecida ser a principal rota da exposição ao cádmio na população em 

geral (Friberg et al., 1974; Muskett et al., 1979), sendo, portanto, o pulmão o primeiro 

órgão de deposição do cádmio como conseqüência desta rota de exposição (Trottier 

et al., 2002). O cádmio que entra nas vias aéreas pode ser oriundo de processos 

industriais, escapamentos de automóveis, pigmentos, soldas e na fumaça do cigarro 

(WHO, 1992; Goyer, 1996). Sendo assim, a fumaça do cigarro é uma importante 

fonte de exposição ao cádmio, uma vez que este metal tóxico é um contaminante do 

tabaco (Goyer, 1996). As estimativas indicam que os fumantes absorvem 1-3 µg/dia 

de cádmio ao fumarem um maço de cigarro por dia (Lewis et al., 1972). 

O cádmio também pode entrar nos pulmões através de partículas suspensas 

após ser absorvido durante a respiração (WHO, 1992). A exposição humana ao 

cádmio ocorre principalmente pela inalação de baixas doses deste metal (50 µg/m3) 

(Piscator, 1976). Sendo assim, a exposição ao cádmio pode desenvolver uma 

variedade de doenças pulmonares, incluindo enfisema, fibrose intersticial, 

pneumonites, câncer (Amanuma e Suzuki, 1987; IARC, 1993), assim como 

alterações morfológicas (Fortoul et al., 2005). O exato mecanismo pelo qual o 

cádmio produz efeitos adversos no tecido pulmonar ainda não está claro, sendo 

necessários mais estudos para elucidar o mecanismo.  
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2.2. Enzima δδδδ-aminolevulinato desidratase  (δδδδ-ALA-D) 

 

2.2.1. Histórico e função da δ-ALA-D 

 

Isolada nos anos 50 (Gibson et al., 1955), a metalo-proteína citoplasmática δ-

aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D, E.C. 4.2.1.24), também conhecida como 

porfobilinogênio sintase ou 5-aminolevulinato hidroliase é a enzima que catalisa a 

condensação assimétrica de duas moléculas de ácido delta-aminolevulínico (ácido 5-

aminolevulínico, ALA), formando o composto monopirrólico porfobilinogênio (PBG), 

com a perda de 2 moléculas de água (Shemin, 1976) (figura 1). Esta reação 

catalisada pela δ-ALA-D faz parte da rota biossintética dos compostos tetrapirrólicos 

(corrinas, bilinas, clorofilas e hemes), sendo esta via biossintética semelhante em 

bactérias, vegetais e animais (Rodrigues, 1989).  

 

porfobilinogênio
(ALA)

2H2O

CO2H

CH2

CH2

C

CH2

NH3
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O

CH2

C C

C CH

N

H

CH2

NH2

CH2

CH2CO2HHO2C

ALA-D +

ácido δδδδ−−−−aminolevulínico

 
Figura 1: Condensação assimétrica de 2 moléculas do ALA, catalisada pela enzima δ-

aminolevulinato desidratase. 

 

 

Os compostos tetrapirrólicos têm importância metabólica baseada 

principalmente na sua função como grupos prostéticos de proteínas. O heme 

(ferroprotoporfirina), por exemplo, faz parte da estrutura de proteínas que participam 

do transporte e do armazenamento de oxigênio (hemoglobina e mioglobina, 

respectivamente); do transporte de elétrons (citocromos a, b e c); da 

biotransformação de xenobióticos (citocromo P450) e do sistema de proteção contra 

peróxidos (catalases e peroxidases) (Timbrell, 1991). 
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2.2.2. Características estruturais 

 

A δ-ALA-D é uma enzima de natureza sulfidrílica (Shemin, 1976; Bevan et al., 

1980), sendo inibida por agentes bloqueadores de grupos sulfidrílicos, tais como N-

etilmaleimida, iodoacetato (Jordan et al., 1976; Barnard et al., 1977), para-

cloromercúriobenzoato, monoiodoacetamida e DTNB (Barreiro, 1967; Barnard et al., 

1977; Tamai et al., 1979) e por metais pesados que possuam elevada afinidade por 

grupamentos sulfidrílicos, como o chumbo, o cobre, o mercúrio e o cádmio (Gibson 

et al., 1955; Rocha et al., 1995; Emanuelli et al., 1996; Santos et al., 2004; 2005a). 

A maioria das enzimas δ-ALA-D isoladas até o momento requerem um íon 

metálico bivalente para estarem ativas, mas, dependendo de sua fonte, requerem 

metais diferentes para sua ativação. A δ-ALA-D, de animais, leveduras e bactérias, é 

dependente de zinco (Chen e Neilands, 1973; Finelli et al., 1974), sendo também 

demonstrado que resíduos de cisteína da proteína estão envolvidos na união 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, não requer zinco, mas sim magnésio para ser  ativa (Shibata e Ochiai, 

1977; Tamai et al., 1979). A região rica em cisteína presente na enzima de origem 

animal, e que corresponde à região que supostamente liga o zinco, é substituída na 

enzima de vegetais por uma região rica em aspartato, que caracterizaria o sítio para 

a união do magnésio (Boese et al., 1991; Schaumburg et al., 1991). Evidências 

sugerem que o sítio ativo da enzima de origem animal seja composto por resíduos 

de cisteína, dois átomos de zinco, um resíduo de histidina, um resíduo de lisina e 

alguns resíduos de aminoácidos hidrofóbicos (Tsukamoto et al., 1979; Jaffe et al., 

1994). 

A δ-ALA-D de mamíferos é inibida por quelantes como o EDTA e o 1,10-

fenantrolina (Chen e Neilands, 1976; Sommer e Beyersmann, 1984), sendo esta 

inibição revertida pela adição 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 catalítico. Entretanto, o papel do zinco na atividade da δ-ALA-D não 

está, ainda, completamente elucidado. Algumas evidências sugerem uma função 

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

1995). 

Após a remoção do zinco pelo EDTA, os grupos –SH da enzima são 

facilmente oxidados, com concomitante perda da atividade enzimática. A apoenzima 

oxidada obtida então, apenas incorporará zinco novamente na presença de um 

ativador sulfidrílico (Tsukamoto et al., 1979; Bevan et al., 1980). 

 

2.2.3. Importância toxicológica 

 

A δ-ALA-D é uma enzima de natureza sulfidrílica que pode ser inibida na 

presença de metais tóxicos como o mercúrio (Rocha et al., 1993, 1995; Emanuelli et 

al., 1996), o chumbo (Rodrigues et al., 1989, 1996) e o cádmio (Santos et al., 2004, 

2005a). Alguns elementos que possuem alta afinidade por grupos sulfidrílicos, como 

por exemplo, os compostos orgânicos contendo telúrio e selênio (Barbosa et al., 

1998; Maciel et al., 2000; Farina et al., 2001) podem inibir a atividade desta enzima 

por oxidarem grupos sulfidrílicos. A inibição da δ-ALA-D pode prejudicar a rota 

biossintética do heme, resultando em conseqüências patológicas (Sassa et al., 1989; 

Goering, 1993). Além da redução na síntese do heme, a inibição desta enzima pode 

resultar no acúmulo do substrato ALA no sangue, com conseqüente aumento na 

excreção urinária do mesmo. O acúmulo de ALA pode estar relacionado com a 

superprodução de espécies reativas de oxigênio (Pereira et al., 1992; Bechara et al., 

1993). Além disso, o ALA gerado no fígado e medula óssea pode atravessar a 

barreira hemato-encefálica, apresentando efeitos neurotóxicos (Becker et al., 1971; 

Cutler et al., 1979).  

 

2.3. Agentes Quelantes Sulfidrílicos 

 

2.3.1. Aspectos gerais 

 

O aumento do uso industrial de metais como o berílio, o cádmio, o cobre, o 

chumbo, o magnésio e o níquel inevitavelmente resultaram em um ambiente no qual 

as intoxicações crônicas não são raras. Conseqüentemente, os riscos ocupacionais 
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e ambientais para a saúde humana originados da exposição ao metal são uma 

preocupação (Domingo, 1998). 

A terapia com agentes quelantes é a forma mais efetiva de tratamento para as 

intoxicações com metais (Flora e Kumar, 1993). Os compostos sulfidrílicos como o 

dimercaprol (British Anti-Lewisite, BAL), a D-penicilamina (Klaassen, 1996) e os 

derivados do dimercaprol como o ácido meso 2,3-dimercaptosuccínico (DMSA) 

(Endo e Sakata, 1995; Flora, 1999; Frumkim et al., 2001) e o ácido 2,3-dimercapto-1-

propanosulfônico (DMPS) (Pingree et al., 2001) são os agentes quelantes mais 

utilizados na terapêutica. Estes compostos, além de aumentarem a excreção do 

metal tóxico, também reduzem a toxicidade dos metais por impedir a ligação destes 

em moléculas celulares alvo (Aposhian et al., 1995; Domingo, 1995). Gilman e 

colaboradores (1946) propuseram que os metais pesados são tóxicos aos sistemas 

biológicos por formarem mercaptídeos reversíveis, a partir de grupos -SH de 

moléculas protéicas, tais como enzimas. Estes autores também postularam uma 

hipótese para explicar o mecanismo pelo qual os ditióis são capazes de reativar 

sistemas enzimáticos e exercer benefícios no tratamento de intoxicações com metais 

pesados. Segundo esta hipótese, o uso de quelantes ditiólicos proporcionaria a 

formação de mercaptídeos de baixa dissociabilidade, o que reverteria, efetivamente, 

a ligação dos metais pesados com sistemas protéicos sensíveis a estes (Gilman et 

al., 1946). 

A lipo- ou hidrossolubilidade dos agentes quelantes é característica 

importante e pode limitar a sua utilização e eficácia. Os compostos lipofílicos, como 

o BAL, podem facilmente atravessar a membrana celular e atingir os espaços 

intracelulares (Andersen, 1989), causando redistribuição de diversos metais tóxicos 

(Hoover e Aposhian, 1983; Cory-Slechta et al., 1987; Aaseth et al., 1995) dos órgãos 

periféricos para o cérebro. Além disso, este agente quelante é completamente 

contra-indicado em intoxicações agudas por cloreto de cádmio (Tepperman, 1947). 

Esta é a principal razão para o declínio do uso do BAL e o aumento do uso de outros 

quelantes ditiólicos, tais como o DMPS (ácido 2,3-dimercapto-1-propanosulfônico) e 

o DMSA (ácido meso 2,3-dimercaptosuccínico), derivados mais hidrossolúveis e 

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

 

Derivados estruturais do BAL, o DMPS (ácido 2,3-dimercapto-1-

propanosulfônico) e o DMSA (ácido meso 2,3-dimercaptosuccínico) (Figuras 2 e 3, 

respectivamente), são compostos que apresentam dois grupos sulfidrílicos (-SH) 

vicinais e caracterizam-se pela maior solubilidade em água (Nadig et al., 1985) e 

limitada solubilidade lipídica (Aposhian et al., 1983).  

 

 

 

H2C

HC

H2C

SO3H

SH

SH
 

Figura 2- Estrutura do ácido 2,3-dimercapto-1-propanosulfônico (DMPS). 
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SH

SH

COOH

COOH  
Figura 3- Estrutura ácido meso 2,3- dimercaptosuccínico (DMSA). 

 

 

Estes agentes quelantes sulfidrílicos apresentam-se como sólidos cristalinos e 

estáveis (Aposhian et al., 1992) e são facilmente administrados por via oral 

(Aposhian et al., 1996). Além disso, as DL50 destes compostos em camundongos 

são maiores que DL50 para o BAL (5,22 mmol.kg-1 para o DMPS, 16,5 mmol.kg-1 

para o DMSA e 0,73 mmol.kg-1 para o BAL) (Aposhian et al., 1981). Devido a estas 
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características, estes compostos são considerados menos tóxicos que o BAL 

(Aposhian et al., 1992). 

O DMPS foi usado na antiga URSS desde 1958 e encontra-se disponível, 

comercialmente na Europa, como DIMAVAL. Além disso, este composto tem sido 

utilizado na Alemanha para o tratamento de intoxicações por mercúrio (Campbell et 

al., 1986). O DMPS foi descrito como uma droga efetiva no tratamento de 

intoxicações por mercúrio (Kostygou, 1958), substituindo o BAL (Toet et al., 1994; 

Campbell et al., 1986; Cherian et al., 1988), apresentando menor toxicidade local e 

sistêmica (Hruby e Donner, 1987) e não causando redistribuição de mercúrio para o 

cérebro de ratos (Buchet e Lauwerys, 1989; Aposhian et al., 1996).  

A eficácia 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 intoxicações 

agudas e crônicas por chumbo em crianças com níveis sanguíneos deste metal 

maiores que 45 µg/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 tóxico e é efetivo em reduzir a 

concentração sangüínea e aumentar a excreção urinária de chumbo em crianças 

(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 mercúrio (De La 

Torre et al, 1998). Segundo Aposhian e colaboradores (1992), o DMSA é três vezes 

menos tóxico que o DMPS.  

O DMPS e o DMSA foram utilizados em intoxicações por mercúrio 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 intoxicações por cádmio 

(Domingo, 1995; Tandon et al., 2003; Santos et al., 2004, 2005a). Ao contrário, 

trabalhos prévios do nosso grupo demonstraram que os agentes quelantes ditiólicos 

potencializam os efeitos tóxicos 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 questão a respeito de qual seria a droga de escolha, 

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

 

 

2.4. Agentes Antioxidantes 

 

Diversos autores têm demonstrado que a toxicidade induzida pelo cádmio 

está 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 os 

antioxidantes possuem uma importante função protegendo as células contra o 

estresse oxidativo, a utilização destes compostos poderia ser eficaz em prevenir 

contra intoxicações causadas por este metal pesado.  

Neste contexto, muitos compostos com potencial antioxidante têm sido 

testados na terapia de intoxicações por metais pesados (Shaikh et al., 1999; El-

Demerdash et al., 2004; Santos et al., 2004, 2005a,b). Dentre estes compostos, que 

possuem ação antioxidante, estão a N-acetilcisteína (Moldeus et al., 1986), 

compostos orgânicos de selênio (Nogueira et al., 2004a) e o ácido ascórbico 

(Halliwell e Gutteridge, 1989).  

 

2.4.1. N-acetilcisteína (NAC) 

 

A NAC é considerada um importante agente terapêutico e é comumente 

utilizada na prática clínica (Repine et al., 1997), sendo empregada como agente 

mucolítico, administrado por inalação, e também como tratamento de intoxicação por 

acetoaminofeno (Ziment, 1986; Borgström et al., 1986). Além disto, tem sido 

demonstrado que a NAC possui efeito antimutagênico e anticarcinogênico em 

animais experimentais (De Flora et al., 1986a; b). Este agente antioxidante possui 

em sua estrutura grupos tióis (figura 4) e também pode ser utilizada como 

antioxidante em condições de estresse oxidativo (Moldeus et al., 1986). Vários 

estudos têm indicado que a N-acetilcisteína também possui atividade quelante para 

diversos metais pesados (Banner et al., 1986; Shaikh et al., 1999).  

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

certos cuidados, já que Ritter et al. (2004) descreveram que o uso da NAC pode ter 
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algumas limitações e apresentar efeitos pró-oxidantes, devido à 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 mercúrio (HgCl2), pode causar 

danos renais, provavelmente devido à formação de complexos entre a NAC e o 

HgCl2 (Brandão et al., 2006). 
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Figura 4- Estrutura da N-acetilcisteína (NAC) 

 

2.4.2. Selênio 

 

Esse elemento químico foi descoberto em 1817, pelo químico sueco J. J. 

Berzelius. O selênio é um calcogênio 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). 

O selênio compartilha propriedades químicas e físicas com o enxofre. Esta 

similaridade permite que o selênio substitua o enxofre, promovendo interações 

selênio-enxofre nos sistemas biológicos. Por outro lado, as diferenças nas 

propriedades fisico-químicas entre selênio e enxofre constituem a base de seus 

papéis biológicos específicos (Stadtman, 1980). 

O selênio é um elemento traço essencial, cuja essencialidade nutricional foi 

demonstrada em 1957, em ratos (Schwartz e Foltz, 1957). Nos últimos anos, têm 

sido descrito que baixos níveis de selênio podem levar à predisposição para o 

desenvolvimento de algumas doenças, tais como câncer, esclerose, doença 

cardiovascular, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcón e López-Martinez, 2000). 

Neste contexto, a suplementação de dietas com selênio, tanto para animais 

quanto para humanos, tem sido aceita pela comunidade científica. Para humanos, a 
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Junta de Alimentação e Nutrição da Academia de Ciências dos Estados Unidos 

propõe uma ingestão diária de 50-200 µg, a qual é considerada segura e saudável 

para adultos.  

Este calcogênio apresenta um grande número de funções biológicas, sendo a 

mais importante a de antioxidante. Sabe-se que as moléculas contendo selênio, 

como por exemplo o disseleneto de difenila (PhSe)2, podem ser melhores nucleófilos 

(e portanto antioxidantes) do que os antioxidantes clássicos (Arteel e Sies, 2001). Já 

é conhecido que o selênio está presente como resíduo de selenocisteína no sítio 

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 selênio tem importância 

fundamental porque ele faz parte do sítio ativo dessas enzimas.  

 

2.4.2.1. Disseleneto de difenila 

 

A partir da década de 30, os organocalcogênios têm sido alvo de interesse 

para os químicos orgânicos em virtude da descoberta de aplicações sintéticas 

(Petragnani et al., 1976; Comasseto, 1983), sendo importantes intermediários e 

reagentes muito utilizados em síntese orgânica (Paulmier, 1986; Braga et al., 1996; 

1997). 

Nosso grupo de estudo tem demonstrado que o disseleneto de difenila (figura 

4) tem propriedades farmacológicas, tais como efeitos antiúlcera (Savegnago et al., 

2005), antiinflamatório e antinociceptivo (Nogueira et al., 2003b), hepato-protetor 

(Borges et al., 2006) e antioxidante em alguns modelos experimentais para a 

aviliação  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)2 pode apresentar atividade quelante em animais expostos ao cádmio (Santos 

et al., 2005a).  
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Figura 5 – Estrutura do disseleneto de difenila ((PhSe)2) 

 

 

2.4.3. Ácido Ascórbico 

 

 O ácido ascórbico é considerado um potente antioxidante muito utilizado na 

clínica. Este antioxidante é um composto de baixo peso molecular (Figura 6) que age 

como scavenger das espécies reativas de oxigênio, através da transferência rápida 

de elétrons, inibindo assim a peroxidação lipídica (Halliwell e Gutteridge, 1989).  

Alguns autores demonstraram que a administração de ácido ascórbico reduziu 

significativamente a peroxidação lipídica de fígado e cérebro, e aumentou os níveis 

de catalase dos rins de ratos expostos ao chumbo (Patra et al., 2001). Além disso, 

segundo Goyer e Cherion (1979), o ácido ascórbico pode agir como um quelante de 

metais tóxicos, com potência similar aos agentes quelantes utilizados, aumentando a 

excreção dos metais tóxicos do organismo e, conseqüentemente, diminuindo a 

toxicidade (Dhawan et al., 1988). 

Entretanto, a utilização do ácido ascórbico como agente antioxidante ou 

quelante requer alguns cuidados. Alguns estudos demonstraram que na presença de 

metais de transição, o ácido ascórbico pode apresentar efeitos pró-oxidantes, que 

dependem da concentração de metal e de ácido ascórbico (Frei, 1991; Buettner e 

Jurkiewiez, 1996).  

 

 

 
Figura 6 – Estrutura do ácido ascórbico 
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3. OBJETIVOS 

 

 A poluição do ar é um dos maiores problemas ambientais do mundo, e os 

metais, como o cádmio, são altamente tóxicos e tem aumentado na atmosfera. O 

cádmio é imensamente usado em indústrias e é um componente da fumaça do 

cigarro. Este metal pode ser absorvido, entrando nos pulmões através da respiração. 

Pelo fato do tecido pulmonar ser um órgão alvo dos efeitos tóxicos induzidos pelo 

cádmio, os objetivos deste trabalho foram: (i) investigar os efeitos tóxicos do cádmio 

na atividade da δ-ALA-D de pulmão de rato in vitro, uma vez que esta enzima é 

extremamente sensível à exposição dos metais pesados e é um parâmetro usado 

em estudos toxicológicos; (ii) estudar o efeito dos agentes quelantes (DMSA e 

DMPS) em proteger contra os efeitos tóxicos do cádmio; (iii) avaliar o efeito dos 

agentes antioxidantes (N-acetilcisteina, disseleneto de difenila e ácido ascórbico) em 

proteger contra o efeito tóxico do cádmio; (iv) investigar o efeito da terapia 

combinada com agentes quelantes ditiólicos e antioxidantes (quelante x 

antioxidante) em proteger contra o efeito tóxico do cádmio; (v) elucidar o possível 

mecanismo envolvido na atividade da δ-ALA-D na presença de cádmio, agentes 

quelantes e antioxidantes pelo uso de ZnCl2 e DTT.  
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4. ARTIGO CIENTÍFICO 

  

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de artigo científico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas encontram-se no próprio artigo. O artigo 

está disposto da mesma forma que foi publicado na Revista Chemico-Biological 

Interactions. 
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4.1. Cádmio inibe a δδδδ-aminolevulinato desidratase de pulmão de ratos in vitro: 

Interação com agentes quelantes e antioxidantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CADMIUM INHIBITS δδδδ-AMINOLEVULINATE DEHYDRATASE FROM RAT LUNG 

IN VITRO: INTERACTION WITH CHELATING AND ANTIOXIDANT AGENTS 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os metais tóxicos são os principais contaminantes do meio ambiente, sendo 

amplamente utilizados em diversos processos industriais (Salgado,1996). O cádmio 

é um dos elementos não essenciais mais abundantes, devido a sua grande 

utilização na indústria (Page et al., 1986). Este metal é mais eficientemente 

absorvido através dos pulmões do que através do trato gastrintestinal (ATSDR, 

1999). A fumaça do cigarro é uma importante fonte de exposição ao cádmio, uma 

vez que este metal tóxico está presente contaminando as folhas do fumo (WHO, 

1992). Estimativas indicam que os fumantes absorvem 1-3 µg/dia de cádmio ao 

fumarem um maço de cigarro por dia (Lewis et al., 1972). 

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a inibição da enzima δ-

ALA-D pulmonar causada pelo cádmio. A importância destes achados está no fato 

de que a inibição da δ-ALA-D pode levar ao acúmulo do seu substrato, o ALA 

(Emanuelli et al., 2001), o qual pode auto-oxidar, dando origem às espécies reativas 

de oxigênio. Estas, por sua vez, são nocivas aos sistemas biológicos, uma vez que 

podem oxidar biomoléculas importantes, provocando injúria tecidual e morte celular 

(Yu, 1994). Além disso, a exposição do pulmão ao cádmio pode acarretar no 

desenvolvimento de uma variedade de doenças pulmonares, incluindo enfisema, 

fibrose intersticial, pneumonites, câncer (Amanuma e Suzuki, 1987; IARC, 1993), 

assim como alterações morfológicas (Fortoul et al., 2005).  

Uma vez que a atividade da δ-ALA-D é altamente sensível à presença de 

compostos capazes de oxidar seus grupos sulfidrílicos (Rocha et al., 1995; 

Rodrigues et al., 1996; Nogueira et al., 2003 a, c), e também é sensível a compostos 

capazes de remover os íons zinco de sua estrutura (Beber et al., 1998; Emanuelli et 

al., 1998; Jaffe, 2000), uma maneira de se estudar o mecanismo de inibição 

enzimática pelo cádmio seria utilizar o DTT, como agente redutor, e o ZnCl2.  

 Neste trabalho foi demonstrado que o agente redutor ditiol DTT reverteu a 

inibição da δ-ALA-D causada por cádmio em pulmão de rato. Ao contrário, o ZnCl2 

não foi eficiente em restaurar a atividade da enzima inibida por este metal tóxico. 

Sendo assim, os resultados sugerem que o cádmio inibe a δ-ALA-D de pulmão de 

rato por interagir com os grupos –SH da enzima, e não por remover os íons zinco, os 

quais são essenciais para a atividade desta. Além disso, pode-se sugerir também 
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que a incapacidade do ZnCl2 de proteger a inibição pode ser devido à alta afinidade 

da enzima por cádmio, e a proteção por DTT pode ocorrer devido à direta interação 

do cádmio com este agente redutor prevenindo assim a interação do metal com a 

enzima.  

 As terapias com agentes quelantes sulfidrílicos são o modo mais efetivo de 

tratar as intoxicações por metais tóxicos, tais como cádmio, removendo estes metais 

do organismo (Lynn et al., 1999).  Entretanto, pode-se inferir que, embora os 

agentes quelantes sulfidrílicos sejam efetivos em remover os metais tóxicos, eles 

apresentam alguns efeitos tóxicos per se. De fato, trabalhos prévios do nosso grupo 

demonstraram que os agentes quelantes ditiólicos, tais como o DMPS e o DMSA, 

apresentaram um efeito inibitório sobre a δ-ALA-D hepática de camundongos 

(Nogueira et al., 2003a) e sanguínea de humanos (Nogueira et al., 2004b).  

Demonstrou-se neste trabalho que o DMSA e o DMPS inibem per se a 

atividade da δ-ALA-D de pulmão de rato. Como considerado anteriormente, esta 

inibição da δ-ALA-D poderia ser prejudicial, levando a um aumento das espécies 

radicais livres que, conseqüentemente, provoca uma injúria tecidual e morte celular.  

Entretanto, o mecanismo molecular do efeito do DMPS e DMSA na atividade 

da δ-ALA-D ainda não está elucidado. O ZnCl2 não reverteu a inibição enzimática 

causada pelo DMPS, mas foi efetivo em reduzir os efeitos inibitórios do DMSA. O 

agente redutor DTT reverteu a inibição enzimática causada por ambos agentes 

quelantes ditiólicos. Desta forma, podemos sugerir que este agente redutor age 

tanto reagindo com os agentes quelantes quanto reduzindo as pontes dissulfeto da 

enzima e dos quelantes.  

Sendo assim, os resultados sugerem que o DMPS inibe a atividade da δ-ALA-

D de pulmão de rato por interagir com os grupos –SH vicinais da enzima, mas não 

por remover os íons zinco, os quais são essenciais para a atividade enzimática. 

Além disso, os resultados obtidos com o DMSA sugerem que o efeito inibitório do 

deste agente quelante ocorre por interagir com os grupos –SH vicinais da enzima e 

também por remover os íons zinco da estrutura. As diferenças entre os efeitos dos 

chelantes observados neste estudo podem estar relacionadas com as propriedades 

químicas e físicas dos mesmos. Em resumo, a ação do DMSA e do DMPS na δ-ALA-

D pulmonar pode ser explicada pela formação de pontes dissulfeto entre a enzima e 

os agentes quelantes. 
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Alguns autores têm demonstrado que os agentes quelantes ditiólicos, entre 

eles o DMPS e o DMSA, são capazes de reverter o dano tecidual causado por 

cádmio (Santos et al., 2004, 2005a). Ao contrário, outros estudos demonstraram que 

o DMSA e o DMPS potencializam a inibição da δ-ALA-D hepática induzida por 

mercúrio, cádmio 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) não foram efetivos em restaurar a inibição da δ-ALA-D 

causada por cádmio, e além disso, potencializaram a inibição da δ-ALA-D induzida 

por este metal tóxico. Desta forma, os resultados sugerem que a oxidação de tióis da 

enzima pode explicar a inibição da δ-ALA-D por complexos de metais com DMPS ou 

DMSA. Neste sentido, estudos prévios têm demonstrado que os complexos 

mercúrio/tiol possuem atividade pró-oxidante maior que os componentes isolados 

(Miller and Woods, 1993).  

 Uma vez que os complexos cádmio/quelantes apresentaram atividade 

inibitória, procurou-se estudar o mecanismo envolvido no efeito inibitório destes 

complexos na atividade da δ-ALA-D, utilizando DTT e ZnCl2. O agente redutor DTT 

foi efetivo em restaurar a inibição da δ-ALA-D causada pelo complexo cádmio/DMSA 

mas não foi efetivo com o complexo cádmio/DMPS. O ZnCl2 restaurou parcialmente 

os efeitos inibitórios dos complexos cádmio/quelantes.  

Tendo em vista os resultados obtidos, podemos sugerir que: o DMPS pode 

oferecer pelo menos duas possibilidades de quelação; e o DMSA pode oferecer 

somente duas possibilidades de quelação. Baseado nestas hipóteses nós podemos 

sugerir que o DTT é capaz de restaurar a inibição da enzima causada pelo complexo 

cádmio/DMSA, mas não pelo complexo cádmio/DMPS, já que este complexo parece 

ser mais estável do que o complexo cádmio/DMSA. 

 Diversos autores têm demonstrado que o uso de antioxidantes poderia ser 

uma boa alternativa no tratamento das intoxicações por cádmio (Santos et al., 2004, 

2005a). Sendo assim, os compostos antioxidantes estudados (ácido ascórbico, NAC 

e (PhSe)2) não foram efetivos em reverter a inibição da atividade da δ-ALA-D 

causada por cádmio, visto que o ácido ascórbico potencializou a inibição da enzima 

induzida pelo metal. Além disso, o ácido ascórbico e o (PhSe)2 apresentaram efeito 

inibitório per se na atividade da enzima. Por outro lado, a NAC não produziu 
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alterações na atividade da enzima per se, sugerindo que este composto apresenta 

uma menor toxicidade quando comparado com o ácido ascórbico e (PhSe)2. 

O DTT foi capaz de reverter tanto a inibição enzimática causada por ácido 

ascórbico e (PhSe)2 per se, quanto pelos complexos cádmio/ácido ascórbico e 

cádmio/(PhSe)2. Ao contrário do DTT, o ZnCl2 não reverteu o efeito inibitório 

causado por ácido ascórbico e (PhSe)2 per se, mas reverteu parcialmente o efeito 

inibitório causado pelos complexos  cádmio/ácido ascórbico e cádmio/(PhSe)2. 

Sendo assim, os resultados sugerem que o ácido ascórbico, o (PhSe)2, e os 

complexos, cádmio/ácido ascórbico e cádmio/(PhSe)2, inibem a atividade da δ-ALA-

D de pulmão de rato por interagir com os grupos –SH vicinais da enzima, mas não 

por remover os íons zinco da estrutura enzimática. As diferenças entre os efeitos dos 

agentes antioxidantes observados neste estudo podem estar relacionadas com as 

propriedades químicas e físicas dos mesmos.  

Acredita-se que a utilização de antioxidantes sozinhos ou em associação com 

agentes quelantes, seria uma alternativa mais eficaz para o tratamento das 

intoxicações por cádmio (Flora, 1999; Pande et al., 2001; Tandon et al., 2003). Neste 

sentido, estudos prévios de nosso grupo demonstraram que o uso de (PhSe)2, um 

agente antioxidante, em combinação com DMPS ou DMSA, agentes quelantes 

ditiólicos, foram eficazes em proteger contra o dano testicular induzido por cádmio 

(Santos et al., 2004, 2005a). Entretanto, a administração concomitante destes 

compostos não foi mais eficaz do que as terapias isoladas em melhorar a injúria 

testicular (Santos et al., 2004, 2005a). Observou-se neste trabalho uma interação 

entre cádmio x DMPS x (PhSe)2 e cádmio x DMPS x  NAC, mas o efeito desta 

interação não foi capaz de restaurar a inibição da atividade da δ-ALA-D. Ao contrário 

do que foi verificado com o DMPS, com o DMSA não foram observadas interações 

entre cádmio x quelante x antioxidante.   
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6. CONCLUSÕES 

  

 De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos inferir 

o seguinte: 

����    O cádmio apresentou um efeito inibitório sobre a atividade da enzima δ-

ALA-D de pulmão de rato in vitro. Investigando o possível mecanismo de inibição 

enzimática por este metal, sugerimos que a oxidação dos grupos –SH vicinais 

presentes na estrutura da δ-ALA-D estariam envolvidos, enquanto a remoção dos 

íons zinco não estaria envolvida. 

����    O uso dos agentes quelantes DMPS e DMSA causaram um efeito inibitório 

per se sobre a atividade da enzima. Estudando o possível mecanismo envolvido no 

efeito inibitório da enzima δ-ALA-D por estes compostos quelantes, podemos sugerir 

que a oxidação dos grupos –SH da estrutura da enzima estariam envolvidos neste 

processo. Além disso, a remoção dos íons zinco poderia também estar envolvida no 

efeito inibitório do DMSA, mas não do DMPS. 

����    Os complexos cádmio/quelantes apresentaram efeito inibitório sobre a 

atividade da δ-ALA-D de pulmão de rato. Além disso, pode-se verificar através dos 

mecanismos estudados, que o complexo cádmio/DMPS parece ser mais estável que 

o complexo cádmio/DMSA. 

����    Os compostos antioxidantes estudados (ácido ascórbico, NAC e (PhSe)2) 

não foram efetivos em reverter a inibição da atividade da δ-ALA-D causada por 

cádmio. Além disso, o ácido ascórbico e o (PhSe)2 apresentaram efeito inibitório per 

se na atividade da enzima. Investigando o possível mecanismo envolvido na inibição 

da atividade da enzima, sugerimos que a oxidação dos grupos –SH estaria envolvida 

e não a remoção dos íons zinco da estrutura da enzima.  

����    A administração concomitante de compostos quelantes e antioxidantes não 

foram eficazes em restaurar a inibição da atividade da δ-ALA-D por cádmio in vitro.   
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7. PERSPECTIVAS 

 

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para 

trabalhos posteriores são: 

����    Realizar estudos in vivo, visando elucidar os efeitos tóxicos da fumaça do 

cigarro em pulmão de ratos lactentes, assim como testar terapias antioxidantes ou 

quelantes; 

����    Realizar estudos in vivo, com o objetivo de estudar o efeito agudo da 

exposição da fumaça do cigarro em pulmão de ratos adultos, assim como testar 

terapias antioxidantes ou quelantes; 

����    Realizar estudos in vivo, com o objetivo de investigar o efeito crônico da 

exposição da fumaça do cigarro em pulmão de ratos adultos, assim como testar 

terapias antioxidantes ou quelantes; 

����    Realizar estudos in vivo com o objetivo de verificar o efeito do cádmio 

administrado através de inalação em pulmão de ratos, assim como testar terapias 

antioxidantes ou quelantes; 

����    Realizar estudos in vitro com o objetivo de verificar o efeito do cádmio na 

atividade de outras enzimas antioxidantes do tecido pulmonar.   
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