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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

AVALIACAO TOXICOLOGICA DE ORGANOCALCOGENIOS
EM ERITROCITOS HUMANOS

AUTORA: VIVIANE PATRICIA PIRES SCHIAR
ORIENTADOR: GILSON ZENI
CO-ORIENTADOR: JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 18 de Julho de 2009.

Nos ultimos anos, os compostos organocalcogénios tém sido alvos de
interesse em sintese organica em virtude da descoberta de suas aplicacbes
industriais e de suas propriedades farmacoldgicas. No entanto, dados da literatura
tém demonstrado que estes compostos apresentam atividade pré-oxidante
ocasionando danos teciduais e inibicdo da atividade de enzimas. Sabe-se que o
estresse oxidativo pode causar alteracdes em proteinas da membrana de eritrécitos,
logo estas células representam um bom modelo para investigar danos induzidos por
agentes oxidantes. Desta forma, no presente trabalho investigou-se a toxicidade de
uma variedade de calcogénios sobre eritrcitos in vitro nas concentracoes de 10, 40,
100 e 200 uM. Os resultados deste trabalho mostraram que para um hematdcrito de
45% apenas os compostos de organotelurio foram téxicos causando hemdlise e
estes efeitos ndo foram correlacionados com a producao de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico, sugerindo deste modo n&o haver relacdo com a peroxidacao
lipidica. No entanto, utilizou-se um hematécrito de 1% e os compostos de
organoselénio e organotelurio testados apresentaram toxicidade causando hemdlise.
Esta hemolise foi relacionada com a oxidacao da glutationa intracelular (GSH) e uma
possivel producdo de radicais livres. Portanto, os resultados apresentados nesta
tese sugerem que 0s compostos organicos contendo selénio ou tellrio apresentaram
toxicidade para os eritrécitos.

Palavras-chave: organocalcogénios, organosselénio, organotelurio, eritrécitos,
hemdlise, peroxidacao lipidica, GSH, oxidacao.
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ABSTRACT

Thesis of Doctors’s Degree
Graduate Course in Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

TOXICOLOGICAL EVALUATION OF ORGANOCHALCOGENS
IN HUMAN ERYTHROCYTES

AUTHOR: VIVIANE PATRICIA PIRES SCHIAR
ADVISOR: GILSON ZENI
CO-ADVISOR: JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Place and Date of the Defense: Santa Maria, July 18, 2009.

The interest in organochalcogen chemistry, biochemistry and pharmacology
has increased in the last two decades mainly due to the fact that a variety of
organochalcogen compounds possess biological activity and due the use of these
compounds in industrial applications. However, literature data showed that these
compounds present pro-oxidant properties, causing tissue damage and inhibition a
variety of enzymes. Oxidative stress can induce complex alterations of membrane
proteins in erythrocytes. Erythrocytes represent a good model to investigate the
damage induced by oxidizing agents. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the toxicity induced by a variety of chalcogens at concentrations of 10, 40,
100 e 200 pM using erythrocytes in vitro. The present results showed that
organotellurium compounds were toxic to erythrocytes for a hematocrit of 45%. The
hemolytic effect of tellurides was not positively correlated with thiobarbituric acid-
reactive substance (TBARS) production suggesting that lipid peroxidation is not
involved in the hemolysis provoked by organotellurium compounds. However, for a
hematocrit of 1% the organoselenium and organotellurium compounds increased the
hemolysis rate and these results suggest a relationship between the oxidation of
intracellular glutathione (GSH) and subsequent generation of free radicals with the
hemolysis by chalcogen compounds. Therefore, the results presented in this study
suggest that organochalcogen compounds presented toxicity for the erythrocytes.

Key words: organochalcogens, organoselenium, organotellurium, erythrocytes,
hemolysis, lipid peroxidation, GSH, oxidation.



ix

LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA E DISCUSSAO

Figura 1. Vaso SANQUINEO0........oiuiiiiiiie et 4
Figura 2. Modelo de mosaico bilipidico e fluidico da membrana celular.................. 5
Figura 3. Equilibrio entre geracado de ROS e sistemas antioxidantes..................... 19
ARTIGOS CIENTIFICOS

Artigo 1

Figura 1. Chemical structure of compounds tested.. ..., 24
Figura 2. Effect of organochalcogens on lysis of erythrocytes..........ccccuvveiviiiinnnnnns 25
Figura 2. Effect of organochalcogens on TBARS in erythrocytes.........cccccvveeeeeen.n. 26
Artigo 2

Figura 1. The formulas of the investigated compounds. ...............euuviiiiiiiiiiiiiiiennnnnn. 32

Figura 2. Influence of glucose on the hemolytic effect of chalcogens compounds.. 33
Figura 3. Effects of chalcogen compounds (100 uM) on the rate of DTT oxidation. .35

Figura 4. Effects of chalcogen compounds (100 pM) on the rate of CYS oxidation..35

Figura 5. Redox cycle of selenides (RSe-) generation superoxide. ...........ccccceeen.... 35



LISTA DE TABELAS
REVISAO BIBLIOGRAFICA
Tabela 1. Valores de referéncia do eritrograma em adultos..............cccvevvevririinereeeeieeeennnns 6
ARTIGOS CIENTIFICOS
Artigo 1
Tabela 1. Effect of compounds on hemolysis in human erythrocytes.. .................... 26
Tabela 2. Effect of compounds on lipid peroxidation in human erythrocytes ......... 27
Tabela 3. Correlation of TBARS/hemMOIYSIS........couiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 27
Artigo 2

Tabela 1. The erythrocyte haemolysis in different compounds expressed as the time
for 50% of maximal haemolysis (HT50 in Min). . ..o 33
Tabela 2. Erythrocyte hemolysis caused by Se and Te compounds after 6 h of the

g Te18] o= 4[] SRR 33
Tabela 3. Influence of GSH on the hemolytic effect of chalcogen compounds. .. .....34
Tabela 4. Influence of glucose on the hemolytic effect of chalcogen compounds.....34

Tabela 5. Chalcogen-induced DTT and cysteine oxidation............cccccvieeeeeeeeennnnns 34



X1

LISTA DE ESQUEMAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA E DISCUSSAO

Esquema 1. Estados redoX d0 SEIENIO.........uuiiiiiieiiiiiiee e 7
Esquema 2. Metabolismo de selénio em animais...........ccuvveieiniiiiiiiiiie e 9
Esquema 3. Reducéo de hidroperéxidos pela GSH-PX.......ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiinceeeeee. 10

Esquema 4. Producao de superdxido pela reducao do selenito com tidis
Esquema 5. Reacéo colorimétrica do acido tiobarbitirico com o malondialdeido....18
Esquema 6. Remocao de peréxidos pela acao catalitica da GPX.........ccccccvvvvvvreneee. 18
Esquema 7. Via oxidativa da pentose fosfato.........ccueeeeiiiiiii e 40



ATP
CAT
CYS
DNA
DTT
EROs
GSH
GSSG
GPx

GR

HO’
HepG2
MDA
NADPH
0"
SOD
TBA
TBARS
YGluCys
3-ALA-D

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Adenosina-5'-trifosfato

Catalase

Cisteina

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Espécies reativas de oxigénio

Glutationa

Glutationa oxidada

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Radicais hidroxila

Células de hepatoma humano
Malondialdeido

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Anion superéxido

Superéxido dismutase

Acido tiobarbitarico

Substéancias reativas ao 4cido tiobarbiturico
v-L-glutamil-L-cisteina

Delta aminolevulinato desidratase

xii



xiil

SUMARIO
YYo= To = Tod 1 =] g (o1 S iv
FRESUIMIO ...ttt sttt s sssssssssssnsssnnsssnnnsnnnnnnnnnnnnns vii
Y o2 1 - Loy viii
LiSTA 0@ FIQUIAS........ueeee s ix
LiSIA A TADEIAS ..........eeee e X
LiSta A€ ESQUEIMIAS ...ttt e e e e e aaeeeeas Xi
Lista de Abreviaturas, Siglas € SimbOIOS ................uuuueuuueumeeinieeeiiiiiieeneenenssesasansnnnnnnns Xii
Y oL =X ] = Loy o PP XV
1. INTRODUCAO ......... OO OSSOSO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .........ccooiiiiiiteeeee ettt 3
2.1. Caracteristicas gerais d0 SANQUE ..............oeuueeeeeeieeeiieeiiaeeeeeeeseiieieeaaaaeeeaasnees 3
P2 I R =1 o Yo ) o T SRR 4
P2 I o =Y 0 To 1T SRR 6
2.2, SCIBNUO ...t e e ettt a e e e e e 7
2.2.1. ASPECIOS GBIAIS .. .uueeeeeiieie ettt e e e e e e 7
2.2.1. Metabolismo e Atividade Metabdlica.........ccoooeeeeeeieeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 8
2.2.3.. TOXICIAAAE ... 10
B2 A - [V Lo R 12
2.3.1. ASPECIOS GEIAIS .. .ueeeieeeieieee ettt e e e e e e e 12
P2 T2 o ) (L] (o £- Lo [ 12
2.4. OrganoCalCOGENIOS ..........uuueuuuiii ittt e e e e e e e e e annneeeas 13

2.4.1. Compostos organicos de Se: Propriedades Farmacoldgicas e
o) {{ee] (oo (o7 I TP PPPPRPRT 13
2.4.2. Compostos organicos de Te: Propriedades Farmacoldgicas e

o) {{e]e] (o To [>T T PPRREPR 15
2.5, GIULAHONA ...t a e e e e e e enne 16
2.6. DAN0S OXIQALIVOS ...ttt a e e e e e e 17
BLOBIETIVOS. ...ttt ettt ettt e et e st e e bt e sateeabeesabeenbeesaseenseennsaans 20
3oL, ODJELIVO GEFAL.........eeeeeeeeeee ettt et e et e e te e e e e e aae e s e e e s ebae e enaeeennreeeaaaeen 20

3.2, ODJELIVOS @SPECTIICOS. ...uvveeeeeeerieeeieeeeiieeetee et eete e e ite e s tee e saeeessseeessseessseesssreessseeensseaenns 20



Xiv

4. ARTIGOS CIENTIFICOS ...t 21
4.1. Artigos cientificoS: CapitUlO I.............oooueeeeeeeeeeeieee et 22
4.0 ATIGO | 22
4.2. Artigos cientificoS: CapitUlO 2..........cooue oo 30
42,1, ATTIZO 2. e e e e e e e e e e e e e e e aaaa 30
B. DISCUSSAOD ..ottt e e 37
6. CONCLUSOES ........coouiiiiiiieiiecieie sttt 42
7. DEMAIS TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O PERIODO DE
DOUTORADO...... ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s annneneaeaaeeas 43
8. PERSPECTIVAS ... ..t e e e e e e e e e e e e e nneees 44

9. REFERENCIAS. .......ooo oo e e 45



XV

APRESENTACAO

No item INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA, est4 descrita uma
revisdo sucinta sobre os temas trabalhados nesta tese.

Os resultados que fazem parte desta tese estao apresentados sob a forma de
artigos, os quais encontram-se no item ARTIGOS CIENTIFICOS. Esse item, por sua
vez, esta subdividido em Capitulo |- artigo 1 e Capitulo II- artigo 2. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos préprios artigos e representam a integra deste
estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES encontrados no final desta tese
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos
neste trabalho.

No item PERSPECTIVAS estdo expostos o0s possiveis estudos para
continuacao do trabalho aqui descrito.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS citadas ao final da tese referem-se
aos itens INTRODUGAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA E DISCUSSAO.
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1. INTRODUGCAO

O selénio (Se) e o telurio (Te) pertencem a familia dos calcogénios, dessa
forma compartilham algumas caracteristicas quimicas. Esses elementos podem ser
incorporados a aminoacidos (Ramadan e cols., 1989, Budisa e cols. 1995) e ambos,
Se (Painter,1941) e Te séao téxicos a diferentes espécies de mamiferos (Larner,
1995, Tailor 1996).

Sabe-se que nenhuma funcgao biolégica é reconhecida para o Te em células
animais (Chasteen e Bentley, 2003) e o mesmo é considerado um elemento
dispensavel (Kron, 1991). Recentemente, estudos mostraram que compostos
organicos de Te e Se apresentaram efeito hemolitico e genotéxico em células
sanglineas de humanos (Santos e cols, 2009a). No entanto, foram descritas
algumas propriedades farmacolégicas para compostos organicos de Te, como
imunomoduladoras (Nyska e cols., 1989) e propriedades antioxidantes (Engman e
cols., 1995, Nogueira e cols., 2004). Além disso, sdo usados em industria como
estabilizadores de polimeros (Abed-Ali e cols., 1988, Engman e cols., 1996) e em
fotografia (Kodak, 1985 e 1989).

O Se é considerado como elemento trago essencial, pois é componente de
varias enzimas importantes, tais como as enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx) e tiorredoxina redutase (Rotruck e cols., 1973; Ganther, 1999;
Rayman, 2000). Ha muitos estudos sobre a eficacia de compostos organicos de Se
como antioxidantes e como agentes antiinflamatérios (Rayman, 2000; Mugesh e
cols., 2001; Klotz e Sies, 2003), mas em altas concentragdes compostos de Se de
antioxidantes tornam-se pré-oxidantes, com potentes efeitos inibitérios no
crescimento celular. Como consequiéncia induzem ao mecanismo conhecido como
estresse oxidativo (Spallholz, 1997).

O estresse oxidativo causa modificacbes importantes a biomoléculas
celulares (na membrana, no citoplasma e no nucleo) conduzindo a danos celulares,
danos no citoesqueleto ou em tidis de proteina de membrana, alterando a
capacidade funcional desses grupos na membrana, pela oxidagdo ou pelo bloqueio
dos tidis, o que resulta em prematura destruicao de células vermelhas in vivo
(Ohmiya e Nakai, 1977; Baumann e cols., 2000). Neste aspecto, verificou-se que o

ebselen, um composto organico de Se, induziu a apoptose em células de hepatoma
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humano (HepG2), e este efeito parece estar relacionado a sua habilidade para
depletar tidis (Yang e cols., 2000). Outros estudos sugerem que a diminuicdo de
glutationa (GSH) e o dano oxidativo sdo eventos que sinalizam morte celular por
apoptose (Kane e cols. 1993; Sato e cols., 1995).

As células vermelhas sanguineas (eritrécitos), devido a sua suscetibilidade a
peroxidacao, tém sido usadas como um modelo para investigar o dano oxidativo em
biomembranas (Zou e cols., 2001; Domanski e cols., 2005). A exposicao de
eritrocitos aos radicais livres pode conduzir a varias mudangas na membrana, tais
como, peroxidacao lipidica e oxidagdo da GSH celular (Rohn e cols., 1993; EI-
Missiry e Abou-Seif, 2000; Devasena e cols., 2001), mudancas na morfologia celular
(Prasanthi e cols., 2005; Sicinska e cols., 2006) e ainda os torna suscetiveis a
hemolise (Zavodnik e cols., 2002; Sicinska e cols., 2006). Os eritrocitos sao
utilizados como modelo para estudar o efeito de substancias téxicas, como ions
mercurio (Eisele e cols., 2006), teluretos e compostos organicos de Se (Tiano e
cols., 2000), assim como o efeito toxico do inseticida fenvalerate e seu metabdlito
que causam alteracdes morfolégicas e bioquimicas em eritrocitos de ratos apds
exposicao in vitro (Prasanthi e cols., 2005). Além disso, os eritrocitos servem de
modelo experimental em situagdes associadas ao estresse oxidativo, como a
adaptacao do sistema antioxidante de eritrocitos de ratos treinados e expostos a
hipoxia-hipobarica intermitente para duas altitudes (5700 m e 6300m) (Devi e cols.,
2005).

Considerando o uso de eritrécitos humanos como modelo para investigar o
dano oxidativo e também a necessidade de ampliar os estudos toxicolégicos sobre
0s organocalcogénios, este estudo visa pesquisar a possivel hemdlise de eritrocitos
humanos causada por organocalcogénios. Além disso, devido ao fato dos
organocalcogénios serem comumente usados na sintese organica, é importante
determinar o potencial téxico dos mesmos para realizar prevencdes durante a

exposicao ocupacional.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas gerais do sangue

Um ser humano adulto possui cerca de 5 litros de sangue. Este é constituido
por plasma e células sanguineas. O plasma é o componente liquido do sangue, e
contém (além de agua) proteinas, nutrientes, hormonios, sais minerais e residuos do
metabolismo. As células sanguineas (eritrécitos ou glébulos vermelhos, leucécitos
ou glébulos brancos e plaquetas) circulam suspensas no plasma (Silva, 2002) (figura
1).

Os eritrécitos, leucdcitos e plaquetas tém sua origem, apds o nascimento, na
medula de todos os 0ssos, mas, no adulto, apenas 0s 0ssos chatos (esponjosos
como esterno, costelas, vértebras), que compreendem o 6érgdo hematopoético
(Verrastro e cols., 1996). Os leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, linfécitos
B, linfécitos T e mondcitos) constituem a primeira linha de defesa do sistema imune.
Dessa forma, o sangue circula no corpo inteiro, esta em constante estado de
renovagao, e prové uma barreira protetora entre os ambientes externos e internos
(Liew e cols., 2006).

As células do sangue diferem umas das outras nas funcdes bioldgicas e nas
caracteristicas metabdlicas. Os leucécitos lembram a maioria das células do
organismo, ja que contém nucleo, mitocdndrias e ribossomos; em consequiéncia
podem sintetizar proteinas e lipideos. A demanda de energia dos leucécitos é
suprida pelo ciclo de Krebs (Burtis e Ashwood, 1998).

As plaquetas sdo de fundamental importancia, pois quando ocorre lesdo do
endotélio de um vaso sanguineo, elas sao ativadas, aderem ao local da lesao e
aglutinam-se umas as outras, promovendo a interrupcdo da perda sanguinea
(processo de hemostasia) e participam ativamente da cascata da coagulagdo do
sangue, liberando varias proteinas e lipoproteinas que ativam determinados fatores
da coagulacao (Souza e Régo, 1996).

Considerando que este estudo foi realizado com eritrocitos serdo vistos a
seqguir alguns topicos desta célula.
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Revestimento de Plaguetas Plasma
vaso sanguineo

Glébulos Glébulos
brancos vermelhos

Figura 1: Vaso sangiiineo (cortado ao meio), onde aparecem os elementos figurados (plaguetas,
glébulos vermelhos e brancos), suspensos sobre o plasma sanguineo.’

2.1.1. Eritrécito

O eritrécito é a unidade morfologica da série vermelha do sangue circulante,
derivado de células pluripotentes (stem cell) na medula éssea por um processo de
maturacao chamado eritropoiese, os eritrécitos maduros s@o aproximadamente
discos bicdncavos com 7.2 um de diametro, 1.5 a 2.5 ym de espessura, com um
volume médio de 90 fL. (Schwabbauer, 1998).

Sao as células sanguineas que existem em maior quantidade e para a
formagao do eritrécito, € necessério ferro, acido félico e vitamina Bq,. Os eritrécitos
maduros sdo desprovidos de nucleo e organelas e sao degradados (apds cerca de
120 dias) no bacgo e figado (Silva, 2002). A maturacdo dos eritrocitos é estimulada
pelo horménio eritropoietina, secretado pelos rins em resposta a diminuicdo do
fornecimento de O, 2. Os eritrocitos maduros ndo possuem nicleo, mitocondrias, e
ribossomos, sdo, portanto, incapazes de biossintetizar proteinas e por isso
dependem principalmente da glicélise anaerdbica para suprir as suas necessidades
energéticas (Burtis e Ashwood, 1998).

! Figura disponivel em <http:/www.webciencia.com/11_20composicao.htm>

2 Manual Merck-Biologia do sangue disponivel em <http://www.msd-
brazil.com/msdbrazil/patients/manual_Merck/mm_sec14_152.htmlI>
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A membrana eritrocitaria é essencialmente constituida de lipideos e proteinas
(Murador e Deffune, 2007). Esta membrana consiste em uma bicamada fosfolipidica,
que representa aproximadamente 50% de sua massa total e forma a barreira entre
dois compartimentos liquidos, intra e extracelular (Cooper, 1997). As trocas entre
estes compartimentos séo feitas através de bombas, canais de trocas de ions e
transporte molecular como o da glicose (Wajcman e cols.,, 1984). O modelo
estrutural de membrana eritrocitaria mais aceito € o de mosaico bilipidico e fluidico
proposto e descrito por Singer e Nicolson em 1972 como representado na Figura 2.

Glicoproteina Fluido extracelular

Glicolipidio
Colesterol

Carboidrato

Proteinas Citoplasma

Fosfolipidios

Figura 2. Modelo de mosaico bilipidico e fluidico da membrana celular.’

A principal funcao do eritrécito é transportar a hemoglobina. Esta por sua vez
€ uma proteina responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos
e pelo transporte do gas carbdnico produzido pela respiracdo dos tecidos para os
pulmdes para ser exalado (Nelson e Cox, 2002). A funcdo e a integridade dos
eritrécitos sao afetadas negativamente pelo estresse oxidativo. Os eritrécitos sao
utilizados em muitos estudos relacionados a composicdo e ao comportamento de
membrana, devido, principalmente, a sua disponibilidade e acessibilidade. De fato, a
mudanca na permeabilidade da membrana aumenta a peroxidagao lipidica (Rohn e
cols., 1998), altera a morfologia da célula (Shinar e cols., 1989) e também pode

8 Figura disponivel em < http://paginas.ucpel.tche.br/~mflessa/bi6.html>
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causar hemolise (Vissers e cols., 1994; Zou e cols., 2001). Além disso, qualquer
alteracdo da membrana dos eritrocitos, seja em sua composicao ou estabilidade,
serve de ferramenta diagnéstica para uma série de doencas e para estudos de
comportamentos celulares mediante ganho de idade, exercicios fisicos, dieta ou a
exposicdo a pesticidas da classe glicina substituida (Marigliano e cols., 1999;
Mazzanti e cols., 2002; Srinivasan e Kempaiah, 2006; Batista e cols., 2007; Firmino,
2007).

O hematocrito € o volume da massa eritride de uma amostra de sangue,

expressa em percentagem do volume desta (Failace, 2003) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de referéncia * do eritrograma em adultos.

Homens Mulheres
Eritrocitos (M/uL) 53+0,8 4,7+0,6
Hemolglobina (g/dL) 15,5+ 3,0 13,6 +2,5
Hematécrito (%) 470+7,0 42,0 +6,0

* Adultos brancos; 5% abaixo, em negros. (média = 2 DP).
Fonte: Hemograma: Manual de Interpretagdo (Failace, 2003, p.43).

2.1.2. Hemolise

O termo hemdlise significa lise ou destruicdo do eritrécito. A medida que o
eritrécito torna-se mais velho, certo nimero de enzimas glicoliticas diminui de
atividade, a membrana torna-se comprometida, a concentragdo de hemoglobina
celular aumenta e a plasticidade celular diminui. A deformabilidade do eritrécito €
colocada a prova quando da sua passagem pelos capilares e, principalmente, pelos
poros curtos do sistema reticuloendotelial, particularmente, o bagco. Dessa maneira,
os eritrocitos sao forcados a ultrapassar aberturas de varios formatos geométricos
encontrados no bago, caracterizando-o como um 06rgao de filtracdo mecéanica
(Rossetto e Abatti, 2005). Fisiologicamente, ha permanente lise dos eritrocitos
principalmente pelas células do baco. Esta lise € compensada pela formacao de

novos eritrécitos na medula 6ssea, de modo a manter estavel o nUmero de eritrocitos
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na circulacdo. E importante este equilibrio entre a formagao e a destruigao fisiolégica
para nao ocorrer anemia (Verrastro e cols., 1996).

A hemdlise pode ser produzida por reacdes a certos medicamentos, como um
processo auto-imune, devido a presenca de hemoglobinas anormais ou, no caso
mais freqlente da circulacdo extracorpérea, por trauma fisico (Souza e Elias, 2006).

2.2. Selénio

2.2.1. Aspectos Gerais

Este elemento quimico foi descoberto em 1817 pelo sueco Jons. J. Berzelius,
pertence ao grupo 16 da tabela periddica, pode apresentar-se sob quatro estados de
oxidacao: —II (seleneto), 0 (Se elementar), +IV (selenito), e +VI (selenato) (Esquema
1)(Chasteen e Bentley, 2003).

Se? > Se’ < Se0;* < Se0,”
seleneto elemento selenito selenato

Esquema 1: Estados redox do selénio (Chasteen e Bentley, 2003).

O Se é distribuido largamente ao longo da crosta terrestre em rochas,
minerais, combustiveis fésseis e material vulcanico. Os solos derivados desses
materiais tem conteudos de Se que variam de tracos para potencialmente téxico
(Lockitch, 1989).

O interesse por esse elemento surgiu no comeco da década de 30 quando
foram detectados casos de toxicidade crbnica e aguda em animais que viviam em
regides seleniferas, pois causava emagrecimento, perda de pélos e anemia (Moxon
e Rhian, 1943).

Em 1957 foi demonstrado em ratos, que o Se € um elemento trago essencial
na dieta, e pode ser usado para prevenir estados de deficiéncia nutricional,
particularmente quando usado em combinacdo com vitamina E e aminoacidos
contendo enxofre (Schwartz e Foltz, 1957). A essencialidade de Se em humanos foi
estabelecida em 1979, quando suplementos com Se foram usados com sucesso
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para tratar um paciente com distrofia muscular que havia recebido previamente

nutricdo parenteral durante um longo periodo (van Rij e cols, 1979).

2.2.2. Metabolismo e Atividade biol6gica

A Junta de Alimentacado e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados
Unidos propée uma ingestdo didria de 50-200 ug de Se na dieta, a qual é
considerada segura e saudavel para adultos (Food and Nutrition Board, 1989). Por
outro lado, sabe-se que a concentracdo alimentar requerida de Se é muito prdéxima
da dose que pode ser tdxica (Oldfield, 1987).

O Se aparece nas formas organica e inorganica. A forma inorganica que é
mais utilizada na suplementacao alimentar é o selenito de sédio (Na>SeOs), que é
absorvido majoritariamente no intestino. As formas inorganicas (selenito e selenato)
séo reduzidas a seleneto e imediatamente destinadas a sintese de selenoproteinas
e 0 excesso € excretado (Navarro-Alarcén e Lopez-Martinez, 2000).

A forma organica é encontrada predominantemente em graos, peixe, carne,
aves, ovos, e produtos derivados do leite e entra na cadeia alimentar pelo consumo
de plantas (Navarro-Alarcén e Lépez-Martinez, 2000, Muniz-Naveiro e cols., 2005).
Algumas pesquisas mostraram que leveduras enriquecidas com Se e algumas
plantas como cebola, alho, cha e fungos podem atuar como suplementos organicos
de Se (Ip e cols., 1992, Whanger e cols., 2000, Dumont e cols., 2006).

O Se organico esta presente como selenocisteina e selenometionina
(Esquema 2). Estes aminodcidos sdo metabolizados para seleneto pela beta-liase
(Burk e Hill, 1993). Este seleneto também ¢é utilizado na sintese de selenoproteinas,
e pode ser excretado nas formas mono -, di -, ou tri-metilados, sendo que a principal
forma excretada encontrada na urina € a trimetilada (Vadhanavikit e cols., 1993)

(Esquema2).
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Selenato (Se04?)

!

Selenito (SeO3?)

Selenoproteinas (selenocisteina) l
Proteinas Gerais
T Selenodiglutationa
l T (GS-Se-SG)
—— Selenometionina selenophosphate l
Selenocisteina—_ 5 Seleneto de Hidrogénio Glutatioselenol
(H2Se) (GS-SeH)

» Metilselenol (CH3SeH)

!

Seleneto de Dimetila (CH3) .Se » fespiracéo

|

Trimetilselendnio (CH3);Se®  ——— urina

Esquema 2: Metabolismo de selénio em animais (Tinggi, 2003).

Recentemente, foi demonstrado que dentro dos niveis normais de Se, ou
seja, ndao téxicos, a principal forma encontrada na urina é como seleno-agucar (13-
metilseleno-N-acetil-D-galactosamina (Suzuki e col., 2005).

O Se é amplamente distribuido em tecidos do corpo e € um componente
importante de muitas enzimas antioxidantes. Sabe-se que o Se esta presente como
residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas tioredoxina redutase (Holmgren,
1985), iodotironinas desiodases (Behne e Kyriakopoulos, 1990) e GPx (Wingler e
Brigelius-Flohé, 1999). A incorporacdo de Se no organismo, especialmente como
cofator de enzimas do sistema antioxidante, depende, além da quantidade
absorvida, da sua conversdo a uma forma biologicamente ativa (Foster e Sumar,
1995).

A fungéo biologica mais conhecida do Se é sua agao antioxidante, por formar
o sitio ativo da GPx que é responsavel pela remogao de perdxidos. O ciclo de reacao
proposto para a enzima GPx ocorre em trés etapas (Esquema 3). Inicialmente a
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selenocisteina presente no sitio ativo da enzima reage com um hidroperéxido
organico para formar o acido selenénico; a seguir, ocorre uma reducao sequencial

(duas etapas) da enzima com oxidagao da GSH (Sies, 1993).

E-Cys-SeH + ROOH = E-Cys-SeOH + ROH
E-Cys—SeOH + GSH = E-Cys-Se-SG +H.0
E-Cys-Se-SG + GSH = E-Cys-SeH + GSSG

Esquema 3: Redug¢éo de hidroperdxidos pela GSH-Px (Sies, 1993).

A deficiéncia de Se na dieta pode causar doengas musculares em carneiros e
gado (Wolf e cols., 1963), além de algumas patologias humanas, como doencas
cardiovasculares (Alissa e cols., 2003), céancer, cirrose, esclerose e diabetes
(Navarro-Alarcon e Lépez-Martinez, 2000). Em adicdo a sua essencialidade
nutricional, o Se tem apresentado importantes beneficios a saude. Estes incluem a
reducdo de incidéncia de algumas desordens, aperfeicoando a funcdo imune
(McKenzie e cols., 2001), reduzindo a infeccao vir6tica (Beck e cols., 2003) e
também sua acdo como um agente preventivo do cancer, quando administrado em

doses farmacolégicas (Whanger, 2004).

2.2.3. Toxicidade

A toxicidade de compostos de Se ndo depende apenas da forma quimica e da
quantidade consumida deste elemento, mas também de uma variedade de outros
fatores incluindo a cobaia, a idade, o estado fisiolégico, a nutricdo e a rota de
administracdo (Tinggi, 2003). Quando a ingestao diaria de Se excede a capacidade
corporal de eliminagdo, algum tipo de intoxicagdo pode ocorrer € 0s sintomas
crbnicos mais comuns sdo: irritagdo severa das vias respiratorias, gosto tipicamente
metalico na boca, edema pulmonar e cheiro caracteristico de alho (Bedwall e cols.,
1993; Diaz e cols., 1997).

Na década de 60, especulava-se sobre os efeitos toxicos do Se, onde seu
excesso causaria a inativacdo das enzimas sulfidrilicas (Tsen e Collier, 1959;
Schwarz, 1961). A toxicidade do Se (Selenosis) foi estudada em humanos e também
em animais. Doses altas de Se (> 900ug/ dia) produzem uma sindrome téxica de
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dermatite, perda de cabelo, unhas doentes e neuropatia periférica (Beers e Berkow,
1999). Da mesma forma, foi relatado que o excesso de Se causa morte em aves
adultas, deformacdes e morte embrionaria (Ohlendorf, 1999) e ainda, causa
teratogenicidade em ratos (Usami e cols., 1999).

Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade do Se ainda
nao estarem completamente esclarecidos, foi proposto que a toxicidade esta
envolvida com a sua interacao com grupos tidlicos. Segundo Seko e cols. (1989), a
reacao do selenito com GSH produziria radical superéxido, conforme ilustrado no

Esquema 4.

4 GSH GSSG GSH GSSG  GSH GSSG O,

Se032’\—/: Gssesc N Gssen N_ff HSe le Se’

Esquema 4: Producéo de superdxido pela reducao do selenito com tidis (Seko e cols., 1989).

Além do trato gastrointestinal, o Se pode ser absorvido por tecidos cutaneos
ou por inalacdo. Estas duas ultimas vias de absorcédo de Se estédo relacionadas com
a exposicao e intoxicagao ocupacional por compostos de Se (Whanger e cols.,1976).
Apos a absorgéo, os maiores niveis de Se estédo localizados nos eritrécitos, figado,
baco, coracdo, unhas e no esmalte dos dentes, enquanto que menores quantidades
sao depositadas no miocéardio, musculo esquelético e cérebro (Martin e Gerlack,
1972).

O Se pode ser eliminado do organismo pelas vias excretoras - urina, fezes e
ar expelido. Os rins tém um papel importante, pois a excre¢ao urinaria é considerada
uma das principais rotas de desintoxicacdo e de eliminacdo em animais e humanos.
Por ser excretado na urina, essa pode ser usada como indicadora em casos de
intoxicacdo ou de exposicao a altos niveis desse elemento (Valentine e cols.,1978).
A excrecao de selénio pelo ar expirado é realizada basicamente pelo composto
volatil seleneto de dimetila e tem sido detectado na respiracdo de individuos
expostos acidentalmente a niveis altos desse elemento (Mozier e cols., 1988).
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2.3. Telurio

2.3.1. Aspectos Gerais

O elemento Te foi descoberto em 1782. Entretanto, a sintese de moléculas
organicas contendo Te ocorreu no inicio do século XIX. O primeiro composto foi
relatado ha mais de 150 anos atrds com a sintese de teluretos de dietila (Wohler,
1840). Assim como o Se, o Te também pertence ao grupo 16 da tabela periddica e
apresenta-se sob quatro estados de oxidacao: —II (telureto), 0 (Te elementar), +IV
(telurito), e +VI (telurato) (Scansetti, 1992).

O Te elementar é encontrado em muitos minérios, junto com o Se, e é obtido
comercialmente como um sub-produto no refinamento do cobre, do chumbo, do
bismuto e de outros metais (U.S. Bureau of Mines, 1985). Este elemento apresenta a
propriedade de interagir com metais (Painter, 1941; Khayat e Dencher, 1984) sendo
utilizado na produgéo industrial de vidro e ago, e como teluretos de chumbo e
bismuto s&o dispositivos semicondutores utilizados em termelétricas (Chasteen e
Bentley, 2003).

Sabe-se que o Te metalico esta presente na composicdo de organismos
vegetais, tais como o alho (Larner, 1995) e também esta presente na forma de
telurocisteina e telurometionina em muitas proteinas de bactérias (Boles e cols.,
1995; Budisa e cols., 1995), leveduras (Yu e cols., 1993) e fungos (Ramadan e cols.,
1989). Mas até o presente momento, proteinas contento Te ndo foram identificadas
em células animais. Por isso, o Te nao apresenta funcéao fisiol6gica descrita até o
momento, em mamiferos (Taylor, 1996).

2.3.2. Toxicidade

Casos de intoxicacao ocupacional aguda por Te sao raros, entretanto, quando
ocorrem, 0s sintomas sdo: dores de cabeca, sonoléncia, nduseas, alteragdo da
frequéncia cardiaca, bem como odor caracteristico de alho, na respiragdo e na urina
(Muller e cols., 1989; Taylor e cols., 1996).

A toxicidade desse elemento parece estar relacionada ao seu estado de
oxidacdao. O mecanismo proposto para explicar essa toxicidade envolve a
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oxirreducao de grupos —SH de moléculas biologicamente ativas (Blais e cols., 1972;
Young e cols., 1981; Deuticke e cols., 1992).

O di6éxido de Te, um composto inorganico que se demonstrou teratogénico,
induziu a formagao de hidrocefalia, edema, exoftalmia, hemorragia ocular, hérnia
umbilical, a ndo descida dos testiculos, rins pequenos e diminuicdo no tamanho
corporal, de uma maneira relacionada a dose, em fetos de ratas Wistar, quando
administrado diariamente em injecdes sub-cutanes, na mae, do 15% ao 19° dia da
gestacao (Perez-D’Gregério e Miller, 1988).

2.4. Organocalcogénios

Os organocalcogénios tém sido alvos de interesse como intermediarios e
reagentes em sintese organica (Comasseto e cols., 1997; Braga e cols., 1997; Zeni
e cols., 2003), em virtude de suas aplicacbes sintéticas e de suas propriedades
farmacolégicas (Parnham e Graf, 1991; Kanda et al., 1999; Nogueira et al., 2004).
Dessa forma, o risco de contaminagcdo ocupacional por organocalcogénios motiva

estudos toxicolégicos.

2.4.1. Compostos organicos de Se: Propriedades Farmacoldgicas e Toxicoldgicas

Varios trabalhos tém demonstrado que compostos organicos de Se exibem
propriedades farmacologicas, que vao desde a agdo como potentes agentes
terapéuticos contra o cancer (El-Bayoumy e Sinha, 2004; Das e cols., 2005; Klein,
2006), retardar o processo de envelhecimento (Soriano - Garcia, 2004), e
experimentalmente foi demonstrado também que o ebselen possui efeito
neuroprotetor em varios modelos de neurotoxicidade (Daiber e cols., 2000; Rossato
e cols., 2002).

Assim como o ebselen, o disseleneto de difenila também possui atividade
antiinflamatéria, antinociceptiva e neuroprotetora (Nogueira e cols., 2003a; 2004;
Ghisleni e cols., 2003). Nos ultimos anos, tem sido descrito que este composto
organico de Se apresenta propriedades antillcera (Savegnago e cols., 2006) e
hepato-protetora (Borges e cols., 2005a; 2006). Além disto, diversos trabalhos tém

demonstrado que o disseleneto de difenila possui efeito protetor contra a
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lipoperoxidacdo em ratos e camundongos (Meotti e cols. 2004; Santos e cols., 2004;
2005). Da mesma forma, Nogueira e cols. (2004) sugerem que, pelo fato de o
disseleneto de difenila possuir atividades semelhantes as da GPx, este composto é
um bom candidato a ser um agente antioxidante.

No entanto, apesar de suas propriedades farmacologicas Parnham e Graf
(1991) relataram que compostos organicos de Se apresentam toxicidade in vivo e
esta toxicidade é dependente da estabilidade da ligacao cabono—selénio. Santos e
cols. (2009b) mostraram que compostos organicos de Se foram citotoxicos e
genotoxicos em leucécitos humanos in vitro, pois induziram perda da viabilidade
celular e danos no acido desoxirribonucléico (DNA). QOutros estudos relatam que o
ebselen apresenta toxicidade quando administrado por via subcutanea durante 21
dias em filhotes de ratos, induzindo a danos oxidativos no figado dos mesmos
(Farina e cols., 2004). Além do ebselen, pesquisas mostram que o disseleneto de
difenila também apresenta toxicidade, pois quando administrado de forma crénica e
em altas doses pode causar danos cerebrais em camundongos (Maciel e cols.,
2000; Jacques-Silva e cols., 2001). De fato, Nogueira e cols. (2003b) demonstraram
que o disseleneto de difenila pode causar efeitos neurotéxicos em camundongos
quando administrado via intraperitoneal, sugerindo que a neurotoxicidade depende
da rota de administracao.

Além disso, o disseleneto de difenila pode causar inibigdo da enzima Na*, K*-
ATPase cerebral de ratos (Borges e cols., 2005b) e afetar o sistema glutamatérgico
em plaguetas humanas (Borges e cols., 2004). Dados da literatura também indicam
que o disseleneto de difenila possui varios efeitos toxicos como teratogénico,
causando ma-formacéo éssea e outras anomalias em fetos de ratas tratadas com
este composto (Favero e cols., 2005), efeito pro-oxidante em leveduras (Rosa e
cols., 2005) e efeitos mutagénicos em salmonella (Rosa e cols., 2004). Em sangue
humano foi demonstrado que o (PhSe), inibe a atividade da enzima delta
aminolevulinato desidratase (3-ALA-D), devido a interacdo com os grupos —SH da
enzima (Nogueira e cols., 2003c). Além disto, foi demonstrado que camundongos
tratados com cloreto de mercurio (HgCl,) e (PhSe),, simultaneamente, apresentam
alta taxa de letalidade (Brand&o e cols., 2006).
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2.4.2. Compostos orgéanicos de Te: Propriedades Farmacol6gicas e Toxicologicas

Alguns autores tém sugerido o uso de compostos organicos de Te como
antioxidantes e antiinflamatérios (Engman e cols., 1995; Nogueira e cols., 2004;
Souza e cols., 2009), como drogas antitumor e antivirais (Sredni e cols., 1988; Nyska
e cols., 1989; Sun e cols. 1996) e mimetizadores da atividade da enzima GPx
(Engman e cols., 1992; Anderson e cols., 1993), uma importante enzima endoégena
que participa de reacdes de neutralizacao de agentes pré-oxidantes.

Pesquisadores estudaram o efeito de alguns teluretos em eritrGcitos, quando
expostos ao estresse oxidativo; em baixas concentracbes, estes compostos
apresentaram efeito protetor sobre danos no DNA sem alterar a taxa de hemolise.
Entretanto o mesmo ndo ocorreu em altas concentragdes, nas quais, esses teluretos
aceleraram a taxa de hemolise e dois deles foram fortemente genotéxicos (Tiano e
cols., 2000).

Dados sobre a toxicidade destes compostos ainda s&o raros na literatura, mas
existem alguns trabalhos do nosso grupo demonstrando que compostos organicos
de Te sdo mais toxicos que os de Se (Maciel e cols., 2000, Meotti e cols., 2003;
Borges e cols., 2004).

Os compostos organicos de Te sao potentes agentes neurotoxicos, pois
bloqueiam a sintese do colesterol, que é um precursor da mielina, inibindo a
atividade da enzima esqualeno monooxigenase, responsavel pela conversdo do
esqualeno a 2,3-epoxiesqualeno, um precursor do colesterol. A sensibilidade da
enzima aos compostos organicos de Te deve-se a reacdo desses compostos com
grupamentos sulfidrilicos e com a ligagdo de cisteinas vicinais (Landen e Porter,
2001). Sendo assim, os compostos organicos de Te inibem a sintese de colesterol
nas células de Schwann, o que resulta no bloqueio da formacao de mielina e no
acumulo de esqualeno. A consequiéncia desse processo € uma desmielinizacao ou
hipomielinizagcdo, que pode ser a causa das neuropatias ocasionadas por esses
compostos (Wagner-Recio e cols., 1994).

Alguns autores observaram que o ditelureto de difenila, um organotelureto, é
neurotoxico para camundongos (Nogueira e cols., 2002; Moretto e cols., 2003),
produz toxicidade hepatica e renal para roedores (Meotti e cols., 2003), reduz o
tamanho fetal e o peso e induz varias anormalidades morfologicas, em fetos de ratos
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de Wistar (Stangherlin e cols., 2005). Além disso, este composto e outros compostos
organicos também sao citotéxicos in vitro (lwase e cols., 2004; Sailer e cols., 2004).

2.5. Glutationa

O tripeptideo glutationa (g-L-glutamil-L-cisteinilglicina) € o tiol celular que esta
presente em concentracdes até 12 mM em células mamiferas (Cooper, 1997). A
Glutationa é sintetizada in vivo pela acado sucessiva de duas enzimas (Meister,
1974). A enzima y-glutamilcisteina sintetase usa glutamato e cisteina como substrato
para formar o dipeptideo yGluCys (g-L-glutamil-L-cisteina) que é combinado com
glicina em uma reagdo catalisada por glutationa sintetase para gerar GSH. O
trifosfato de adenosina (ATP) é um co-substrato para ambas as enzimas. O nivel
intracelular da glutationa é regulado pela inibicao do feedback da yGluCys sintetase
pelo produto final, a GSH (Richman e Meister, 1975; Misra e Giriffith, 1998). Assim, a
sintese e o consumo celular da glutationa sédo balanceados.

A GSH apresenta fungdes importantes, como antioxidante, participa da
reacao de detoxificacdo de xenobidticos, é um co-fator em reacdes de isomerizacao,
e € armazenada e transportada na forma de cisteina (Meister e Anderson, 1983;
Cooper, 1997). Além disso, é essencial para a proliferacdo celular (Poot e
cols.,1995) e conserva o potencial redox de tidis em células, mantendo os grupos
sulfidrila das proteinas na forma reduzida (Cotgreave e Gerdes, 1998).

O sistema da glutationa & muito importante para a defesa celular contra
espécies reativas de oxigénio (ERO). A alta concentracao intracelular de glutationa
protege contra uma variedade de diferentes EROs.

Durante a detoxificagdo de ERO, a GSH é envolvida em dois tipos de
reacdes: (1) GSH reage nao enzimaticamente com radicais como anion superoéxido,
oxido nitrico ou o radical hidroxila (Saez e cols., 1990; Clancy e cols., 1994;
Winterbourn e Metodiewa, 1994; Singh e cols., 1996) e (2) GSH é o doador de
elétron para a reducao de peroxidos na reacdao de GPx (Chance e cols., 1979). O
produto final da oxidacao da GSH é o dissulfeto de glutationa (GSSG). Dentro das
células a GSH é regenerada apartir do GSSG pela reacao catalisada pela glutationa
redutase (GR) (Dringen, 2000).
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A GSH é um marcador da viabilidade celular e sua diminuigédo € indicativa de
lesdo oxidante. Seu déficit acarreta diminuicdo da resisténcia as drogas e radiacdes,
da capacidade de reversao de tumores e da sintese do ascorbato em animais
(Halliwell e Gutteridge, 1985).

2.6. Danos oxidativos

As EROs sao produzidas normalmente durante o metabolismo celular. As
ERO incluem radicais livres, que apresentam elétron desemparelhado centrado no
atomo de oxigénio como radicais hidroxila (HO") e anion superéxido (O,"), e também
oxigénio e perdxido de hidrogénio (H2O), ndo radicalares entre outros (Halliwell,
2000; Pietta, 2000). Os radicais livres possuem uma grande reatividade, causando
lipoperoxidacao e oxidacdes de proteinas e DNA (acido desoxirribonucleico) (Poli e
cols., 2004).

As membranas celulares, as quais contem grande quantidade de &cidos
graxos poliinsaturados, podem sofrer danos mediados por radicais livres. A
lipoperoxidacdo é iniciada por algum radical que, ao reagir com os lipidios
insaturados das biomembranas, resulta na formacao de hidro ou lipoperoxidos, que
sdo altamente reativos e podem iniciar uma cascata oxidativa, com severas
consequéncias a integridade da membrana. Nestas reacées ocorre a liberagdono
meio de produtos da degradacdo de acidos graxos, tais como o malondialdeido
(MDA) (Marnett, 1999). A quantificacdo de tal composto tém sido utilizada para
avaliar a extensao do dano oxidativo. Esta quantificacdo pode ser feita pela reacao
com o &cido tiobarbiturico (TBA), a qual tem sido usada como uma medida de
lipoperoxidacao (Ohkawa e cols., 1979) (Esquemas).
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NYN OH OH _~N<_SH
+ CH2 — \[r + 2H0
NJ Lro \lCH—CH=CH</N
OH

OH

TBA MDA Produto

Esquema 5: Reacao colorimétrica do TBA com o MDA, que é um produto secundario da peroxidagéo
lipidica de &cidos graxos poliinsaturados, levando a um produto final de coloragdo rosa e duas

moléculas de agua.

O excesso de ERO no organismo é combatido por antioxidantes endégenos
ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000) “Antioxidante é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagcdo do mesmo”.
Os antioxidantes produzidos endogenamente podem agir enzimaticamente, a
exemplo da GPx, catalase (CAT) e superdéxido dismutase (SOD) ou, nédo
enzimaticamente como a glutationa, peptideos de histidina e proteinas ligadas ao
ferro (transferrina e ferritina) (Finkel, 2000). Além dos antioxidantes enddgenos, o
organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), -
caroteno (pro-vitamina-A), &cido ascoérbico (vitamina-C) e selénio (Brzezinska-
Slebodzinska e cols.,1994; Halliwell, 1995; Pietta, 2000; Anderson e cols., 2005;
Valko e cols., 2006).

Entre as peroxidases que contém selénio, a que se destaca € a GPx. Esta
enzima catalisa a reducao de per6xidos utilizando grupos tidlicos (principalmente
glutationa) como doadores de elétrons (agente redutor), protegendo dos danos
oxidativos (Matés, 2000). Como ja visto, os perdxidos sdo espécies reativas de
oxigénio e estdo relacionados com a propagacao da lipoperoxidagcado; portanto, a
remocdo de peroxidos atenua os danos oxidativos nas membranas celulares

(Esquema 6).

GPx

2GSH + H,O, — GSSG + 2H0

GP
2GSH + ROOH —X+% GSSG + ROH +H,0

Esquema 6: Remocao de peroxidos pela agédo catalitica da GPx (Valko cols. 2005).
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Sob condicbes normais, tem-se um equilibrio, ou seja, os sistemas
antioxidantes celulares minimizam os danos causados pelas ERO. Porém, quando a
producdo de radicais livres excede a capacidade protetora da célula, tém-se o
estresse oxidativo (Figura 3) (Schulz e cols., 2000). Alteragdes neste equilibrio entre
pré- e anti- oxidantes no organismo, implicam em varios processos biolégicos e
patolégicos, como envelhecimento, inflamacédo, carcinogénese, isquemia,
hipertensao, catarata, enfisema pulmonar, diabetes, doengas neurodegenerativas e
doencgas autoimunes (Lerman e cols., 2001; Salganik, 2001 e Aksenov e cols .,
2001; Senthila e cols., 2004; Zhou e cols., 2004; Sarban e cols, 2005; Kotlyar e cols.,
2006;).

Este desequilibrio pode ser causado por espécies de origem enddgena, pelo
metabolismo de xenobidticos ou por compostos de origem exdégena (Wieslander, e
cols., 1998), como pode ocorrer na presenga de altas concentragbes de
organocalcogénios (Nogueira e cols., 2004).

Estresse oxidativo ~—- Defesas anti-oxidantes

o o

T Morte celular T Sobreviver

Figura 3. Equilibrio entre geragdo de EROs e sistemas antioxidantes. Um desequilibrio de
ambos os sistemas devido a qualquer producéo excessiva de ROS (esquerda) ou reducdo de
defesas antioxidantes (direita) conduz ao estresse oxidativo (Schulz et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Avaliar a toxicidade de organocalcogénios, por meio de um sistema in

vitro, utilizando eritrécitos humanos.

3.2.0bjetivos especificos

» Avaliar se os organocalcogénios [(S)-2-fenil-4-(fenilselenometil)-4,5-dihidrooxazol
(1), (R)-2-fenil-4-(2-(fenilselenoetil)-4,5-dihidrooxazol (2), seleneto de difenila (3),
telureto de difenila (4), (S)-tert-butil 1-disseleneto-3-metiloutano-2-N-(carbamato)
(5), (S)-tert-butil 1-disseleneto-3-fenilpropano-2-N-(carbamato) (6), 1-telurobutil-
estirila (7), 2-dicloreto de butilteliro-penteno-1-fosfonato (8), telureto de bis-
estirila (9), 2 - (butilteldrio) tiofeno (10), 2-(butilteldro) furano (11), disseleneto de
difenila (12), ditelureto de dinaftila (13), ditelureto de difenila (14)] e os compostos
inorganicos: selenito de sodio (15) e didxido de selénio (16) causam hemdlise em
eritrocitos in vitro.

» Verificar os niveis de peroxidacao lipidica em eritrécitos na presenca dos
organocalcogénios (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14) e dos compostos
inorganicos (15, 16) através da medida das espécies reativas ao acido tio
barbitarico (TBARS) in vitro, em eritrécitos humanos.

» Investigar o efeito da GSH e da glicose nas propriedades hemoliticas dos
diorganocalcogénios:  (S)-tert-butil1-disseleneto-3-metilbutano-2-N-(carbamato)
(5), (S)-tert-butil 1-disseleneto-3-fenilpropano-2-N-(carbamato)(6), disseleneto de
difenila(12), ditelureto de dinaftila (13), ditelureto de difenila (14) em eritrocitos
humanos in vitro.

» Determinar a oxidagdo de grupamentos tidis pelos compostos
diorganocalcogénios (5, 6, 12, 13, 14) in vitro.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta tese estao apresentados sob a forma de
artigos cientificos, os quais se encontram organizados neste item. Os itens Materiais
e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos préprios artigos e representam a integra deste estudo. Os artigos
1 e 2 estdo dispostos na forma que foram publicados na edicao da revista cientifica.
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4.1 — ARTIGOS CIENTIFICOS: CAPITULO 1

4.1.1. Artigo 1

INVESTIGACAO DA POTENCIALIDADE TOXICA DE CALCOGENIOS
EM ERITROCITOS

SCREENING OF POTENTIALLY TOXIC CHALCOGENS IN
ERYTHROCYTES

VIVIANE PATRICIA P. SCHIAR, DANUBIA B. DOS SANTOS,
DIOGO S. LUDTKE, FABRICIO VARGAS, MARCIO W. PAIXAO,

CRISTINA W. NOGUEIRA, GILSON ZENI, JOAO BATISTA T. ROCHA.

Toxicology in Vitro 21 (2007) 139—-145.
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Abstract

Previous literature reports have demonstrated that a number of human diseases, including inflammation and cancer, can be caused by
environmental and occupational exposure to toxic compounds, via DNA damage. protein modifications, or lipid peroxidation. The pres-
ent study was undertaken to screen the toxicity of a variety of chalcogens using erythrocytes as a model of cell injury. The toxicity of these
compounds was evaluated via quantification of hemolysis and lipid peroxidation. The present investigation shows that diphenyl ditellu-
ride and phenyl tellurides are toxic to erythrocytes. The organoselenium compounds were not toxic to erythrocytes even when tested at
high concentrations and with a hematocrit of 45%. The hemolytic effect of tellurides was not positively correlated with thiobarbituric
acid-reactive substance (TBARS) production suggesting that lipid peroxidation is not involved in the hemolysis provoked by organotellu-
rium compounds. The results suggest that chalcogen compounds may be toxic to human erythrocytes, depending on their structure.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Organotellurium; Organoselenium; Hemolysis: Erythrocytes; Lipid peroxidation; Toxicity

1. Introduction

Selenium and tellurium both belong to the metalloid
family of elements and, therefore, share some similar chem-
ical characteristics. Similar to selenium (Painter, 1941).
inorganic tellurium is toxic to mammalian species (Taylor,
1996). This compound is considered a non-essential element
for life (Chasteen and Bentley. 2003; Kron et al., 1991), but
it 1s used in the industry in glass and steel production and as
a gasoline antiknock additive (Fairhill, 1969). Similarly,
organotellurium compounds are also used as stabilizers for
polymers (Engman et al. 1996) and in the photography
industry (Kodak, 1989).

Research has focused on the ability of organoselenium
(Meotti et al.. 2004; Nogueira et al., 2004) and organotellu-
rium compounds to act as antioxidants (Mogueira et al.,
2004; Kanski et al., 2001; Wieslander et al., 1998; Engman

* Corresponding author. Tel: +55 55 32208140; fax: +55 55 32208031.
E-mail address; jbtrochai@yahoo.combr (LB.T. Rocha).

O887-2333/% - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/).tiv.2006.08.006

et al, 1995). However, data from our research group has
suggested that diphenyl ditelluride, an organotellurium
compound, i neurotoxic to mice, produces renal and
hepatic toxicity in rodents (Nogueira et al.. 2004), reduces
fetal size and weight, as well as inducing other morphologi-
cal abnormalities (Stangherlin et al., 2005). In contrast to
ditelluride, diphenyl diselenide is less toxic to rodents, but
can increase the incidence of skeletal anomalies in develop-
ing rats (Favero et al, 2005) and also has pro-oxidative
effects on yeast (Rosa et al, 2005) and mutagenic effects on
Salmonella (Rosa et al., 2004).

In spite of this, organoselenium compounds have been
considered as potential therapeutic agents for cancer (El-
Bayoumy and Sinha, 2004) and ebselen and diphenyl disele-
nide have neuroprotective effects in several models of
neurotoxicity (Nogueira et al. 2004) as well as enhancing
memory in mice (Rosa et al., 2003).

The erythrocyte is a type of cell that contains high con-
centrations of polyunsaturated fatty acids, molecular oxy-
gen and ferrous ions in the ligand state (Niki et al., 1991).
For this reason. it can be expected to be highly vulnerable
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to reactions involving free radicals. and can be very suscep-
tible to lipid peroxidation and hemolysis in the cell mem-
brane (Brandio etal, 2005; Bosi etal, 2004; Devasena
etal, 2001; El-Missiry and Abou-Seif, 2000). However,
these cells possess an efficient antioxidant system at the
cytoplasmic level which makes them exceptionally resistant
to peroxidation when the radicals are produced within the
cell (Clemens and Wailer, 1987). Of particular importance,
erythrocytes provide a simple model to study the protective
or toxic effect of a great variety of substances or situations
associated with oxidative stress (Lexis et al., 2006: Eisele
et al., 2006; Mufioz-Castaneda et al., 2006). Furthermore, to
the best of our knowledge. there 1s no data in the literature
about the anti- or pro-oxidative effect of organochalcogens
on human erythrocytes.

In the present investigation, we compared the ability of
different organochalcogens to induce erythrocyte hemolysis
after invitro exposure and attempted to correlate the
hemolytic activity with the pro-oxidative effect of these
compounds.

2. Experimental
2.1. Reagents

All reagents were of pure analytical grade. The com-
pounds investigated are shown in Fig. 1. All compounds
were prepared according to published procedures (1) (5)-2-
phenyl-4-(phenylselanylmethyl)-4,5-dihydrooxazole (Braga
et al., 2005), (2) (R)-2-phenyl-4-(2-(phenylselanyljethyl)-4,5-
dihydrooxazole (Braga et al, 2005), (3) Diphenylselenide
(Paulmier. 1986), (4) Diphenyltelluride (Petragnani, 1994),
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(3)  (S)tert-butyl  1-diselenide-3-methylbutan-2-ylcarba-
mate (Braga et al., 2003a), (6) (S)-tert-butyl 1-diselenide-3-
phenylpropan-2-ylcarbamate (Braga etal, 2003a), (7)
butyl(styryljtelluride (Petragnani, 1994), (8) diorganotellu-
rium dichloride phosphonate (Braga etal. 2003b), (9)
bistyryltelluride (Petragnani, 1994), (10) 2-(butyltellu-
rium)thiophene (Zeni etal. 2001a), (11) 2-(butyltellu-
riumjfuran (Zeni etal, 2001b), (12) diphenyl diselenide
(Paulmier. 1986), (13) dinaphthalen ditelluride (Petragnani,
1994), (14) diphenyl ditelluride (Petragnani, 1994). All other
chemicals, such as (15) sodium selenite, (16) selenium diox-
ide, (17) biphenyl, (18) sodium hypochlorite were of analyt-
ical grade and obtained from standard commercial
suppliers. The compounds were dissolved in dimethylsulf-
oxide (DMSQ), excepting compound 15 and 18 that were
dissolved in phosphate buffered saline (PBS).

2.2. Samples

Cells used in this study were obtained from healthy vol-
unteer donors from the Hospital da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brazl (age
30+£10). Venous blood was collected into heparinised
tubes. The erythrocytes (RBCs) were separated by centrifu-
gation (2000 rpm for 10min at room temperature) and the
plasma was aspirated. The cell pellet was washed three
times with PBS (6.1 mM and pH 74. containing 150 mM
NaCl) and suspended in PBS. 5.0mM glucose for a hemato-
crit of 45%. Because Ca’® is necessary to maintain the
integrity of the cell membrane, the toxicity studied under
Ca®*-free conditions (PBS) may be different from that
under normal conditions. Thus, for compounds that cause
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Fig. 1. Chemical structure of compounds tested.



hemolysis, we performed the experiments in the presence of
25mM CaCl, and 0.85mM MgCl,. Cells were exposed to
vehicle (DMSO or PBS) or to the compounds (10-200 uM)
for 48 h at (27-29)°C. We attempted to use 37°C, but the
rate of hemolysis in control samples was too high. The pro-
tocol study was reviewed and approved by the appropriate
institutional review board.

2.3, Methods

2.3.1. Hemolysis

After 48h of exposure to chalcogenides, blood was cen-
trifuged (2000rpm for 3min at room temperature), the
supernatant was discharged and 1ml of PBS was added to
1 ml erythrocytes. The extent of hemolysis was analyzed by
adding 24 uL of blood to 4mL of saline-phosphate buffer.
The concentration of hemoglobin was determined spectro-
photometrically at 590nm. The value of 100% hemolysis
was determined by adding 24 pL of blood to 4 mL of PBS
containing 0.01% Triton X-100 and this corresponded to
absorbances of 0.14-0.15. These values were used as the
blank for individual experiments.

2.3.2. Lipid peroxidation and thiobarbituric acid reactions
Lipid peroxidation in human erythrocytes was quanti-
fied by measuring the formation of thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) (Stock and Dormandy, 1971)
with some modifications. After 48 h of exposure to chalcog-
enides, blood was washed twice with PBS and was mixed
with 10% trichloroacetic acid (1:1). Samples were centri-
fuged (10 min). Sodium chloride (150 uL, 150 mM), 600 L
of 1% phosphoric acid and 600uL thiobarbituric acid
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(0.8%%) were added to the supernatant. Samples were heated
at 100°C for 60min. The amount of TBARS produced was
measured at 532 nm. using MDA to construct standard
curves. Lipid peroxidation was expressed as nmol/L MDA
formed.

2.4. Statistical analysis

Statistical significance was assessed by analysis of vari-
ance (ANOVA), followed by SNK test when appropriate.
All values were presented as mean = SEM and the value of
p<0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Hemolvsis

Statistical analysis indicated that compounds 8
(p<0.001) (Fig.2b), 4 (p<0.001).13 (p<0.001). 14
(p=<0.001) and 16 (p<0.01) significantly enhanced the
hemolysis when compared to the control (Fig 2). Com-
pound 18 (p<0.001) was used as a positive control for
hemolysis (Yamaguchi et al., 2001) (Fig. 2b) and compound
17 (p> 0.10) was used to check the possible involvement of
the phenyl structure in the chalcogenides’ hemolytic effect

0 10 40 100 200
Concantration pM

Fig. 2. Effect of organochalcogens on lysis of erythrocytes. Erythrocytes
were incubated for 48 h at (27-29) °C varying the concentrations of chale-
ogens (10200 uM). Data are reported as mean £SEM: * denote
p=0.001; # denote p< 001 as compared to the control group {one-way
ANOVA/ SNK). (a) Erythrocytes incubated with chalcogens 4 -0

(n=58)13 S (n=T-11).14-A(n=8-11),16 V- (n=4) in PBS (pH
74) and 5.0mM glucose. (b) Erythrocytes incubated with chalcogens 4 -
O (n=4.8-0-(n=413-A- (n=3),14 V- (n=4),16 -0 (n=3), 18
—#_ (n=13) in PBS containing Ca® and Mg®* {pH 7.4), 5.0 mM glucose,
2.5 mM CaCl, and 0.85 mM MgCl,.

(Table 1). Compound 14 demonstrated the highest hemo-
Iytic potential when compared to the other compounds
tested (Fig. 2). The hemolytic potential of compound 16
was lower than that of compounds 4. 13 and 14 (Fig. 2). All
the other compounds tested did not modify the hemolysis
(p=0.10) (Table 1).

3.2. Lipid peroxidation
The incubation of erythrocytes with compounds 15

(p=<0.001) and 6 (p=<0.01) for 48 h resulted in a significant
increase in TBARS production (Fig.3). In contrast,
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Table 2
Effect of compounds on lipid peroxidation in human erythrocytes
Concentration C1 c2 C3 e Cs C7 c9 Ccl1o C11 Ci12 Cle EL7"
(uM])
0.0 295+03 169+£01 276+01 1.69+0.1 290+02 285+03 2.85+01 2.85+04 285103 283+02 281 +04 168102

10 256102 140401 274401 193102 294401 290+02 254402 245404 298403 256101 291+05 1.73+02

400 300+02 164402 280+02 233401 266+02 268+02 299+02 208+02 280402 263+0.1 320+04 180102
1000 JO08£02 148402 30102 19003 299103 345+03 299403 216102 288+04 270+£02 36003 16002
20000 200+03 172402 3.06+01 1.62+03 312403 34561401 3.08+03 214103 206103 264400 330+04 174101

Erythracytes were incubated with various concentrations of chalcogens (10-200 pM) in PBS (pH 7.4), 5.0 mM glucose at (27-29)°C for 48 h. The chalgo-
gens and C17 do not caused significant increase in erythrocyte Lipid peroxidation. C1 (n=7), C2(n=35). C3 (n=5-7), C4 (n=4). C5 (n=16). CT (n=8),
CY9 (n=35), C10 (n=35), C11 (n=6), C12 (n =T}, C16 (n=4), C17 (n =4). Data are reported as mean = SEM, (one-way ANOVA/SNK). Lipid peroxida-

tion was expressed as nmol/L MDA formed.
# With 2.5 mM CaCl, and 0.85 mM MgCl; in medium.

I'able 3
Correlation of TBARS hemolysis
Medium 2 4 6 8 13 14 15 16
Panel 4*
Without Ca/Mg  No  Yes™ Yes™ No No Yes* No No
4 6 8 13 14 15 16 18
Panel B®
With Ca/Mg No No Yes* Yes*™ No Ne No No
* Correlations were significant at p <0.05%, p < 0.01**, p < 0.001%**,
* Correlations were significant at p < 0.05*%, p < 0.001*.

was used to check the possible involvement of the phenyl
group in the chalcogens’ effects on TBARS production
(Table 2). All the other tested compounds did not modify
the erythrocyte contents of TBARS (p >0.10) (Table 2).
The quantitative relation between the hemolytic effect
and TBARS production were analyzed (Table 3) for those
compounds which caused significant changes in hemolysis
or TBARS. In the absence of Ca>* and Mg, there was not
a significant correlation between TBARS and hemolysis for
compounds 2. 8, 13, 15 and 16. In contrast, there was a sig-
nificant negative correlation for compounds 4 and 14 and
there was a significant positive correlation for compound 6.
In the presence of Ca® and Mg™, there was no significant
correlation for compounds 4, 6, 14, 15, 16 and 18; whereas a
negative correlation was found for compounds 8 and 13

(Table 3).
4. Discussion

The present study demonstrated that some organochalc-
ogens exhibit a hemolytic effect on human erythrocytes
after 48 h of exposure. The effects of chalcogens were not
modified by dimethylsulfoxide or PBS. The phenyl group of
the organochalcogens cannot account for their hemolytic
effects or changes in TBARS because biphenyl did not
modify these parameters (Tables 1 and 2). Chalcogens
induced hemolysis in a concentration-dependent manner
and at a low concentration (10uM) they did not alter
hemolysis (Fig. 2). Similar results have been obtained using
trout erythrocytes (Tiano et al., 2000). In this study, authors
demonstrated that the presence of low concentrations

(= 10uM) of chalcogens caused no alteration in the hemo-
lysis rate; however, at a higher concentration (30 uM), they
increased hemelysis. In general, organotellurium com-
pounds tend to be more nucleophilic than their correspond-
ing selenium and sulfur derivatives (Wada et al., 1999). The
order of reactivity (telluride >selenide) correlates with
hemolytic potentials, because four of the compounds that
caused hemolysis presented Te in their moiety (4, 8, 13 and
14), whereas the two analog selenium molecules (3 and 12)
did not cause hemolysis.

The concentrations (100-200uM) of organochalcogens
used were relatively high. In fact, one of the objectives of
this study was to determine whether exposure of human
erythrocytes to high doses of organochalcogens could be
used as an early step in screening for the potential toxicity
of these compounds in vitro. Although these doses can be
considered of supra-toxicological significance in vivo, they
are of significance in vitro due to the relatively short peri-
ods of exposure (up to 48 h).

In addition, we investigated the effect of these com-
pounds on lipid peroxidation in erythrocytes because the
peroxidation of membrane lipids has been considered an
important factor in hemolysis (Dumaswala et al, 1999;
Niki et al, 1988). The oxidation of erythrocyte membranes
induced by free radicals depends on the balance of anti-
and pro-oxidant mechanisms. Here we determined TBARS
as an indicator of lipid peroxidation (Stock and Dormandy,
1971). and only compounds 6 and 15 presented a pro-oxi-
dant effect. The toxicity of selenite (C15) has been shown to
be related to the oxidation of intracellular thiols, generating
superoxide and other ROS (Spallholz, 1994; Kramer and
Ames, 1988). Thus, it 1s possible that the pro-oxidant effects
of these compounds are related to thiol depletion and free
radical formation during thiol oxidation.

In this study, the effects of compounds 2, 4 and 8 varied
depending on the presence of Ca™ and Mg™" in the incuba-
tion medium. Tellurium compounds 13 and 14 presented
antioxidant activity, and this 1s in accordance with the
results of other mvestigators who have found organotellu-
rium to have antioxidative effects on lipid peroxidation
(Anderson etal, 1994; Engman etal, 1995; Nogueira
et al., 2004). However, the potency of these chalcogenides
was quite different. In fact, compound 14 inhibited lipid
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peroxidation with a concentration of 40uM while com-
pound 13 inhibited lipid peroxidation only at the high con-
centration of 200 uM. In spite of this, the possible potential
therapeutic use of organotellurium compounds 13 and 14
should be investigated. since they presented a hemolytic
effect. Furthermore, diphenyl ditelluride and other organo-
tellurium compounds presented cytotoxic effects in vitro
(Sailer et al.. 2004; Iwase et al., 2004).

The present investigation showed that diphenyl ditellu-
ride. diphenyltelluride, diorganotellurium dichloride. dina-
phthalen ditelluride. sodium selenite and (S)-fert-butyl
1-diselenide-3-phenylpropan-2-ylearbamate were toxic to
erythrocytes and that the organoselenium compounds were
not hemolytic to erythrocytes even when tested at high con-
centrations. The hemolytic effect of the organotellurium
compounds did not correlate positively with TBARS pro-
duction. Possibly. lipid peroxidation is not involved in the
hemolysis provoked by organotellurium compounds. In a
similar way, dehydroepiandrosterone induced the lysis of
human red blood cells and did not induce lipid peroxida-
tion in vitro (Hu et al., 1997). In conclusion, our results sug-
gest that chalcogen compounds were toxic to human
erythrocytes, but further studies are needed to elucidate the
molecular mechanism responsible for the effects produced
by these compounds.
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Oreidative stress can induce complex alterations of membrane proteins in red blood cells (RBCs) eventu-
ally keading to hemolysis. RECs represent a good moded to investigate the damage induced by coddizing
agents. Literature data have reported that chalcogen compounds can present pro-oxidant properties
with potent inhibitory effects on cell growth, causing tissue damage and inhibit a variety of erzymes.
In this study, human erythrocytes were incubated i vitro with various chalcogen compounds at 37 <C:
diphenyl ditelluride ( 1), dinaphthalen diteluride ( 2], diphemyl diselenide (3, [ 5)-tert-butyl 1-diselenide-3-
methylbutan-2-ylcarbamate 4), (5)-ter t-butyl 1-diselenide-3-phenyl propan-2-ylcarbamate (5, selenium
dimeide (6) and sodium selenite (7) in order to investigate their potential tn vitro toacity. After 6 h ofincu-
bation, all the tested compounds increzsed the hemolysis rate, when compared to control and compound
(2] had the most potent hemolytic effect. The addition of reduced glutathione (GSH) or glucose to the
incubatzon medium enhanced hemodysis cawsed by chalcogen compounds. The thiol oxidase activity of
these compounds was evaluated by measuring the rate of cysteine (CY5) and dithsotreitol (DTT) coxedation.
DTT and cysteine cosdation was increased by all the compounds tested. The results suggest a relationship
between the cotidation of intracellular G5H and subsequent generation of free radicals with the hemaolysis
by chalcogen compounds.

© 2008 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.

1. Introduction

The importance of the cccupational exposure to tellurium (Te)
and selenium (Se) has been growing rapidly, They enter into the
environment of the man mainly due to their increasing usage in
industry and agriculture | 1]. Tellurium is used particularly in semi-
conductor device fabrication [2], In addition to these applications,
much artention has been devoted to the synthesis of organose-
lenium and tellurium compounds that could be used as enzyme
mimics and chemotherapeutic agents [3-5],

It has been suggested that the redox activity of Se and Te atoms of
organic compounds can provide antioxidant properties to organic
compounds, which can be suitable as tools in free radical biology
and medicine [6]. In fact, a variety of pharmacological properties
has been described for organoselenium and organotellurium com-
pounds asimmunemodulating, anticxidant and anti-inflammatory
agents|5,7-10], Conversely, other studies have shown that at higher
concentrations, Se compounds can become pro-oxidants instead of
antioxidants, with potent inhibitory effects on cell growth, causing

* Corresponding awthoe, Tel: 455 55 32208120; foc +55 55 J2208031
E-muid address: vivianeschiar@pop.com.be (VPP Schiar).

D008-2757 1% - see front matber & 2008 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved,
doic 10U1016/j.cbi 2008 10007

tissue damage and resulting in Se toxicosis [11]. In part, this can
be a consequence to their affinity for endogenous thiols, which can
result in the depletion of reduced glutathione (GSH), an important
intracellular antioxidant [11],

Of particular toxicolegical importance, reduced cysteinyl
residues from proteins can react with diselenides and ditellurides,
which can cause in the case of enzyme delta aminolevulinate
desidratase (&-ALA-D) the loss of catalytic activity [12]. Some
studies have reported that ebselen, a simple organoselenium com-
pound, induces apoptosis in human hepatoma cell line, HepG2,
and this effect seems to be related to its ability to deplete thi-
ols [13], Besides, an earlier study demonstrated that, in addition
to its peroxidase-like activity, ebselen can indirectly deplete thiols
through the direct oxidation of GSH by its selenoxide intermediate
[14].

In a similar way to selenium compounds, tellurium compounds
can interact with thiols and inhibit a variety of enzymes, includ-
ing human squalene monooxygenase and Ma®, K*-ATPase [15,16],
In addition, tellurium-containing compounds can displace sele-
nium from selenium proteins [17]. Thus, inorganic tellurium can
inhibit the activity of selenium dependent glutathione peroxi-
dases, which can lead to an exacerbation of intracellular oxidative
stress [17],
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Erythrocytes are well equipped with several biological mech-
anisms to defend against intracellular oxidative stress [18],
such as supercxide dismutase (S0D), catalase (CAT), glutathione
reductase (GR) and glutathione transferase (GST). Despite their
well-developed antioxidant defense system, erythrocytes can be
oxidatively damaged, due to exposure to toxic chemicals and envi-
ronmental pollutants [19,20]. The damage to the antioxidative
systemn could be the cause of an altered steady state of ROS in the
cell leading to an alteration at the level of cellular structures[19,21],

It is known that an imbalance in the oxidant/antioxidant sta-
tus of the cell is associated with oxidative stress and this causes
important modifications in cellular macromolecules (in membrane
and in cytoplasm) leading to cell damage [19,22], The resulting
oxidation of membrane components is likely to play an important
role in the hemolytic process but the mechanism is not yet clearly
understood.

Literature data have indicated that inorganic selenium com-
pounds induce erythrocyte hemolysis and this is dependent on the
GSH level in the erythrocyte [23]. In fact, depletion of GSH before
exposure to Se(IV) can protect erythrocytes from hemolysis, The
mechanism(s) involved in this paradoxical synergic effect of GSH
and Se{IV) are unknown but may be related to the formation of
reactive oxygen species during the interaction between Se com-
pounds and thiols [11,24]. Here, we used erythrocytes as a model
to inwestigate a possible interaction between glutathione and Se-
and Te-containing compounds, using the erythrocytes hemoly-
sis as the toxicological end point, The results have indicated that
GSH and glucose increased the toxicity of a variety of organic
and inorganic compounds, For the case of organochalcogens, dis-
elenides and ditellurides were selected, because previously we
have demonstrated that diphenyl diselenide, the simplest of the
diaryldichalcogenides, has interesting antioxidant and pharmaco-
logical properties, However, it can become toxic when administered
at high doses to rodents [25]. In contrast, diphenyl ditelluride
{though being an antioxidant in vitre) has been found to be very
toxic after in vivo administration [26]. Thus, basically here were
interested to know whether changes in the organic moiety of the
dichalcogenides could change their thiol oxidase activity and their
toxicity in a simple in vitro model, For the case of diselenides, we
have also tested two derivatives (C4 and C5 ) from the natural amino
acids valine and phenylalanine because we realize that they, in
view of their analogy to endogenous compounds, could be of some
pharmacological value,

2. Materials and methods
21. Chemicals

The formulas of the investigated compounds are shown in
Fig. 1. All compounds were prepared according to published pro-
cedures 1 and 2 [27], 3[28], 4 and 5 [29]. The compounds & and 7
were obtained from Merck (Rio de Janeiro, R], Brazil) (Fig, 1). The
compounds were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO), except
compound 7 that was dissolved in phosphate buffered saline (PBS,
6.1 mM and pH 7.4, containing 150 mM NaCl). The hemolytic effects
of all the compounds tested were not related to the wehicle used
since neither DMS0 nor PBS induced hemolysis when compared
with the contraol (NaCl 0.95%) (data not shown ). DMSO, DTT, CY'S and
GSH were obtained from Sigma (St. Lowis, MO), All other chemicals
were of analytical reagent grade and purchased from Merck (Rio de
Janeiro, Brazil ).

22 Sample

Cells used in this study were obtained from healthy wvolun-
teer donors from the University Hospital of Santa Maria, RS, Brazil
(age 30+ 10). Venous blood was collected into heparinised tubes.
Erythrocytes (RBCs) were separated by centrifugation (2000 rpm
for 10'min at room temperature) and the plasma was aspirated.
The protocol study was reviewed and approved by the appropri-
ate institutional review board from Guidelines of the Committee of
LIFEML

2.3. Lysis experiments

The cell pellet was washed three times with a medium contain-
ing 140 mM MaCl, 5 mM KCL 20 mM Tris-HCl (pH 7.2], 2 mM MgCly
and 0,1 mM EDTA. RBCs were suspended in the same medium used
in the erythrocyte washing and diluted to a hematocrit of 1%, Cell
lysis was measured at 37 °C in a medium containing 0, 100 or
200 pM of chalcogenides (n=4) after different periods of incuba-
tion;

[a) Upto 6h (1,2, 3, 4, 5 and 6h); The value of HTsp (the time at
which 50% of the cells were haemolysed, in min} was calculated
for each day of the experiment.

oo CUTCo

J‘E SeSe H
Hi o HN,E;)?/\

. Se0; , Na;5e0; 5H;0

Fig. 1. The farmulas of the imvestigated compoands.
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(b) Up to 2h (30, 60, 90 and 120min}; In the absence or presence
of 5mM of glucose,
(c) In 30min; In the absence or presence of 0,5 mM of G5H,

Incubations were stopped by centrifugation (2000 rpm for 405
at room temperature), The degree of cell lysis was determined
according to Young et al, [23] by measuring the extinction of the
supernatant at 540 nm, Complete lysis was determined by addition
of Triton X-100 (0012,

24. Rate of DTT oxidation

Dithiotreitol (DTT) oxidation was determined at 37 °C in the
presence of 50mM Tris-Cl, pH 7.4 and 100 pM of compounds. The
rate of thiol cxidation was evaluated by measuring the disappear-
ance of SH groups according to Ellman [30]. Oxidation was initiated
by the addition of the DTT to a final concentration of 1.0mM to a
medium containing potassium phosphate buffer { 100 mM ).

25, Rate of CO¥5 mddation

CY5 oxidation was evaluated by measuring the disappearance
of SH groups by the method of Chinard and Hellerman [31], Color
reaction was initiated by adding 200 pL of CYS (final concentra-
tion 2mM) to a medium containing potassium phosphate buffer
(100 mM), chalcogens {100 M), saturated solution of ammonium
sulfate in KCN (43 mM), sodium nitroprusside (648 mM) and
concentrated ammonium hydroxide, Aliquots of 250 pL after incu-
bation with compounds 3, 4,5, 7, 8 were sampled at different times
(@, 15, 30 and 60min) to determine the amount of SH groups at
546 nm,

26, Statistical analysis

Complete hemolysis of the RBC suspension occurred in the Tri-
ton X-100(0,01 %) soluticn, in which hemoglobin concentration was
defined as 100%, The time to observe 50% of maximal haemolysis
[HTs0) or the time at which 50% of the CYS and DTT (OxiTsn) was
calculated for each day of the experiment,

All values obtained are expressed as mean £5EM. Data were
analyzed by one-way or two-way ANOVA/MANOVA anzlyses of
variance followed by SNK test when appropriate, Differences
between groups were considered to be significant when p< 0,03,

3. Results

The lysis experiment showed that the €2 (dinaphthalen
diteluride) was the most potent hemolytic compound tested,
whereas compounds €1 (dipheny] ditelluride), €5 [[S)-tert-butyl
1-diselenide-3-phenylpropan-2-ylcarbamate] and €& (selenium
dioxide) presented lesser hemolytic effect (HT 5 values were higher
than 360 min)(Table 1), After 6h of incubation, all the tested com-
pounds increased the hemolysis rate, when compared to control
cells, The % of hemolysis after 6h of incubation in the presence of
100 pM of compounds indicated the following hemolytic potency:
2>3>4>7>1>5>6, In the presence of 200pM the hemolytic
potency was 2> 3> 7 =4= 1> 5> 6 (Table 2],

Table 3 shows that GSH increased the haemolysis caused by the
compounds 6, 7 (p<0.001), 2, 4 (p<0.01) and 1, 3, 5 (p=<0,05),
The increase in hemolysis observed in the absence of chalco-
gens [controls with/without GSH) was not statistically significant
[p>0,10).

Glucose caused a significant increase on hemolysis induced
by the compounds 2-5 (100 and 200pM) and compounds 1
and 7 (200 pM) in 120min (p<0.05; Fig. 2). In Table 4 it was

Tahie 1
The erythrocyte haemolysis in different compounds expresssd as the time for 50T
af maximal ha=mabysis {HTsz in min).

Compounds o 100 pM 200 pM
Control = 360

1 =360 331720
2 2447+ 194 1975518
a 3DE2+E5A 2B +0E <
4 33T 56 F DB 40"~
5 =360 50T £33
(1] =360 =360

o 3547+ 1000 1343177

Lesters (A-IV} repressnt difference between compounds in the concentration of
100 ML Letters (a-d ) represent difference between compounds in theconcentration
af 300 pM.

" Significant difference of control, p< 005 (mean + SEM. n=G1

Table 2

Erythrocyte hemolysis caused by Se and Te compounds after Gh of the incubation.
Compounds /] 100 pM HI0pM
Control 123+0.6

1 451 £ 0TH G1B + L=
[ v BOD & 154 943 + 07°F
[} G5 & 15F 715 + U<
4 560 = 2002 615 + @'
5 90+ 08E 400 + 172
L2 T £0TF 1BF + D5=
a 512 & LI°F 647 + LT

Data are % of haemalysis in relation to 100% hasmiolysis determined in the pres-
enceof Triton X- 100 (001 E){mean + 5.E.M., n= 6. Letters (A~ G ) represent difference:
between compounds in the concentration of 10 pM, p<0.05. Letters({a—e ] represent
difference between compounds in the concentration of 200 pM, p<005.

* Significant difference of control, p< 0001

possible to verify that the glucose caused increased on hemol-
ysis induced by compounds 5 and 7 in the concentration of
200pM in 90min of incubation of erythrocytes with Se and Te
compounds,

DTT (p< 0.001) and cysteine (CYS) (p <0.001 ) oxidations were
increased by all the compounds tested (Table 5). The potency of
oxidation for DTT was in the order 7=6=1>2>4>3>5, and for
CYS the potency of oxidation was in the order 6> 5>7 > 2= 1=3 >4,
The oxidation varied along the time (Figs. 3 and 4],

azt

M

pescend fise (%)
&

=3
120 min ol incubation

Fig. L Influence of glucose on the hemalytic effect of chalcogens com-
pounds. *Significant difference of control, p< 005 YSignificant difference of
control + glucase, p<0.05. *Significant difference of 100pM, p< .05 " Significant
difference of 200 pM, p= 0105,
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Tahle 3
Influence of G5H on the hemolytic =Mfect of dhalcogens compounds.

o GSH

Compounds 100 =M 100 M+ G5H # {after GEH)
Control 19402 44104 1128
c1 GE + 0 0E 4+ DY 1441
(v 13 03 153 + DE** 135.4
c 72 +0% 109 2 D4 151.4
c4 EE + 03 117 2 DEae 1329
s 76 + 03 131 2 D2=r 172.4
B GE + 0 101 2 DEF 1485
o 7303 247 1 07+ 1383

Erythrocytes were incubated for 30 min at 37 “Cin the absence or presence of 0.5 mM G5H. Data are ¥ of kaemolysis in relation to WA haemalysis determined inthe presence

af Triton X- W0 (001X} {mean =+ SEM_ n=EL
= Different from comtral, p< 005

b Difference of hasmalysis caussd by compounds in the absence or presence of G5H, p< 005

Table 4
Influence of glucose on the hemalytic efect of chalcopens compoands.
Compoumnds 30vmin S0 min S0 min
Without gluccse With glucose Without glucoss With glucoss Without glucase With glucase
Controd 42 + 04 53 + 06 45+ 04 56+ 06 5903 71+ 06
[u |
100 M Bl + 02* E5+ 04 92+ 0¥ 95+ 0.4* 119 + 0.6 123107
200 kM 75+ 03 12+ 03 1.0 £ 03= 113 £ D= 134 = 05 141 & 05
[ ]
100 M 142 + 05 W5+ 0 203 = 1P HL.T = 09 19 =07 238+ 122
200 M 72+ 06 181 & O 245+ 0P 2532 & 0P 26.7 = 0.6* 282 1 08
[ ]
100 M 81+ 05 96+ 05 12.0 + D& 133 + 09 148 = 0.5 136 + 08
200 M o7+ 09 17 + 112 132 + DB 155 & E* 163 + DB 158 + 057
4
100 M Ed+ 08 07 + 05 125 + 072 133 + 0P 1331 07 136 + 08
200 M 115 + 0.4 12.E + D4 141 = 07 154 = DE* 143 + D.B* 156 + 057
(5]
100 pM GG+ 03 1103 BEx D3 93 : Dds 115 = 0B 129 i+ 06
200 e 67+ 03 BD 03 BT +04 97 £ 0 114 = 0.5 143 + 0P
(1]
100 p M G4+ 03 6104 12+ 03 A5 03 TR£03 9]+ 05
200 M 63+ 03 GG+ 04 79+ 04 8304 8603 05 4 =
a
100 M G4+ 05 GO+ 03* 76+ 04 79+ 03* 86+ 03 0304
200 e 6T + 04 1103 1B+ 04 2D : D5 o] £ 04 10.7 & 050

Erythrocytes were incubated at 37 <C in the abs=nce or presence of 5mM glucose. Data are £ of haemalysis in relation to 100% haemolysis determined in the presence of

triton X- 100 {0.0IZ} {mean £ SEM., n=E].
* Different from contral, p< 0.05.

b Difference of ha=malysis caussd by compounds in the absence or presence of glucoss, p< 005,

Table 5
Chalcogen-induced DTT and cysteine oxidation.
Compounds (eiTeg {mean-+ SEM}

DTTor Cys oTT Cys
Control =G0
a B2z 0EA H3izima
[ ME z 058 343 £ 322°4
a o4 + 07 ° k=1 O I
4 164 + LI'F 530+ 0E"
5 IIEx LEFE 156058
(1] GO+ 03A 101 £0T~
L) F5+ 0074 27 £ 05F

Oxidation is expressed as the time required for 50% of maximal cxdation (OxiTsg
in min), to compounds in the tested concentration {100 pM). Data are reported as
me=an + 5 E M., n= 6. Letters (A-E) represent difference between the potency of axi-
dation af the compounds for DTT. Letbers (a-=) represent difference betwes=n the
potency of cxidation of the compounds for C¥S.

" Diifferent from comtral, p< 005

4. Discussion

This study investigated the toxicity of chalcogen compounds in
vitro on human erythrocytes, with hemolytic potential to human
hematocrit of 1%, In a previous work, we demonstrated that tel-
lurium compounds induced the lysis to human erythrocytes [32].
HTep values for chalcogen-induced hemolysis demonstrated that
the value for induced lysis in control erythrocytes is found o be
larger than 6h. Compounds 2 and 3 showed higher hemolytic
effect since they presented 50% of hemolysis in lesser time respec-
tively, whereas the inorganic compound 6 presented lesser effect
(Tables 1 and 2],

The thiol oxidase activity of organic compounds could explain
the in vitro hemolytic properties of these compounds [33]. The pro-
duction of superoxide and hydrogen percxide as a consequence
of thiol cxidation could explain the hemolytic effect of chalcogen
compounds, Accordingly, we realized that the first step in Fig. 5
involves the reaction of thiol with diorganoyl compounds, such as

xlix
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00

a0

0 1,
2
o *“lr...._q_

Time (min)

% of control
[=3

o

Fig. 3. Effescts of chalcogens compounds { 100 pM) an the rate of DTT axidation. The
rate of oxidation was swaluated ar diferent times (15 and B0 min). Data ar= the
means + 5EM. of six independent sxperiments. "Significant difference of contral,
p< 005,

100

a0

% of contral

15 &0
Time (min)
Fig 4. Effects of chalcogens compounds [ 100w} on the rate of OFS axidation. The

rate of oxidation was evaluated at different times (15 and Bl min). Data are= the
means of six independent experiments. "Significant difference of contral, p< 005

compounds 1-5, to give an unstable intermediate of the type RSe-
50, This catalytic mechanism produces superoxide as a one-step
election transfer from RSe- to dioxigen [9].

Mogueira et al, demonstrated that diphenyl diselenide, diphenyl
ditelluride and ebselen inhibit the enzyme &-ALA-D from human

GiH

Fig. 5. Redax cycle of selenides [R5~ | peneration superoxide.

blood by interacting with cysteinyl residues (sulfhydryl groups),
which are important for enzyme activity [34],

Accordingly, we also suggest that the toxicity caused by inor-
ganic compounds (6 and 7] was related with the oxidation of thiol
endogenous and the generation of free radicals, Seko et al. in 1989
reported that selenite reacted with GSH to produce the superox-
ido anion (03 ) [24], as well as Davis and Spallhol: have proposed
mechanisms to account for the induction of apoptosis by selenite,
suggesting that Se-induced apoptosisis caused by the generation of
free radical oxidative stress by the oxidation of cellular glutathione
[35].

Some reports have suggested that the anticarcinogenic prop-
erty of selenium compounds is likely due to the known toxicity of
selenium compounds found in animals and humans [11,36]. This
property could be related to thiol group oxidation [37],

We added GSH in medium with compounds and observed an
increase in the hemolysis caused by compounds tested by us
(Table 3). In agreement, Spallholz in 1994 added GSH exogenoushy
in erythrocytes in the presence of catalytic selenium compounds,
selenite and selenium dioxide, which dramatically increased the
rate of hemaolysis [36]. Another study has showed that both selenite
and tellurite cause erythrocyte lysis in vitro, where lysis was pre-
ceded by a dropin intracellular GSH concentration and the addition
of extracellular GSH to GSH-deficient erythrocytes resulted in rapid
lysis when tellurite or selenite were also present [23].

The addition of glucose in medium increased the hemolytic
effect caused by compounds 2, 3,4, 5 and 7 (Fig. 2 and Table 4), This
effect can be related with the fact that the glucose maintains GSH
levels in RECs through the axidative pentose phosphate pathway
and GSH redox cycle [38,39],

A study has shown that neuronal effects of diphenyl diselenide
and diphenyl ditelluride may cccur through a change in the thiol-
disulfide balance of glutamatergic receptors suggesting that the
toxicological properties of these compounds are related to the
oxidation of -5H groups on glutamate receptors and diphenyl ditel-
luride could oxidize some cysteinyl residues, inhibiting glutamate
binding in vitre and in vive in rats [40].

Compatible with the suggestion that the toxicological proper-
ties of chalcogenides are related to the oxidation of -5H groups,
we worked with the oxidation of DTT and CYS by compounds
(Table 5, Figs. 3 and 4), where it was possible to confirm that these
chalcogens are capable of oxidizing - SH groups. Maciel et al, have
shown that GSH and other thiols (such as DTT) could be oxidized
by diphenyl diselenide, and that acute and 2 week exposures to
diphenyl diselenide caused a decrease in the hepatic and renal
content of non-protein-SH [26]. Another work suggested that the
diphenyl diselenide induced pro-oxidant effect in yeast is a direct
result of G5H depletion [41].

In conclusion, these results suggest that the generation of
free radicals by chalcogen compounds through oxidation of thiol
endogenous induces hemolysis in vitro in human erythrocytes, Fur-
ther studies need to be pursued in direction of elucidating the
malecular mechanism responsible for the effects produced by these
compounds,
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5. DISCUSSAO

O interesse por estudos quimicos e bioquimicos dos compostos organicos de
Se e Te tem aumentado consideravelmente nas Ultimas trés décadas principalmente
devido ao fato de que varios destes compostos apresentam atividade antioxidante
(Anderson e cols., 1994, Nogueira e cols, 2004) e também, devido a estes
compostos serem utilizados como intermediarios em sintese organica (Petragnani,
1994; Comasseto e cols. 1997) e como agentes farmacolégicos (Barbosa et al.,
2008; Ineu et. al., 2008). Por outro lado, os efeitos toxicos causados por esta classe
de compostos tém sido pouco investigados e ensaios in vitro que possam contribuir
como um “screening” para a escollha de organocalcogénios que possam ser
testados farmacologicamente em modelos in vivo sdo poucos descritos na literatura.

Neste contexto, o presente estudo foi realizado para avaliar a toxicidade de
uma variedade de compostos orgéanicos de Se e de Te utilizando células sanguineas
como um modelo simples de dano celular. Os ensaios foram realizados
especificamente com eritrocitos, com o objetivo de analisar a capacidade de varios
organocalcogénios de Se e Te em induzir hemdlise.

O primeiro objetivo deste estudo foi investigar o efeito de calcogénios em
eritrécitos ap6s 48h de incubacéo, sendo que a maioria dos compostos utilizados
foram organocalcogénios, utilizou-se também dois compostos como controles
difenila (17) e hipoclorito de sédio (18) conforme Figura 1 (Artigo1).

Com relagcao aos dados demonstrados no primeiro artigo, foi possivel verificar
que o efeito hemolitico ocorreu dependente da concentracdo, ou seja, para baixas
concentragdes (10uM) ndo houve hemdlise, da mesma forma que Tiano e cols.
(2000) relataram que quando trabalharam com calcogénios em concentragdes
baixas (10uM), eles nao alteraram a taxa de hemdlise em peixes.

Na andlise dos resultados verificou-se que além do composto inorgéanico
diéxido de Se (16) apenas os compostos com telurio na molécula apresentaram
efeito hemolitico, como o telureto de difenila (4), 2-dicloreto de butiltelurio-penteno-1-
fosfonato (8), ditelureto de dinaftila (13) e ditelureto de difenila (14). Além disso,
quando foram adicionados célcio e magnésio no meio de incubacdo, eles nao
alteraram o efeito hemolitico causado pelos compostos. Sabe-se que compostos

organicos que tenham Te na molécula costumam ser mais nucleofilicos que seus



liii

analogos correspondentes com Se ou enxofre (Wada et al.,, 1999), isto poderia
explicar o fato dos compostos, seleneto de difenila (3) e disseleneto de difenila (12)
nao terem apresentado efeito hemolitico nestas condi¢des de incubacao.

Além disso, foi verificado o efeito destes compostos sobre a peroxidagao
lipidica dos eritrécitos, uma vez que, a peroxidacao dos lipideos da membrana tem
sido considerada um fator importante na hemolise (Dumaswala e cols., 1999; Niki e
cols., 1988), mas apenas os compostos (S)-tert-butil 1-disseleneto-3-fenilpropano-2-
N-(carbamato) (6) e selenito de sddio (15) apresentaram efeito pré-oxidante. A
toxicidade do selenito de sddio tem sido demonstrada na literatura devido a oxidacao
de tidis endbégenos conseqlentemente gerando anions superoxidos e outras
espécies reativas de oxigénio (Spallholz, 1994; Kramer e Ames, 1988). Desta forma,
€ possivel que o efeito pré-oxidante destes compostos esteja relacionado com a
deplecédo de tidis endégenos e formacédo de radicais livres durante a oxidagéo de
tidis. Neste estudo, os compostos 13 e 14 apresentaram efeito antioxidante, e estao
de acordo com resultados ja vistos na literatura onde compostos organotellrio
apresentaram efeito antioxidante sobre a peroxidacdo lipidica (Anderson e cols.,
1994; Engman e cols., 1995; Nogueira e cols., 2004). Os resultados mostraram que
o efeito hemolitico dos compostos organotelurio ndo foi positivamente correlacionado
com a producao de TBARS.

Na segunda etapa dos estudos in vitro, apresentados no Artigo 2 desta tese,
investigou-se um possivel mecanismo para o efeito hemolitico dos
organocalcogénios. Sabe-se que o estresse oxidativo € um dos fatores que causa
modificacbes em macromoléculas celulares (na membrana e no citoplasma)
originando danos celulares (Devasena e cols., 2001, Domanski e cols., 2005). O
resultado da oxidagdo dos componentes da membrana apresenta um papel
importante no processo hemolitico, porém o mecanismo pelo qual isto ocorre ainda
nao esta esclarecido.

Desta forma, selecionamos alguns compostos diorganocalcogénios (S)-tert-
butil 1-disseleneto-3-metilbutano-2-N-(carbamato) (5), 6, 12, 13 e 14 e dois
inorganicos (15 e 16) ( Fig.1, Artigo 1) para a realizacdo deste estudo onde
eritrécitos foram usados como modelo para investigar uma possivel interagdo entre
glutationa e compostos com Se e Te , usando a hemodlise eritrocitaria como
parametro final de toxicologia. Dados da literatura mostram que compostos

inorganicos de selénio induzem a hemodlise em eritrécitos e este efeito estd



liv

associado com os niveis de GSH nos eritrécitos (Young e cols., 1981). Neste estudo,
constatou-se que todos os compostos apresentaram efeito hemolitico nas condi¢des
(temperatura, meio e tempo de incubacgao) as quais foram submetidos. Em estudo
prévio observou-se que a atividade tiol oxidase de compostos organicos poderia
explicar as propriedades hemoliticas destes compostos (Hu e Spallholz, 1982). A
producdo de superdxido e peroxido de hidrogénio como uma consequéncia da
oxidacao de ti6is poderia explicar o feito hemolitico de compostos calcogénios.
Neste contexto, sugerimos que o primeiro passo na Figura 5 (Artigo 2) relaciona a
reacdo de tiol com compostos organicos dicalcogénios (5, 6, 12, 13 e 14) (Fig.1,
Artigo 1), que origina um intermediario instavel do tipo RSe-SG. Este mecanismo
catalitico produz superéxido como um passo na transferéncia de elétrons do RSe~™
para dioxigénio.

Da mesma forma, também sugerimos que a toxicidade causada por
compostos inorganicos (15 e 16) (Fig.1, Artigo 1) esta relacionada com a oxidacao
de tidis enddégenos e geracao de radicais livres. Seko e colaboradores em 1989
relataram que selenito reagiu com GSH para producao de superédxido (Seko e cols.,
1989), bem como Davis e Spallholz (1996) sugeriram um mecanismo para a inducao
de apoptose por selenito causada pela geracao de radicais livres pela oxidacao de
glutationa.

Outros experimentos foram realizados com a finalidade de verificar se a
hemdélise causada por estes compostos poderia ser devido a oxidacao de tidis.
Acrescentou-se ao meio de incubacdo GSH, e foi possivel verificar um aumento na
taxa de hemdlise causada por estes compostos. De fato, Spallholz (1994) adicionou
GSH em eritrécitos na presenca de compostos de Se, que causou um aumentou na
taxa de hemdlise. Em outro estudo, foi demonstrado que o selenito e o telurito
causaram hemdlise em eritrécitos in vitro, onde a hemdlise foi precedida por uma
queda na concentracdo de GSH intracelular e adicao de GSH extracelular em
eritrécitos deficientes de GSH, resultou em uma rapida hemdélise quando o selenito
ou o telurito estavam presentes (Young e cols., 1981). Além da GSH, também foram
realizados experimentos adicionando-se glicose ao meio de incubagéo, o que levou
de maneira similar, a um aumento na taxa de hemdélise exceto para o didxido de
selénio. Este efeito poderia estar relacionado com o fato de que a glicose mantém os
niveis de GSH em eritrcitos por meio da via oxidativa da pentose fosfato que
fornece nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) que por sua vez mantém
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a glutationa no seu estado reduzido no ciclo redox GSH (Rotruck e cols., 1972,
Haliiwell e Gutteridge, 1989) (Esquema 7).
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Esquema 7- Via oxidativa da pentose fosfato (Burtis e Ashwood, 1998).

Seguindo a mesma linha de raciocinio, na qual sugeriu-se que as
propriedades toxicolégicas dos calcogénios estariam relacionadas com a oxidacao
de grupos —SH, trabalhou-se com a oxidacdo de DTT (ditiotreitol) e cisteina pelos
compostos. Observou-se que estes compostos foram capazes de oxidar grupos —
SH. Compativel com esses resultados Maciel e colaboradores mostraram que GSH
e outros tidis (como DTT) poderiam ser oxidados por disseleneto de difenila (Maciel
e cols., 2000). Além disso, outro trabalho sugeriu que o disseleneto de difenila
induziu efeito pré-oxidante em leveduras como resultado da deplecédo de GSH (Rosa
e cols., 2005). Baseado nos dados deste trabalho sugeriu-se que a geracdo de
radicais livres pelos compostos calcogénios contendo Se ou Te através da oxidagao
de tidis enddgenos induziu a hemolise em eritrocitos humanos in vitro.
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Em conjunto, nossos dados sugerem um mecanismo para oxidacao de tidis
endoégenos para os diorganocalcogénios, o qual seria a causa da hemodlise

ocasionada por estes compostos.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta tese podemos inferir o0 que

segue:

» Os organocalcogénios: telureto de difenila , 2-dicloreto de butiltelGrio-penteno-
1-fosfonato, ditelureto de dinaftila, ditelureto de difenila e os compostos
inorganicos selenito de sédio e didéxido de selénio apresentaram efeito
hemolitico nos eritrécitos in vitro, e este efeito foi dependente da

concentracdo dos compostos.

» Os compostos (S)-tert-butil 1-disseleneto-3-fenilpropano-2-N-(carbamato) e o
selenito de sédio apresentaram um efeito pré-oxidante, pois aumentaram os
niveis de TBARS, enquanto que o ditelureto de dinaftila e o ditelureto de
difenila apresentaram um efeito antioxidante, pois diminuiram a producgéo de
TBARS. E néo foi possivel correlacionar positivamente o efeito hemolitico dos

compostos com a producéao de TBARS.

> A GSH e a glicose potencializaram o efeito hemolitico causado pelos
diorganocalcogénios:(S)-tert-butil1-disseleneto-3-metilbutano-2-N-
(carbamato), (S)-tert-butil  1-disseleneto-3-fenilpropano-2-N-(carbamato),

disseleneto de difenila, ditelureto de dinaftila, ditelureto de difenila.

» Os compostos diorganocalcogénios oxidaram grupamentos tidis através da
oxidacao de ditiotreitol (DTT) e cisteina (CYS).
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7. DEMAIS TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O PERIODO DE
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8. PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados apresentados nessa tese faz-se necessario:

Investigar a toxicidade dos compostos organocalcogénios in vivo.
Dosar os niveis de GSH e GSSH.
Investigar o papel da GSH e outros tidis no efeito hemolitico dos compostos

Verificar se a glicose aumenta GSH.

vV VvV VWV V V¥V

Investigar a fluidez da membrana.
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